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Consideracdes gerais

Este trabalho descreve a sintese e avaliacdo bioldgica de diferentes
classes de compostos organicos e esta dividido em trés capitulos: (i) sintese
de derivados da genisteina, candidatos a novos agentes contra a esclerose
multipla, (ii) sintese de amidas derivadas do acido quinico condensado com
diaminas N-alquiladas, potenciais agentes antibacterianos, antiparasitarios e
anti-inflamatérios e (iii) sintese de derivados da cluvenona, potenciais agentes
antitumorais.

Os dois primeiros capitulos foram realizados na Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF) sob a orientacédo do Dr. Mauro Vieira de Almeida. O
terceiro capitulo foi realizado na University of California, San Diego (UCSD)
através do estagio de doutorado sanduiche sob a orientacdo do Dr.

Emmanuel Theodorakis



RESUMO

Neste trabalho séo descritas as sinteses e avaliagdes bioldgicas de diferentes
classes de compostos organicos e esta dividido em trés capitulos. O primeiro
deles descreve a sintese de derivados da genisteina com distintas
propriedades fisico-quimicas, a fim de avaliar a influéncia dessas
propriedades na atividade biologica contra a esclerose mdultipla. Foram
sintetizados compostos condensados a carboidratos derivados da D-glicose e
D-galactose e derivados lipofilicos com cadeias alquila ou acila lineares de
doze ou quatorze carbonos. Esses compostos foram submetidos a ensaios de
citotoxicidade e anti-inflamatoérios in vitro e os compostos mais ativos foram
avaliados quanto a sua atividade na modulacéo da resposta imune in vivo no
modelo de encefalomielite auto-imune experimental (EAE). Na sintese dos
drivados éteres verificaram-se diferentes reatividades: os compostos com
cadeias alquila lineares foram obtidos em rendimentos melhores, seguido dos
derivados da D-glicose e D-galactose, respectivamente. A regiosseletividade
obtida na sintese dos derivados éteres foi sugerida por nOe, enquanto que
nos derivados ésteres foi sugerida por RMN de 'H. Os ensaios bioldgicos
revelaram que todos 0s compostos apresentaram atividade in vitro e os
derivados de carboidrato foram mais citotoxicicos que os derivados com
cadeias lipofilicas lineares. Apds 0s ensaios in vivo, o composto 13 foi
considerado um protétipo para o tratamento da esclerose mdultipla. O
segundo capitulo descreve a sintese e avaliacdo das propriedades
antimicrobianas de surfactantes derivados do acido quinico condensados a
diaminas N-alquiladas, variando-se o tamanho da cadeia alquila (parte apolar)
e a estrutura do acido quinico (parte polar), estabelecendo-se uma relacao
estrutura e atividade. Foram sintetizados 32 compostos atraves de reacdes de
amidacdo entre uma lactona derivada do acido quinico com diaminas N-
alquiladas em rendimentos satisfatorios. 17 compostos apresentaram
atividades semelhantes ou melhores do que a droga de referéncia. Também
estdo sendo realizados alguns ensaios antiparasitarios e anti-inflamatérios
com esses compostos. O terceiro capitulo descreve a sintese e avaliacao das
propriedades antitumorais de derivados de xantonas Garcinia,

especificamente de cluvenona. Foram sintetizados diversos compostos com



grupos retiradores e doadores de eletrons, hidrofilicos e contendo a unidade
sal de trifenilfosfébnio no anel A de hidroxicluvenonas, que auxiliardo no
entendimento da relagdo estrutura e atividade para essa classe de
compostos. Sintetizou-se também um composto derivado da 6-
hidroxicluvenona condensada com o BODIPY com potencial atividade
antitumoral e propriedades fluorescentes com o objetivo de realizar estudos
de localizagdo celular e mecanismo de acdo. A etapa chave para a sintese

desses compostos foi uma reacdo em cascata de Claisen/Diels-Alder.

Palavras-chave: Genisteina. Esclerose mudltipla. Carboidrato. Lipofilicidade.
Acido quinico. Diaminas.  Antimicrobianos.  Garcinia.  Cluvenona.

Anticancerigenos. Reacédo de Claisen/Diels-Alder.



ABSTRACT

In this work the synthesis and biological evaluation of different classes of
organic compounds are described and it is divided into three chapters. The
first chapter describes the synthesis of genistein derivatives with different
physicochemical properties in order to assess the influence of these properties
in biological activity against multiple sclerosis. Carbohydrate derivatives from
D-glucose and D-galactose and compounds condensed with lipophilic alkyl or
acyl linear chains of twelve or fourteen carbons were synthesized. Cytotoxicity
and anti-inflammatory activities in vitro were performed and the most active
compounds were evaluated in modulating the immune response in vivo model
of experimental autoimmune encephalomyelitis. Reactivity of ethers
derivatives was different: compounds with linear alkyl chains were obtained in
higher vyields, followed by the derivatives of D-glucose and D-galactose,
respectively. The regioselectivity obtained in the synthesis of ether derivatives
were suggested by nOe, while the ester derivatives were suggested by *H
NMR. All compounds showed in vitro activity and carbohydrate derivatives
were more cytotoxic than lipophilic derivatives. After in vivo tests, compound
13 was considered a prototype for the treatment of multiple sclerosis. The
second chapter describes the synthesis and evaluation of the antimicrobial
properties of surfactants derived from quinic acid (popar part) condensates
with N-alkylated diamines (nonpolar part). The size of the alkyl chain and the
structure of quinic acid were altered, settling a relationship structure and
activity. 32 compounds were synthesized by amidation reactions between a
lactone derivative of quinic acid with N-alkylated diamines in satisfactory
yields. 17 of these compounds showed equal or better equal activities than the
drug reference. Some antiparasitic and anti-inflammatory tests are also being
conducted for these compounds.

The third chapter describes the synthesis and evaluation of antitumoral
properties of derivatives of Garcinia xanthones, specifically cluvenone. Several
compounds were synthesized with electron withdrawing and donors groups,
containing hydrophilic and the triphenylphosphonium salt unit in the A ring of
hidroxicluvenonas. These compounds will help in understanding the structure
and activity relationship for this class of compounds. A BODIPY-



Hydroxicluvenone conjugate compound with potential antitumor activity and
fluorescent properties was synthesized with the aim of studying the cellular
location and mechanism of action. The key step for the synthesis of these

compounds was a reaction cascade Claisen / Diels-Alder reaction.

Keywords: Multiple sclerosis. Carbohydrate. Lipophilicity. Quinic acid.
Diamines. Antimicrobial. Garcinia. Cluvenone. Anticancer. Claisen/Diels-Alder

reaction.
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1 SINTESE DE DERIVADOS DA GENISTEINA, CANDIDATOS A NOVOS
AGENTES CONTRA A ESCLEROSE MULTIPLA

1.1 INTRODUCAO

A esclerose multipla (EM) é uma desordem neuroldgica autoimune
caracterizada por um processo inflamatério crénico desmielinizante do sistema
nervoso central (SCN), sendo na maioria dos casos grave e incapacitante,
afetando cerca de um milhdo de pessoas entre 17 e 65 anos; atingindo duas
vezes mais mulheres que homens (SOSPEDRA e MARTIN, 2005;
GOVERMAN, 2009). Algumas pessoas com EM nédo vivenciam completa
incapacidade durante sua vida, entretanto, cerca de 60% dos individuos com
EM tornam-se incapacitados em aproximadamente 20 anos apds o inicio da
doenca, o que influencia diretamente na qualidade de vida do paciente e

ocasiona um elevado custo financeiro para a sociedade.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2008), a estimativa
mundial média da prevaléncia da EM é de 30 para cada 100.000 habitantes
(Figura 1).

Figura 1 Distribuicdo geografica mundial da prevaléncia de EM segundo Organizagéo
Mundial de Saude (OMS, 2008).
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E importante ressaltar que existe a relagdo entre a distribuicio
geografica, prevaléncia e incidéncia da EM, sendo constatado que o
afastamento da regido equatorial para ambos os hemisférios é acompanhado

de um aumento no numero de casos de EM (OMS, 2008).

A EM é uma desordem com extensiva variabilidade no sitio de acéo e na
apresentacao clinica (taxas de acumulo e disfuncéo), sendo caracterizada por
episédios que envolvem lesdo de medula, nervo Optico, tronco encefalico e
cerebelo (LUBLIN et al., 2007).

As manifestacgdes clinicas na EM incluem problemas sensoriais, motor e
no sistema autbnomo, sendo possivel distinguir basicamente quatro formas
clinicas da doenca. No estagio inicial da doenca 85% dos pacientes
apresentam o tipo remitente-recorrente (RR), onde os surtos sao de duracéo
variavel, seguidos de um periodo de remissdo e com recuperacao total ou
parcial do individuo afetado; a maioria dos pacientes do tipo RR evolui para a
forma secundaria-progressiva (SP), onde ap0s a remissdao dos surtos,
apresentam leve progressdo da doenca. Aproximadamente 10% dos pacientes
apresentam a EM priméria-progressiva (PP) que inicia de forma progressiva,
com platbs ocasionais e com pequenas melhoras temporéarias. Na
apresentacao progressiva-recorrente (PR) desde o inicio observa-se o
agravamento da incapacidade com surtos claramente identificaveis com ou
sem recuperacdo do paciente (SOSPEDRA e MARTIN, 2005; LUBLIN et al.,
2007; GOVERMAN, 2009).

A forma mais comum da EM é a RR que pode desenvolver para a forma
SP em funcdo da continua incapacidade. De acordo com Lublin e
colaboradores (2007) o elevado numero de recaidas no primeiro ano da

doenca esta associado a um progndstico ruim da doenca.

As variadas formas clinicas observadas no curso da EM podem ser
explicadas pela desmielinizagdo, graus de inflamacao, remielinizacédo e
neurodegeneracdo (PETERSON, ROBERT e FUJINAMI, 2007). Na EM é
observado a presenca de infiltrados inflamatérios que estdo associados a
degradacdo da mielina, o que interfere diretamente na conducdo nervosa
(BASSO et al., 2008).
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Os fatores que promovem a ativacao periférica de células T virgens
contra proteinas da mielina na EM séo ainda desconhecidos, mas parece ser
resultado de uma combinacdo de fatores ambientais e genéticos que
desencadeiam uma resposta autoimune que tem como principal alvo a bainha
de mielina que reveste o axdnio dos neurbnios (WUCHERPFENING e
STROMINGER, 1995; BASSO et al.,, 2008). Os fatores ambientais est&o
principalmente relacionados as infec¢cdes virais e bacterianas, onde a
semelhanca estrutural entre a mielina e proteinas associadas a patdogenos
desencadeariam a reacao inflamatoria no SNC (FUJINAMI e OLDSTONE,
1985; WUCHERPFENING e STROMINGER, 1995;).

O tratamento da EM envolve os chamados agentes modificadores da
doenca, aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) e sé&o
classificados em imunomoduladores ou imunossupressores, administrados de

acordo com a fase e a progressédo da doenca (FOX, 2004).

Entre os agentes terapéuticos que estdo sendo testados ou ja aprovados
pelo FDA para o tratamento da EM podemos citar: interferon beta (IFN-B), o
acetato de glatiramer, natalizumab, fingolimod, daclizumab, rituximab,
alemtuzumab e cladribine (SORENSEN et al., 1999; NEUHAUS et al., 2006,
JONES e COLES, 2010). Embora todos estes farmacos apresentem resultados
promissores no tratamento da EM, eles sdo ineficazes na cura do paciente em
fase evolutiva da doenca. Além disso, estes farmacos apresentam um
problema fundamental que € sua atuagdo nado seletiva nas células do sistema
imune, 0 que desencadeia efeitos colaterais graves como leucoencefalopatia
multifocal progressiva, aumento das taxas de infec¢cles, erupcdes cutaneas e
Ulceras (JONES e COLES, 2010).

O modelo animal de encefalomielite autoimune experimental (EAE) é
utiizado para o estudo da esclerose mudltipla, sendo importante para o
esclarecimento dos fatores envolvidos na patogénese da doenca e também
para o desenvolvimento de novas terapéuticas para o tratamento da EAE e
consequentemente da EM (CASTRO et al., 2012). Varias razdes contribuem
para a utilizagdo da EAE como um modelo de autoimunidade antigeno-

induzida, tais como, o predominio de inflamac¢éo com o envolvimento de células
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mononucleares e a desmielinizacdo, que sao caracteristicas que se
assemelham as da EM (ERCOLINI e MILLER, 2006; YIN et al., 2010).

De Paula e colaboradores (2008) mostraram o potencial terapéutico da
genisteina (1, Figural), um fitoestrogeno, no tratamento da EAE. Neste estudo
foi demonstrado que a genisteina melhorou os sinais clinicos da EAE, através
da reducédo de citocinas proé-inflamatérias no sistema nervoso central, além de
ter induzido a reducgéo do rolamento e adesao de células na microcirculagéo do
sistema nervoso central. A genisteina (1) atua através de diferentes
mecanismos celulares, tais como decréscimo de mediadores pré inflamatorios
[NO (6xido nitrico), IL-12 (interleucina 12) e TNF-a (fator de necrose tumoral)],
inibicdo da via do NF-kB (fator nuclear kappa B), inibicdo do p38 MAPK
(proteinas quinases ativadas por mitdgenos), além de interagir com o0s
receptores estrogénicos, sendo diversos estudos direcionados principalmente a
sua aplicagdo em alteracdes fisiologicas de origem hormonal (AKIYAMA et al.,
1987; SETCHELL et al., 2005; COMALADA et al., 2006; DIJSSELBLOEM et al.,
2007).

HO

OH
7820 9
0
O J o, "o ° °
3 42 3 OH |
OH O
OH
5 OH © O
OH

Genisteina (1) Genistina (2)
Figura 1 Estrutura da genisteina (1) e da genistina (2).

A genisteina (1) € um isoflavonoide encontrado em uma variedade de
plantas, principalmente soja, que possui diversas propriedades bioldgicas, tais
como, cardiovascular, antioxidante, estrogénica, neuroprotetora, inibitéria da
tirosina quinase e inibitoria da carcinogénise (THAM et al., 1998). Sabe-se que
este isoflavonoide apresenta algumas desvantagens relacionadas a sua
estrutura quimica, como rapida excrecdo e declinio dos niveis séricos apos
administracé@o oral e biotransformagdes in vivo em metabdlitos inativos, sendo
estes fatores que limitam sua aplicacdo clinica. ModificagBes estruturais da
molécula de genisteina buscam promover maior biodisponibilidade do
composto (LEWIS et al., 2000; POLKOWSKI et al., 2004; CAVE et al., 2007).
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A genisteina, nos alimentos ndo fermentados ricos em isoflavonoides, é
encontrada na sua forma glicosidica (condensada na hidroxila anomérica de
carboidratos). A genistina (2) (Figura 1) € um exemplo de um glicosideo de

genisteina.

Estudos avaliando a biodisponibilidade de glicosideos e agliconas de
isoflavondides descreveram resultados contraditorios. Alguns autores relataram
uma melhor biodisponibilidade para os glicosideos (SETCHELL et al, 2001),
outros relataram uma maior biodisponibilidade para as agliconas (IZUMI et al.,
2000), enquanto Richelle et al. (2002) e Zubik e Meydani (2003) relataram n&o

haver diferenca na biodisponibilidade.

A lipofilicidade é considerada uma caracteristica quimica importante no
processo de absorcao intestinal devido a uma maior interacdo de moléculas
lipofiicas com a camada lipidica de membranas de células intestinais
contribuindo para a penetracdo da molécula por difusdo passiva, porém
existem outras maneiras das moléculas penetrarem nas células do intestino
(SETCHELL et al., 1998, 2003 e 2005).

A baixa lipofilicidade dos glicosideos de genisteina faz com que estes
sejam fracamente absorvidos no intestino humano por difusdo passiva
(SETCHELL et al., 1998, 2003 e 2005), porém, esses podem ser absorvidos
pelo intestino através de transportadores de glicose dependentes de sédio
(GEE et al., 1998; WALGREN et al., 1998). Como exemplo, estudos mostram
que parte da genistina (2) é metabolizada em sua forma aglicona por
glicosidases intestinais (ALLFRED et al, 2001; DAY et al, 1978; PISKULA et al,
1999) e parte dela é absorvida na forma nao hidrolisada (ANDLAUER et al,
2000).

De posse dessas informacdes, acredita-se que a preparacdo de
derivados lipofilicos da genisteina poderia conduzir a substancias com melhor
difusdo pela membrana plasmatica das células do organismo, em especial,
linfécitos T e macréfagos, além de poder apresentar uma atividade bioldgica

mais elevada contra a esclerose multipla, comparado com a genisteina.
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A condensacdo da genisteina com carboidratos na posicdo C-6,
diferentemente da ligacdo na posi¢cdo anomeérica (C-1), poderia contribuir para
o aumento da atividade biolégica da genisteina. E importante ressaltar que a
ligacdo na posicdo C-6 conduziria a um carboidrato mais estavel frente a
hidrolises comparado com a ligacdo presente nos glicosideos e, dessa forma,

poderia aumentar a sua biodisponibilidade.

A auséncia de agentes terapéuticos eficazes no tratamento da EM torna
este trabalho relevante, uma vez que a avaliacdo dos derivados da genisteina
podera levar a novos compostos protétipos para o tratamento da EAE, ja que
as modificacdes estruturais poderdo conduzir a formacédo de compostos mais

ativos, mais biodisponiveis e menos toxicos.
1.2 OBJETIVOS

Objetivou-se nesse trabalho a sintese de derivados da genisteina com
distintas propriedades fisico-quimicas a fim de avaliar a influencia dessas
propriedades na atividade biolégica contra a esclerose multipla (Figura 2).
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OMe 10 HO
9 OH 11 R"= H; R?= CO(CHy)1oCH3

OMe

12 R'= R?= CO(CH2)1oCH3

13 R"= H; R?= CO(CH2)12CH3
14 R'= R?= CO(CHy)12CH3

15 R" = CHx(CH2)10CH3; R? = H
16 R" = R? = CHy(CHy)1oCH3
17 R" = CHx(CH2)12CH3; R = H
18 R'= R2 = CH,(CH2)12CH3

Figura 2 Estrutura dos compostos almejados neste trabalho.
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Almejou-se os compostos 3-10, mono e di-condensados a carboidrato
(Figura 2), com o objetivo de se obter derivados da genisteina com
propriedades fisico-quimicas semelhantes aos glicosideos de genisteina,
porém, mais estaveis frente a hidrolises acida e, consequentemente, serem
mais biodisponiveis. Estes compostos sdo derivados da genisteina condensada
na posicao C-6 de carboidratos derivados da D-glicose e da D-galactose.

Os compostos 11-18 (Figura 2), mono e di-condensados com grupos
lipofilicos, foram almejados com o intuito de avaliar a lipofilicidade na atividade
biolégica. A lipofilicidade poderia aumentar a difusdo da genisteina pela
membrana plasmatica das células do organismo, podendo potencializar sua
acado no combate a esclerose multipla. Foram almejados derivados ésteres 11-
14 e derivados éteres 15-18 devido as diferentes propriedades destes grupos.
Os derivados ésteres, por ser uma classe facilmente hidrolisada em meio acido
ou basico, poderiam ser clivados apds a difusdo celular, dando origem a
genisteina, enquanto que os derivados éteres sdo mais estaveis sob essas

condicoes.

1.3 RETROSSINTESE

A genisteina (Ver Figura 1, pagina 14) apresenta em sua estrutura trés
hidroxilas fendlicas com distintas propriedades quimicas. O hidrogénio da
hidroxila em C-7 é cerca de cem vezes mais acido que o hidrogénio da
hidroxila em C-4’ e os grupos 4’-fenolato ou 4’-OH sdo melhores nucledfilos
qgue os grupos 7-fenolato ou 7-OH, respectivamente. A hidroxila em C-5 é a
menos nucleofilica da genisteina, pois realiza forte interacédo de hidrogénio com
a carbonila em C-4 (AL-MAHARIK E BOTTING, 2008; LEWIS et al, 2000).
Devido a essa diferenca de reatividade entre as hidroxilas da genisteina é
possivel realizar reacdes seletivas nas posicbes 4-OH elou 7-OH. A
seletividade esta relacionada com a quantidade de base e substrato (por

exemplo, um iodeto de alquila) a serem utilizados.

Dessa forma, os derivados da genisteina condensados a carboidrato (3-
10) poderiam ser obtidos a partir de uma reacdo de substituicdo nucleofilica

(Sn2) da genisteina com os iodetos derivados da D-galactose (19) e da D-
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glicose (20), seguido por uma hidrolise acida dos grupos protetores (Esquema
1).

OH "oH OMe

Esquema 1 Retrossintese para a formacdo dos compostos 5, 6, 9 e 10.

Os derivados lipofilicos da genisteina poderiam ser obtidos a partir de
reacfes de substituicdo nucleofilica com os respectivos iodetos de alquila e

reacoes de esterificacdo com os respectivos acidos graxos (Esquema 2).

CHa(CH,);COOH ou CHa(CHy),CHl '

n: 10 ou 12
[ :)

11-18 1
CH3(CH,),CH,
R'e/ou R?: ou

CH3(CH,),CO
n: 10 ou 12

Esquema 2 Retrossintese para a formacéo dos compostos 11-18.

1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1 Sintese dos iodetos derivados da D-galactose (19) e da D-glicose
(20)

Inicialmente foram sintetizados os iodetos derivados da D-galactose (19)
e da D-glicose (20), representados no esquema 3, para futura condensacgéo

com a genisteina.
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H
OH O 1. (CH3)2CO, ZnCl,,
(o) H2804, t.a., 24h
HO SR 2. 1, PhsP, Imidazol
OH tolueno, 80°C, 24 h
(58%)
D-Galactose
|
OH
1. 1, PhsP, Imidazol 6
0 tolueno, 80°C, 24 h
HO~ - AcO 5—0
" 2. Pi, Ac,0, 0°C-t.a, 24h AcO 3 1
o (62%) OAc
OMe 20
a-D-Glicopiranosideo de metila OMe

Esquema 3 Sintese dos iodetos derivados da D-galactose (19) e da D-glicose
(20).

14.1.1 Sintese de 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-6-desoxi-6-iodo- a-D-

galactopiranose (19)

A partir da D-galactose foi realizada a protecao das hidroxilas em C-1, C-
2, C-3 e C-4 com o grupo isopropilideno através de uma reacdo com acetona,
cloreto de zinco e acido sulfirico a temperatura ambiente durante 24 horas.
Apés purificacdo do intermediario formado por coluna cromatogréfica, realizou-
se a iodacéo do carbono C-6 a partir de uma reacdo com iodo, trifenilfosfina e
imidazol em tolueno a 80C durante 24 horas conduzindo ao composto 19 em
58% de rendimento global para as duas etapas (Esquema 3) (RAYMOND E
SCHROEDER, 1948).

1.4.1.2 Sintese de 2,3,4-Tri-O-acetil-6-desoxi-6-iodo-a-D-glicopiranosideo de
metila (20)

A partir do a-D-glicopiranosideo de metila realizou-se a iodacdo do
carbono C-6 em uma reag¢do com iodo, trifenilfosfina e imidazol em tolueno a
80T durante 24 horas. Em seguida, sem prévia purificacdo, realizou-se a
acetilagdo das hidroxilas em C-2, C-3 e C-4 pela adicao de anidrido acético em
piridina a 0C conduzindo ao composto 20 em 62% de rendimento global para
as duas etapas (ZIEF E HOCKETT, 1945) (Esquema 3).
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1.4.2 Sintese dos derivados da genisteina condensados a derivados da D-

galactose (3-5)
A sintese dos derivados da genisteina condensados a derivados da D-
galactose (3-5) esta representada no esquema 4.

1. K,CO3 DMF,

HO o ta., 1h; )(
O | 2 19, 80°C, 48h ){éﬁ
O O OH O OH o OH ©

OH O

OH
1 (30%) (9%) )( ‘éﬁ

ATF, CH,Cl, H,0
ta. 24 h

OH O O
NS
" J
OHBHOH ©

5 (70%)

OH

Esquema 4 Sintese dos compostos 3-5.

1.4.2.1 Sintese e caracterizacdo de 7-O-(1",2":3”,4”-di-O-isopropilideno-6"-
desoxi-a-D-galactopirano-6"-il)-genisteina (3) e 7,4-di-O-(1",2":3”,4"-di-O-

isopropilideno-6"-desoxi-a-D-galactopirano-6"-il)-genisteina (4)

Para a sintese dos compostos 3 e 4, a genisteina (1) foi tratada com 1,5
mol/equivalente de carbonato de potassio em dimetilformamida (DMF) a
temperatura ambiente durante 1 hora. Em seguida, adicionaram-se dois mols/
equivalentes do iodeto 19 e a reacdo foi mantida a 80C durante 48 horas

(Esquema 4).

Sob estas condicbes esperava-se a formacdo do composto
monossubstituido na hidroxila em C7 e o composto dissubstituido nas posi¢cdes
C7 e C4’, devido a diferenca de acidez entre as hidroxilas e a quantidade de
base utilizada. Para evidenciar a monossubstituicio em C7 foram realizadas
varias analises, dentre elas experimentos de RMN usando a técnica de
NOEDIFF.

Devido a semelhanca estrutural entre 3 e 4, sera discutida apenas a
caracterizacdo do composto 3. No espectro de RMN de *H do composto 3

(Figura 3) observam-se quatro simpletos entre 1,37 e 1,57 correspondentes
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aos 12 hidrogénios metilicos dos grupos isopropilideno, além de sinais entre
04,17 e 5,60 referentes aos 7 hidrogénios da porcédo carboidrato H1”-H7”,
evidenciando que houve substituicdo em apenas uma hidroxila da genisteina.
Observam-se também quatro dupletos em 66,40 (J=2,2Hz), 6,44 (J=2,2Hz),
6,86 (J=8,6Hz) e 7,35 (J=8,6Hz) correspondentes aos hidrogénios H6, H8, H3'-
H5 e H2'-H6’, respectivamente, além de dois simpletos em 67,83 e 12,77
correspondentes aos hidrogénios H2 e C5-OH. No espectro de RMN de *°C de
3 (Figura 4) observam-se doze sinais entre 24,4 e 70,8 e entre 6106,3 e
109,6 correspondentes aos doze carbonos da unidade carboidrato,
evidenciando que houve substituicdo em apenas uma hidroxila da genisteina,
além de sinais entre $93,4 e 99,1 e entre 61159 e 181,2 referentes aos
carbonos da unidade genisteina. No espectro de RMN usando a técnica
NOEDIFF (Figura 5) do composto 3 foram observados sinais especificos nOe
entre H6” (64,20) e H6 (0 6,37) e H8 (b 6,41), sugerindo que houve

substituicdo na hidroxila em C7.

AAP31AH
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Figura 3 Espectro de RMN *H do compostos 3 (300 MHz, CDCls).
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Figura 4 Espectro de RMN **C do compostos 3 (75 MHz, CDCls).

HE [ HE

HE"

Figura 5 Espectro NOEDIFF de 3 com irradiacéo seletiva de H6”(CDCls, 300
MHZz).
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1.4.2.1 Sintese e caracterizacao de 7-O-(6"-desoxi-a,-D-galactopirano-6"-il)-
genisteina (5)

3 5 (70%)

Esquema 5 Preparagédo do composto 5.

O composto 5 foi obtido em um rendimento de 70% a partir de uma
hidrolise acida dos grupos isopropilideno do composto 3 em uma reacdo com
acido trifluoroacético (ATF), agua destilada em diclorometano a temperatura
ambiente durante 24 horas (Esquema 5). O composto 4 (Ver esquema 4) néo
foi submetido a reacao de hidrélise para conduzir ao composto 6 devido a baixa

quantidade de material obtido.

No espectro de RMN de 'H de 5 (Figura 6) observam-se multipletos
entre 6 4,38 e 4,88 referentes aos hidrogénios H2”-H6” e um dupleto em 85,34
(J = 7,1 Hz) referente a H1” do an6mero (3, além de um sinal largo em 66,13
correspondente aos hidrogénios hidroxilicos da unidade carboidrato.
Observam-se também dois simpletos em 66,74 e 6,69 correspondentes aos
hidrogénios H6 e H8, respectivamente, dois dupletos em 67,30 (J=8,0Hz) e
7,72 (J=8,0Hz) referentes aos hidrogénios H3'-H5’ e H2'-H6’, respectivamente,
além de dois simpletos em 68,18 e 13,54 correspondentes aos hidrogénios H2
e Cb5-OH, respectivamente. A clivagem dos grupos isopropilideno foi
evidenciada pela auséncia dos sinais referentes aos hidrogénios metilicos. No
espectro de RMN de *3C (Figura 7) observam-se sinais entre 5182,6 e 85,2
correspondentes ao carbono anomérico e aqueles da unidade genisteina, além
de sinais entre 6 76,5 e 56,3 referentes aos carbonos da unidade carboidrato. A
clivagem dos grupos isopropilideno foi evidenciada pela auséncia dos sinais

referentes aos carbonos metilicos e cetalicos.
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1.4.3 Sintese dos derivados da genisteina condensados a derivados da D-
glicose (7-10)

A sintese dos derivados da genisteina condensados a derivados da D-

glicose (7-10) esta representada no esquema 6.

1. KoCO3, DMF,

H00| ta., 1h; OOI o oI
2. 20, 80°C, 48h 0 0 O
O — = ACgco s O + ACR
OH O OA
OH © oH OMe OH omdH © 0
1 7 (55%) 8 (20%)
O
ACgco
OA«

NaOMe, MeOH, NaOMe, MeOH, OMe
ta., 12h ta., 12h
(6} (0} (6] (0]
Noe N0¢
OH
OMeOH o OH OMSH o 6]
o
9 (95%) 10 (87%) "o

OH
OMe

Esquema 6 Sintese dos compostos 7-10.

1.4.3.1 Sintese e caracterizacdo de 7-O-(1"-O-metil-2”,3",4"-tri-O-acetil-6"-
desoxi-a-D-glicopirano-6"-il)-genisteina (7) e 7,4’-di-O-(1"-O-metil-2",3",4"-tri-

O-acetil-6"-desoxi-a-D-glicopirano-6"-il)-genisteina (8)

Para a sintese dos compostos 7 e 8 a genisteina (1) foi tratada com 1,5
mol/equivalentes de carbonato de potassio em DMF a temperatura ambiente
durante 1 hora. Em seguida, adicionou-se dois mols/equivalentes do iodeto 20
e a reacdao foi mantida a 80<C durante 48 horas forn ecendo os compostos 7 e 8

em 55% e 20% de rendimento, respectivamente (Esquema 6).

Devido a semelhanca estrutural entre 7 e 8, sera discutida apenas a
caracterizacdo do composto 7. No espectro de RMN de 'H de 7 (Figura 8)
observam-se quatro dupletos em 66,30 (J=2,0Hz), 6,35 (J=2,0Hz), 6,82
(J=8,0Hz) e 7,29 (J=8,0Hz) correspondentes aos hidrogénios H6, H8, H3'-H5’ e
H2'-H6’, respectivamente, além de dois simpletos em &7,79 e 8,78
correspondentes aos hidrogénios H2 e C4’-OH, respectivamente. Observam-se

também sinais entre 61,98 e 5,49 referentes aos 19 hidrogénios da unidade
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acucar, evidenciando que houve a substituicdo em apenas uma hidroxila da
genisteina. No espectro de RMN de **C (Figura 9) observam-se sinais entre
0 181,1 e 93,3 correspondentes aos carbonos da unidade genisteina, carbonos
carbonilicos dos grupos acetila e ao carbono anomérico, além de sinais entre
0 71,0 e 20,9 correspondentes aos outros carbonos da unidade acgulcar. Nesse
espectro, a condensagdo com apenas uma unidade de aclcar é evidenciada
pela presenca de apenas seis sinais compreendidos na regiao entre 655,8 e
71,0.
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Figura 8 Espectro de RMN *H do composto 7 (300 MHz, CDCls).
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Figura 9 Espectro de RMN **C do compostos 7 (75 MHz, CDCls).

1.4.3.2 Sintese e caracterizacdo de 7-O-(1"-O-metil-6"-desoxi-a-D-glicopirano-
6”-il)-genisteina (9) e 7,4-di-O-(1"-O-metil-6”-desoxi-a-D-glicopirano-6”il)-

genisteina (10)

1. NaOMe, MeOH,

ta. 12h
HO
A0 2. HCI HO
H o (95%)

1. NaOMe, MeOH,

HO
Acgco ta., 12h HO
2. HCI
o) (87%)
OAc 10 HoZ~ R
OMe OH
OMe

Esquema 7 Sintese dos compostos 9-10.

Os compostos 7 e 8 foram submetidos a uma reacédo de clivagem dos

grupos acetila com metoxido de sdédio em metanol a temperatura ambiente
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durante 12 horas, conduzindo aos compostos 9 e 10, respectivamente, com

rendimentos de 95 e 87% (Esquema 7).

Devido a semelhanca estrutural entre 9 e 10, sera discutida apenas a
caracterizacdo do composto 9. No seu espectro de RMN de 'H (Figura 10)
observam-se um sinal em & 3,48 correspondente aos hidrogénios metilicos,
sinais entre 04,17 e 5,18 referentes aos hidrogénios da unidade acucar, além
de sinais entre 6,73 e 13,50 referente aos hidrogénios da unidade genisteina.
A clivagem dos grupos acetila foi evidenciada pela auséncia de sinais préximos
de 62,00 referentes aos seus hidrogénios metilicos. No espectro de RMN de
13C (Figura 11) observam-se 14 sinais entre 182,5 e 94,1 correspondentes
aos carbonos da unidade genisteina e ao carbono anomérico, além de seis
sinais entre 675,3 e 55,8 referentes aos carbonos da unidade acucar e

metilico.

13.50

£0Z C
Z0Z <
681l T
0og'L =
v

06C -C

Figura 10 Espectro de RMN *H do composto 9 (300 MHz, CsDsN).
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Figura 11 Espectro de RMN **C do compostos 9 (75 MHz, CD3;0OD).

1.4.4 Sintese e caracterizacao de 4’- O-dodecanoilgenisteina (11); 7,4’-di- O-
dodecanoilgenisteina (12); 4’- O-tetradecanoilgenisteina (13) e 7,4-di- O-

tetradecanoilgenisteina (14)

Os compostos 11-12 e 13-14 foram obtidos a partir da reacdo da
genisteina (1) com o0s acidos dodecandico e tetradecandico (1,5
mol/equivalentes), respectivamente, na presenca de DCC (1,5
mol/equivalentes) e DMAP catalitico em diclorometano anidro durante 24 horas

(Esquema 8).
1 8 . p2= .
HO O O| RCOOH, DCC, DMAP RO "“Olz 11R"=H; R?= CO(CHg)1oCHg; (60%)
> s 4 1 3 12 R1 = R2 = CO(CH2)10CH3; (25%)
OH O op CHzCl. 0°C-ta., 24h OH O oR2 13R'=H; R?= CO(CHz):CHs; (60%)
5 1-pR2= .
. R = CH3(CHy)1o 14 R'= R2= CO(CHy)15CH3; (25%)

ou CH3(CH2)12

Esquema 8 Sintese dos compostos 11-14.

Sob estas condigcbes esperava-se a formagdao do composto mono
esterificado na hidroxila em C-4’, pois este oxigénio é mais nucleofilico que o

oxigénio da hidroxila em C-7. A posicdo em que houve esterificacdo na
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genisteina pode ser evidenciada pelo espectro de RMN de *H do composto
formado. Lewis e colaboradores (2000) realizaram diversas esterificacbes na
genisteina e através de andlises espectrais de RMN de 'H verificaram que
quando ha esterificacdo na hidroxila em C-7, os sinais correspondentes aos
hidrogénios H6 e H8 aparecem préximos de & 6,6 e 6,8, respectivamente,
enquanto que sem esterificacdo na hidroxila em C-7, esses sinais aparecem
proximos de & 6,2. Quando ha esterificacdo na hidroxila em C-4’, os sinais
correspondentes aos hidrogénios H3' e H5' aparecem proximos de o 7,2,
enquanto que sem esterificacdo nessa hidroxila, esses sinais aparecem
proximos de & 6,9. Esses autores também fizeram difracdo de raio x desses
ésteres confirmando suas estruturas. Tais observacdes foram consideradas em
nossas analises, permitindo-nos concluir sobre as posi¢des esterificadas e,

consequentemente, sobre as estruturas dos produtos formados.

Devido & semelhanga estrutural entre os compostos 11 a 14 sera
discutida apenas a caracterizacdo do composto 11. No seu espectro de RMN
de 'H (Figura 12) observam-se sinais entre 50,89 e 2,62 referentes aos 23
hidrogénios alifaticos da cadeia carbdnica introduzida, evidenciando que houve
esterificacdo em apenas uma hidroxila da genisteina. Observam-se também
um multipleto em &66,19-6,25 correspondente aos hidrogénios H6 e HS8,
evidenciando que nao houve reacdao em C7-OH, devido ao deslocamento
quimico desses hidrogénios, dois dupletos em 67,15 (J=7,5Hz) e 7,53
(J=7,5Hz) referentes aos hidrogénios H3'-H5’ e H2’-HE’, respectivamente, além
de um simpleto em & 7,81 correspondente ao hidrogénio H2. A substituicdo na
hidroxila em C4’ foi evidenciada pelo deslocamento quimico dos sinais
referentes aos hidrogénios H3’ e H5’' que apareceram em & 7,15. No espectro
de RMN de *3C de 11 (Figura 13) observam-se sinais entre 14,3 e 34,6
correspondentes aos carbonos alifaticos da cadeia carbénica introduzida e

sinais entre 0 94,5 e 180,6 referentes aos carbonos aromaticos e carbonilico.
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1.4.5 Tentativa de sintese dos derivados éteres lipofili  cos da genisteina
(15-18)

A sintese dos derivados ésteres lipofilicos da genisteina (15-17) esta
representada no esquema 9. Nessas condi¢ées nao foi observada a formacéao

do composto 18.

1 a
HO O OI 1. tBuOK, DMF, ta. 3h R O
4 1 3
O 2. R-l, 70°C, 48h 5
OH O oH OH O OR?

5

1 15 R" = CH,(CH,)10CH3; R? = H; (60%)
16 R" = R? = CH,(CHy)10CH3; (25%)
17 R" = CHy(CH,)12CH3; R? = H; (60%)
18 R"= R? = CH,(CH,)1,CHs; (Nao formado)

Esquema 9 Tentativa de sintese dos compostos 15-18.

1.4.5.1 Sintese e caracterizacdo de 7-O-dodecilgenisteina (15); 7,4’-di-O-

dodecilgenisteina (16) e 7-O-tetradecilgenisteina (17)

Para a sintese dos éteres 15-17 a genisteina foi tratada com 1,5
equivalentes de terc-butoxido de potassio em DMF a temperatura ambiente
durante 3 horas. Em seguida, adicionou-se dois mols/equivalentes dos iodetos
de dodecila ou tetradecila, e a reacado foi mantida a 70C durante 48 horas
(Esquema 9). Interessantemente, o derivado di-eterificado (18) com cadeia de
14 carbonos nao foi formado na reacdo com o iodeto de tetradecila.

Devido & semelhanga estrutural entre os compostos 15 a 17 sera
discutida apenas a caracterizacdo do composto 15. No seu espectro de RMN
de 'H (Figura 14) observam-se sinais entre 50,87 e 4,00 referentes aos 25
hidrogénios alifaticos da cadeia carbdnica introduzida, evidenciando que houve
reacdo em apenas uma hidroxila na genisteina, e dois dupletos em 66,38 (J =
2,3Hz) e 6,40 (J = 2,3Hz) correspondentes aos hidrogénios H6 e HS,
respectivamente. Observam-se também dois dupletos em 66,90 (J = 8,2Hz) e
740 (J = 8,2Hz) referentes aos hidrogénios H2-H6' e H3'-H5,
respectivamente, além de um simpleto em 7,86 correspondente ao hidrogénio
H2. A posicdo em que a cadeia carboOnica foi introduzida ndo pode ser
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evidenciada por RMN de 'H devido a pouca influéncia que os substituintes
éteres exercem nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios orto ao grupo O-
alquila. Para sugerir essa posicao realizou-se RMN usando a técnica NOEDIFF
para os compostos obtidos. No espectro de RMN de 15 usando essa técnica
(Figura 14) foram observados sinais especificos nOe entre (CH,O) (Figura 14)
(64,03) e H6 (0 6,38) e H8 (d 6,40), evidenciando a eterificacdo na hidroxila da
posicdo C7. No espectro de RMN de **C de 15 (Figura 15) observam-se sinais
entre 014,3 e 68,9 correspondentes aos carbonos alifaticos da cadeia
carbonica introduzida e sinais entre 6 93,1 e 181,1 referentes aos carbonos do

nucleo isoflavondide.

2.36

T ) |
HI"- Hil”

f1 (ppm)

Figura 14 (A) Espectro de RMN de *H do composto 15 (CDCls, 300 MHz);

(B) Espectro NOEDIFF do composto 15 com irradiagéo seletiva de (CH,O) em
4,03 ppm (CDCl3, 300 MHz).
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1.4.6 Ensaios bioldgicos

Os compostos lipofilicos (11-17) e condensados a carboidrato (3-5 e 7-
10) (Ver figura 16) derivados da genisteina foram testados contra esclerose
multipla em parceria com o Laboratério de parasitologia, microbiologia e
imunologia no Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFJF, sob coordenacéo da

Profa. Dra. Ana Paula Ferreira.

Os ensaios biologicos foram realizados separadamente para o0s
derivados lipofilicos e para os derivados de carboidrato. Inicialmente foram
realizados ensaios in vitro em macréfagos J774A.1 elou RAW 264.7 com 0
intuito de avaliar a citotoxicidade e as propriedades anti-inflamatorias e
imunossupressoras através da dosagem de oxido nitrico (NO) e dosagens de

citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-12. Posteriormente, 0s compostos mais
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ativos foram submetidos a ensaios in vivo na modulagao da resposta imune no
modelo de EAE.

e MGTD -

%

OMe OH O

(0]
A0 11 R' = H; R2 = CO(CHy)1,CH
8 OAd =H,R°= 2)10CH3

OMe 12 R"= R2= CO(CH,)1CH3
13 R'= H; R?= CO(CHy)12,CH3
14 R1 = R2 = CO(CH2)1QCH3

(0] (e]

O | 15 R'= CH,(CHy)1oCH3; R2=H

HO 0 O 16 R" = R2 = CHy(CH,)1oCH3

OH| OH O 0 17 R" = CHy(CHy)1,CH3; R2= H
OMe

OH HOHO 0

10 on

OMe

o o
o} o} o O | R'0 o
| Ac?co O |
AQ 0 O OAd OH © 0 O
0
c OAd OH O OH OR?
OMe
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Figura 16 Estrutura dos derivados da genisteina enviados para 0s ensaios

biologicos.

A producéo de oxido nitrico (NO) tem sido relacionada a varias doencas
inflamatorias como choque séptico, artrite reumatoéide, agregacao plaquetaria,
de forma que a inibicdo da sua producédo pode ser um importante mecanismo
para tratamento de doencas inflamatérias (COCRAN et al., 1996; PAESANO et
al, 2005).

Os macrofagos desempenham um papel importante na iniciacdo da
resposta imune através da habilidade em secretar uma variacdo de
mediadores, incluindo as citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-12. A citocina
TNF-a é um importante mediador da resposta inflamatoria, sendo produzida por
monaocitos e macréfagos, em resposta a patdgenos e processos inflamatorios
e, assim como o NO, tem sido importante na patogénese de doencas
inflamato6rias como a artrite reumatoide e choque séptico (DENG et al., 2005).

A citocina IL-12 esta relacionada com desordens imunolégicas como a
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esclerose multipla, doenca de Crohn e artrite reumatdide por induzir a
diferenciacéo de células Th1l (KUNINAKA S. et al, 2000).

1.4.6.1 Resultados bioldgicos para os derivados lipofilicos 11-17.

Os resultados obtidos nos experimentos in vitro com os derivados
lipofilicos representam trés experimentos independentes. A verificacdo dos
efeitos dos compostos na viabilidade celular foi determinada pelo método
colorimétrico de MTT ap0s cultivo dos macréfagos por 48 horas. Os resultados
apresentados na Tabela 1 mostram que 0s compostos testados ndo foram
citotoxicos, pois a viabilidade celular foi 100% para todos 0s compostos
testados (CASTRO et al., 2012).

A avaliacdo do efeito modulatorio dos compostos 11-17 em NO, IL-12 e
TNF-a produzidos por macrofagos J774.A1, estimulados com LPS e IFN-y,
mostram que 0s compostos 11 e 13-17 foram capazes de inibir a producéo de
IL-12 pelos macréfagos J774.A1 (Tabela 1). Entretanto, os compostos ndo
foram eficientes na inibicdo de TNF-a, sendo que apenas o composto 11, na
concentracdo mais elevada (208 puM), promoveu uma reducdo de 12,9% do
TNF-a. A genisteina apresentou-se eficiente na reducdo de TNF-a em todas as
concentracOes testadas (Tabela 1) (CASTRO et al., 2012).

Os compostos 11, 13, 15 e 17 inibiram a producdo de NO de maneira
dose-dependente nessas concentracdes testadas. Os diésteres 12 e 14 se
mostraram ineficientes na inibicdo de NO (Tabela 1) (CASTRO et al., 2012).
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Tabela 1 Inibicdo da producéo de NO, IL-12 e TNF-a por derivados lipofilicos da genisteina em macréfagos J774A.1 ativados com LPS e IFN-y.

Compostos® Viabilidade
P NO® IL-12° TNE-o
208° 104 52 208 104 52 208 104 52 celular
11 118,44% 102,16% 50,35% 83,08% 86,44% 84,39% 12,9% 10,75% 3,87% 100%
(#1,1)° (£2,4) (#1,0) (+1,5) (£2,6) (+2,9) (#1,3) (¢3,5) (+15,6)
13 106,36% 67,8% 51,9% 55,7% 68,04% 64,05% 0% 0% 0% 100%
(0,8) (#3,2) (#2,7) (2.4) #3,7) (8,2)
12 0% 0% 0% 18,91% 48,32% 29,59% 0% 0% 0% 100%
(*1,5) (*1,6) (0,2)
14 0% 0% 0% 76,32% 81,37% 68,29% 0% 0% 0% 100%
(2.5) (+4.6) (x45)
15 111,61% 62,82%"  34,53%"™ 88,71% 80,31% 65,67% 0% 0% 0% 100%
(+1,5) (+6.7) (x06) (*2.0) (x45) (+1,6)
17 90,45% 50,13%™  24,28%" 69,27% 97,25% 97,09% 0% 0% 0% 100%
(*2.,9) 11 (#2,2) #2.7) (x0,9) (*0,1)
16 51,88%™  2547%™  11,28%" 94,35% 88,95% 47,78% 0% 0% 0% 100%
(+5,4) (1,9) (+3.8) (3.3) (x0,5) (*1,2)
Genisteina  124,93% 91,48% 56,71% 43,88% 21,5%" 10,87% 77,42% 70,51% 62,1% 100%
(x0,9) (*1,5) (+4,0) (1,9) (+4,2) (#3,1) (£4.2) (+1,9) 11)

& Codigo dos compostos testados. b Concentrag&o das substancias (UM). “A porcentagem de inibic&o foi calculada em relaco ao L-NMMA e as células estimuladas com LPS e

IFN-y. Os resultados foram calculados usando 100-(( X 1-A)/( X 2-A))*100, considerando Xie X a média da concentra¢éo de NO (uM) nos pogos contendo o anédlogo e com

as células somente estimuladas, respectivamente. “A” corresponde a concentracdo de NO no sobrenadante das células tratadas com L-NMMA. 4As porcentagens de inibigédo

das citocinas foram calculadas usando a férmula 100-(( X1/ X 2)*100), considerando X1 e X a média da concentragédo de IL-12 ou TNF-a (pg/mL) nos pogos contendo 0s
derivados e células apenas, ambos estimulados. ® Desvio padrédo (resultados de trés experimentos independentes). ™ Inibicdo n&o significante em relagdo as células n&o

tratadas.
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O composto 13 foi selecionado para os estudos in vivo, em fungédo dos
resultados interessantes obtidos na etapa in vitro, principalmente pela
manutencdo da capacidade de inibir os mediadores inflamatérios na menor
concentracéo testada (52 pM), por suas caracteristicas fisico-quimicas como o
grau de solubilidade do composto e também pela quantidade disponivel deste
derivado para o uso nos testes in vivo. Na segunda etapa do estudo o modelo
de EAE foi induzido e os animais foram tratados com o composto 13 ou com
genisteina, utilizada neste estudo como um composto de referéncia em fungéo
dos estudos prévios que demonstraram sua capacidade em melhorar os sinais
clinicos da EAE através da modulagédo da producédo de citocinas (DE PAULA et
al., 2008).

Os resultados obtidos até entdo neste estudo mostraram que o
tratamento com o composto 13 melhorou os sinais clinicos da EAE por
promover a reducao de células produtoras de IL-17, reducao de citocinas IL-17,
IL-6 e IFN-y, aumento no nimero de células T Foxp3'CD4" e aumento de IL-10
no sistema nervoso central dos animais que receberam este derivado lipofilico
da genisteina (SANDRA et al., 2012). Dessa forma, o composto 13 surge como
um candidato protétipo para o tratamento da EAE e consequentemente
esclerose multipla (EM). Entretanto, estudos clinicos devem ser realizados para
completar a avaliacdo desta substancia e verificar o seu potencial terapéutico
na EM (SANDRA et al., 2012).

1.4.6.2 Resultados biologicos para os derivados condensados a carboidrato 3-5
e 7-10.

Os derivados da genisteina condensados a carboidratos foram
inicialmente avaliados com relacéo a capacidade em reduzir a producdo de NO
e TNF-a por macrofagos J774.A1 e RAW 264.7. Nao foram realizados os
experimentos de avaliagdo da inibicdo da producdo de IL-12 devido a
guantidades insuficientes de amostra para essa finalidade. A citotoxicidade
desses compostos também foi avaliada (Tabelas 2 e 3). Entre 0os compostos
testados nenhum apresentou efeito citotoxico em macréfagos RAW 264.7.
Entretanto, o monoéter 9 foi toxico contra J774A.1 em todas as concentracdes
testadas, e o monoéter 3 foi citotoxico a 26 uM. A maioria dos compostos
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testados foram mais ativos que a genisteina na inibicdo da producéo de NO em
todas as concentracdes testadas. Os compostos 5 e 10 foram mais eficientes
na reducdo da producdo de NO em células J774A.1 (61,5 e 49,8% a 26 uM,
respectivamente) havendo uma relacéo entre dose e resposta. O composto 10
também foi o mais ativo na inibicdo da producdo de NO nas células RAW264.7
(117,2% a 26 pM).

Tabela 2 Inibicdo de 6xido nitrico (NO) e viabilidade celular de J774 A.1l estimuladas
por LPS/IFN-y e tratadas com 3-5 e 7-10.

Compostos Inibicdo de NO? (%) Viabilidade celular (%)
6,5" 13 26 6,5" 13 26

3 0,0+14,2 23,2#4,1 * 102,1+4,3 85,5114 -

4 42,1496  29,615,8 26,3t4,5 89,7+2,1 87,3+0,9 83,618 ,1
5 46,3+4,5 56,7+3,2 61,4+7,2  93,6%+1,9 95,2+1,6  88,9+2,1
7 23,789,3 21,4452 38,1+12,8 94,7+2,8 92,7111 87,4+1,5
8 31,6£2,2 27,5+1,2 30,3t1,2 82,1+8,3 86,715,8 87,912 .0
9 * * * i . .
10 48,9+3,7 46,3t1,4 49,841,8  99,9+0,4 96,6+2,1 94,840 ,4

Genisteina 10,6+2,4 7,4+3,8 2,8+4.,4 111,7#17,7 103,9+2,9 110,1+14

% A Porcentagem de inibicdo de NO foi calculada em comparacdo com as células
estimuladas e ndo tratadas. Os resultados foram calculados usando a formula 100-(( x
1-A)/( x 2-A))*100, considerando x 1 e x 2 a media de NO (uM) nos pocgos tratados e
ndo tratados, respectivamente. “A” representa a concentracdo de NO em pocos nao
estimulados e néo tratados.

® Concentracéo dos compostos (UM).
O Citotoxicidade.
® Inibic&o relacionada com a citotoxicidade.

No presente estudo somente os compostos 5, 7 e 8, na concentracdo de
6,5 UM, inibiram mais que 40% da producéo de TNF- « por J774A.1 em relacéo
as células estimuladas nao tratadas (dados ndo apresentados nas tabelas). A
producdo de TNF-« pelos compostos 5, 7 e 8 foram respectivamente,

38,36,7pg/mL; 51,7+13,7pg/mL e 51,9+1,7pg/mL vs. células estimuladas n&o
tratadas cuja producédo foi de 89,2+17,1 pg/mL, respectivamente (p<0,05). A
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genisteina ndo foi efetiva em inibir a producdo de TNF-« nas concentragcdes
testadas, assim como nenhum dos compostos testados foram capazes de inibir
a producéo de TNF- « produzido por macréfagos RAW 264.7.

Tabela 3 Inibicdo de éxido nitrico (NO) e viabilidade celular de RAW264.7 estimuladas
por LPS/IFN- y e tratadas com 3-5 e 7-10.

Inibicdo de NO? (%) Viabilidade celular (%)

Compostos 6,5" 13 26 6,5" 13 26

3 16,1+3,9  14,6£2,0 7,342 87,6t1,3  88,1+4,5 71,3155
4 13,9+13,8 12,0+12,5 16,0+125 98,9+1,9  89,446,2 94,4+27
5 27,9135 60,9+4,6 64,6153  959+29  98,2+0,8 95,8+2,8
7 19,2+0,8  0,0+0,2  16,2#4,2  103,0+3,2 103,5+2,6 102,8+1,2
8 21,9#39 152+3,4  0,0+3,3  102,8+0,8 98,4+2,4 101,3+0,8
9 27,8+4,3 32,8+1,4 23,9+6,4  91,3+x1,0 88,1+2,4 78,3+2,8
10 69,1#6,9 81,1+12,0 117,2¢12,0 93,6x1,1  99,2#1,2 92,2425

Genisteina  0,9+14,2 1,5%12,2 4,2+6,6 128,3+13,8 102,9+5,2 107,9+2,8

% A Porcentagem de inibicdo de NO foi calculada em comparacdo com as células
estimuladas e néo tratadas. Os resultados foram calculados usando a formula 100-(( x
1-A)/( x 2-A))*100, considerando x 1 e x 2 a media de NO (M) nos pogos tratados e
nao tratados, respectivamente. “A” representa a concentracdo de NO em pocos nao
estimulados e néo tratados.

® Concentracdo dos compostos (UM).

Diante dos ensaios in vitro, o composto 5 foi selecionado para os
ensaios in vivo na modulacdo da resposta imune inata no modelo da EAE,
entretanto, este nao foi promissor em reduzir os sinais clinicos da doenca, além
disso foi possivel constatar um infiltrado inflamatério com congestao vascular
nos cortes histolégicos de medula, semelhante ao observado nos animais com

EAE que ndo receberam nenhum tratamento.
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1.4.6.3 Comparacgdo dos resultados biologicos in vitro entre os derivados de

carboidratos e lipofilicos em macréfagos J744A.1

Inicialmente todos os compostos foram testados nas mesmas
concentracbes, onde se observou diferentes perfis para cada uma dessas
séries. Os derivados lipofilicos apresentaram uma melhor relacdo dose e
resposta e foram mais eficientes nas concentracdes mais elevadas, enquanto
gue os derivados de carboidrato foram mais eficientes em baixas
concentragbes. Essa diferenca pode estar relacionada com a citotoxicidade,
onde os derivados lipofilicos ndo foram tdxicos na maior dose testada (208
KMM), enquanto que alguns derivados de carboidrato foram toxicos na maior

concentracéo testada (26 pM).
1.5 CONCLUSOES

Foram sintetizados 14 derivados inéditos da genisteina com diferentes
propriedades fisico-quimicas. Destes, sete compostos sdo derivados de
carboidratos, sendo mais hidrofilicos quando desprotegidos, enquanto que sete

compostos sdo derivados ésteres ou éteres com cadeia lipofilica (Figura 17).
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Figura 17 Estrutura dos derivados da genisteina sintetizados e testados contra
a EM.
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Verificou-se na sintese dos derivados eterificados 3, 4, 7, 8 e 15-17 que
0s compostos com cadeias lipofilicas 15-17 foram obtidos em melhores
rendimentos (25-60%), seguido dos derivados da glicose 7-8 (20-55%). Os
compostos derivados da galactose 3-4 foram obtidos em rendimentos menos
satisfatorios (9-30%). Essa diferenca de reatividade pode ser explicada pela
estrutura dos respectivos iodetos de alquila. Os iodetos de alquila lipofilicos
possivelmente apresentam um menor impedimento estereo proximo ao
carbono iodado, enquanto que nos iodetos 19 e 20 ha um impedimento
espacial maior nas proximidades dos carbonos iodados. O iodeto 19 é menos
reativo do que o iodeto 20, pois esta conformacionalmente mais rigido devido a
presenca dos dois grupos isopropilideno, deixando a molécula menos flexivel

para uma aproximacao do nucleofilo.

Para os derivados 11-14 as posi¢coes onde houveram esterificacfes
foram evidenciadas por RMN de 'H, devido & influéncia dos grupos acila aos
hidrogénios orto as hidroxilas substituidas. Para os derivados éteres as
posicoes onde houveram eterificacdo foram sugeridas por RMN usando a
técnica NOEDIFF.

Os derivados lipofilicos da genisteina 11-17, assim como a genisteina,
nao alteraram a viabilidade celular de macrofagos J774 A.1. Esses compostos
inibiram a produc&o de NO e IL-12 in vitro, ambos mediadores pro-inflamatorios

indicando um possivel papel destes compostos no controle da inflamacao.

Em relacéo aos ensaios in vivo, conclui-se que o composto 13 foi capaz
de melhorar os sinais clinicos da EAE, provavelmente devido a redugdo no
namero de células CD4+ produtoras de IL-17 e aumento do numero de células
Foxp3'CD4", IL10"CD4", CTLA-4"CD3" no cérebro dos animais que receberam
tratamento. Estes resultados sugerem que o composto 13 possa ser um
protétipo para o tratamento da EAE e consequentemente EM.

Os ensaios in vitro para os compostos derivados de carboidrato
revelaram que o monoéter 9 foi toxico contra J774A.1 em todas as
concentracOes testadas, e 0 monoéter 3 foi citotoxico a 26 M. Os compostos 5
e 10 foram os mais eficientes na reducao da producdo de NO e os compostos

5, 7 e 8 inibiram a producédo de TNF-« por J774A.1 em relacdo as células
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estimuladas néo tratadas. A genisteina nao foi efetiva em inibir a producéo de
TNF-a nas concentracdes testadas, assim como nenhum dos compostos
testados foram capazes de inibirem a producdo de TNF-« produzido por
macréfagos RAW 264.7. Em relagdo aos ensaios in vivo para 0 composto 5,

podemos concluir que este ndo foi promissor na reducao dos sinais clinicos da
EAE.

1.6 PARTE EXPERIMENTAL
1.6.1 Materiais e métodos

Os espectros de RMN de 'H e de *C foram registrados nos
espectrometros BRUKER AVANCE DRX/300 no Departamento de Quimica da
UFJF. Como referéncia interna foi utilizado o tetrametilsilano ou o sinal residual
do solvente deuterado empregado. Os espectros nOe foram realizados na
Universidade Federal de Vigcosa, em colaboracdo com o Prof. Sérgio

Fernandes.

Os espectros de infravermelho foram registrados em um
espectrofotometro BOMEM-FTIR MB-120 no Departamento de Quimica da
UFJF.

Os pontos de fusdo foram obtidos em aparelho digital MQAPF-

Microguimica no Departamento de Quimica da UFJF.

As leituras de rotacbes Opticas foram realizadas em polarimetro

Bellingham + Stanley ADP 410 no Departamento de Quimica da UFJF.

Os espectros de massas de alta resolucdo (EMAR) foram realizados na
Fiocruz-Curitiba-PR.

Para cromatografia em coluna de silica utilizou-se silica-gel 60G 0,063-
0,200 (70-230 mesh ASTM) e para cromatografia em camada delgada utilizou-
se silica gel 60G em laminas de vidro.

Nos procedimentos de purificagdo por extracdo, recristalizagdo ou

coluna cromatogréfica foram utilizados solventes P.A, sem prévia purificacao.
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1.6.2 Sintese e caracterizacao

1.6.2.1 Preparacgéo dos compostos 3 e 4.

1. K,CO3 DMF,

HO (o) t.a., 1h;
O I 2.19,80°C, 480 )(w‘\ )(w‘\
OH O O 0o OH O OH ol OH ©
OH
(30%) (9%) )(%

Em uma solucdo de genisteina (1) (0,75 mmol) em DMF (10 mL) foi
adicionado carbonato de potassio (1,33 mmol) a temperatura ambiente. A
mistura reacional ficou sob agitagdo magnética por 1 hora e em seguida foi
adicionado 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-6-desoxi-6-iodo-a-D-galactopiranose
(19, 2,25 mmol). A mistura reacional foi aquecida a 80C e ficou sob agitacdo
magneética durante 48 horas. Acompanhou-se o desenvolvimento da reacao por
CCDS (eluente: hexano/acetato de etila 7:3 v/v; reveladores: U.V., lodo e
solucédo etandlica de H,SO,4 20%, seguido de aquecimento). Apds o término da
reacdo, o excesso de DMF foi evaporado sob pressao reduzida e em seguida
foi adicionado éter etilico (20 mL). Posteriormente realizou-se uma extracao
com agua destilada (2 x 10 mL), a fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio,
filtrada e evaporada sob pressao reduzida. O residuo foi purificado por coluna
cromatografica (hexano/acetato de etila) em gradiente de polaridade)
conduzindo a formacgdo dos compostos 3 e 4, em rendimentos de 30% e 9%,

respectivamente.

3 (30%); FF: 48-50C; [ a]o= -120°(c 0,1; CH,Cl,); RMN *H (300 MHz, CDCly):
51,36 (s, 6H), 1,48 (s, 3H), 1,56 (s, 3H), 4,17-4.23 (m, 3H), 4,35-4,39 (m, 2H),
4,68 (dd, 1H, J= 2,4 e 7,8 Hz), 5,59 (d, 1H, J= 5,0 Hz), 6,40 (d, 1H, J= 2,2 HZ),
6,44 (d, 1H, J= 2,2 Hz), 6,86 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 7,35 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 7,83
(s, 1H) e 12,77 (s, 1H); RMN *3C (75 MHz, CDCls): 24,4, 24,9, 26,0, 26,1,
66,2, 67,3, 70,5, 70,6, 70,9, 93,1, 96,3, 98,9, 106,4, 108,9, 109,7, 115,6, 122,7,
123,7, 130,2, 152,3, 156,1, 157,9, 162,5, 164,5 e 180,9; IV (KBr): 3155-3427,
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2854-2988, 1656 e 1071 cm™; EMAR calculado para [M + H]": 513,1755;
encontrado: 513,1745.

7 (9%); FF: 73-76C; [a]po= -80 (c 0,1; CH,Cl,); RMN *H (300 MHz, CDCls):
01,36 (s, 6H), 1,47 (s, 9H), 1,54 (s, 6H), 1,55 (s, 3H), 4,13-4,24 (m, 6H), 4,35-
4,39 (m, 4H), 4,64-4,69 (m, 2H), 5,58 (d, 2H, J = 4,9 Hz), 6,44 (d, 1H, J= 3,0
Hz), 6,48 (d, 2H, J = 3,0 Hz), 7,02 (d, 2H, J = 8,6 Hz), 7,45 (d, 2H, J = 8,6 Hz),
7,85 (s, 1H) e 12,82 (s, 1H); RMN *C (75 MHz, CDCly): 5 24,5, 24,9, 26,0, 29,7,
66,2, 66,7, 67,3, 70,6, 70,7, 70,9, 93,1, 96,4, 98,9, 108,8, 108,9, 109,5, 109,6,
115,0, 130,0, 152,7, 157,9, 158,9, 162,7 e 180,9; IV (KBr): 3140-3413, 2853-
2988, 1657 e 1072 cm™; EMAR calculado para [M + Na]": 777,2729;
encontrado: 777,2717.

1.6.2.2 Preparacéo do composto 5.

)( ATF, CH,Cl, H,0
_ ta2ah
0 OH © OH OH OHOH O o

5 (70%

Em uma solugdo do éter 3 (0,2 mmol) em CH.Cl, (2 mL) e &agua
destilada (1 mL) foi adicionado acido trifluoroacético (ATF, 1 mL) a temperatura
ambiente. A mistura reacional ficou sob agitacdo magnética durante 24 horas.
Acompanhou-se o0 desenvolvimento da reacdo por CCDS (eluente:
diclorometano/metanol 9:1 v/v; reveladores: U.V., lodo e solucéo etandlica de
H,SO, 20%, seguido de aquecimento). Apos o término da reacao, 0s solventes
foram evaporados sob pressao reduzida e o residuo foi purificado por coluna
cromatografica (CH,Cl, / MeOH em gradiente de polaridade) conduzindo a

formacao do composto 5 em 70% de rendimento.

5 (70%); FF: 175-178C; RMN *H (300 MHz, CsDsN) & 13,54 (s, 1H), 8,18 (s,
1H), 7,72 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,30 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 6,74 (s, 1H), 6,69 (s, 1H),
6,13 (s, 5H), 5,34 (d, J = 7,1 Hz, 1H), 4,88 — 4,74 (m, 2H), 4,64 (s, 1H), 4,54 (s,
1H), 4,38 — 4,25 (m, 2H); RMN *3*C (75 MHz, CsDsN): 8 56,3, 65,0, 70,8, 71,0,
71,2, 71,7, 72,1, 72,3, 72,5, 75,3, 76,5, 85,2, 94,4, 95,8, 100,6, 108,0, 117,6,
129,9, 130,7, 132,2, 155,0, 159,6, 160,6, 164,4, 166,7 e 182,6; IV (KBr): 3118-
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3380, 2921-2986, 1669 e 1055 cm™; EMAR calculado para [M + H]*: 433,1129;
encontrado: 433,1122.

1.6.2.3 Preparacdo dos compostos 7 e 8.

1. K,CO3, DMF,
HO 0 ta., 1h;
Ol zeivte ggﬁm » éﬂm
OH 0 on 4,0H O OH O
1 7 (55%) 8 (20%)
Ac?co

OA(]
OMe

Em uma solugdo de genisteina (1, 0,75 mmol) em DMF (10 mL) foi
adicionado carbonato de potassio (1,33 mmol) a temperatura ambiente. A
mistura reacional ficou sob agitacdo magnética por 1 hora e em seguida foi
adicionado 2,3,4-tri-O-acetil-6-desoxi-6-iodo-a-D-glicopiranosideo de metila
(20, 2,25 mmol). A mistura reacional foi aquecida a 80C e ficou sob agitacao
magnética durante 48 horas. Acompanhou-se o desenvolvimento da reacao por
CCDS (eluente: hexano/acetato de etila 6:4 v/v; reveladores: U.V., lodo e
solucéo etandlica de H,SO4 20%, seguido de aquecimento). Apds o término da
reacao, o excesso de DMF foi evaporado sob pressao reduzida e em seguida
foi adicionado éter etilico (20 mL). Posteriormente realizou-se uma extracao
com &gua destilada (2 x 10 mL), a fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio,
filtrada e evaporada sob pressao reduzida. O residuo foi purificado por coluna
cromatografica (hexano/acetato de etila em gradiente de polaridade)
conduzindo a formacdo dos compostos 7 e 8, em rendimentos de 55 e 20%,

respectivamente.

7 (55%); FF: 89-92; [a]p= +108 (c 0,1, CH,Cl,); RMN H (300 MHz, CDCly):
51,98 (s, 3H), 2,00 (s, 3H), 2,04 (s, 3H), 3,40 (s, 3H), 4,05-4,12 (m, 3H), 4,82-
4,98 (m, 2H), 5,12 (t, 1H, J = 9,6 Hz), 5,49 (t, 1H, J= 9,6 Hz), 6,30 (d, 1H, J =
2,0 Hz), 6,35 (d, 1H, J = 2,0 Hz), 6,82 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 7,29 (d, 2H, J = 8,0
Hz), 7,79 (s, 1H) e 8,78 (s, 1H); RMN *°C (75 MHz, CDCls): 20,9, 55,8, 67,4,
67,6, 69,4, 70,3, 71,0, 93,3, 96,9, 98,7, 106,8, 1158, 122,0, 122,6, 124,0,
130,4, 153,0, 156,7, 158,0, 162,9, 164,3, 170,1, 170,4 e 181,1; IV (KBr): 3154-
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3446, 2852-2956, 1751, 1656 e 1045 cm™; EMAR calculado para [M + Na]*:
595,1430; encontrado 595,1409.

8 (20%); FF: 102-103<C; [a]p= +28 (c 0,1, CH,Cl,); RMN *H (300 MHz, CDCls):
01,99 (s, 6H), 2,01 (s, 6H), 2,06 (s, 6H), 3,42 (s, 6H), 4,04-4,15 (m, 6H), 4,89-
4,96 (m, 4H), 5,15 (m, 2H), 5,51 (t, 2H, J = 9,0 Hz), 6,33 (d, 1H, J = 3,0 Hz),
6,38 (d, 1H, J = 3,0 Hz), 6,94 (d, 2H, J = 9,0 Hz), 7,41 (d, 2H, J = 9,0 Hz), 7,84
(s, 1H) e 8,81 (s, 1H); RMN **C (75 MHz, CDCls): 20,9, 55,7, 67,2, 67,4, 67,6,
67,9, 69,4, 69,5, 70,2, 70,4, 71,0, 71,1, 93,4, 96,9, 98,7, 106,8, 115,1, 123,7,
130,3, 153,0, 158,0, 158,9, 163,0, 164,3, 169,9, 170,3 e 181,0; IV (KBr): 3124-
3430, 2850-3002, 1756, 1656 e 1049 cm™; EMAR calculado para [M + Na]*:
897,2424; encontrado: 897,2407.

1.6.2.4 Preparacéo dos compostos 9 e 10.

o 0 AEO~
NaOMe MeOH, |
Ho 50 LIy
ta, 12h ST O
OH 5% 3 OMe OH O % OH

7 9

o
AcQ NaOMe MeOH, HO .
AcO
a

ta., 12h

87%
AcO
AcO
8 OAc

OMe

Em uma solucéo do éter 7 (0,18 mmol) ou 8 (0,05 mmol) em metanol (7
mL para 7 e 2 mL para 8) foi adicionado uma solucdo de metoxido de sodio
(1,6 mmol em 5 mL de metanol para 7 e 0,5 mmol em 1 mL de metanol para 8)
a temperatura ambiente. A mistura ficou sob agitagcdo magnética durante 12
horas. Acompanhou-se o desenvolvimento da reacdo por CCDS (eluente:
diclorometano/metanol 7:3 v/v; reveladores: U.V., lodo e solucdo etandlica de
H,SO, 20%, seguido de aquecimento). Apds o término da reacgdo, a solugao foi
neutralizada com solucdo de &cido cloridrico (1 mol.L™?) e em seguida foi
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evaporada sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por coluna
cromatografica (CH,Cl, / MeOH em gradiente de polaridade) conduzindo a
formacao de 9 em 95% de rendimento e do composto 10 em 87%.

9 (95%); FF: 116-119C; [a]po= +187,5 (c: 0,1; metanol); RMN *H (300 MHz,
CsDsN): 83,48 (s, 3H), 4,17-4,23 (m, 2H), 4,45 (s, 1H), 4,54-4,59 (m, 1H), 4,65-
4,70 (m, 1H), 4,80-4,83 (m, 1H), 5,18 (s, 1H), 6,75 (d, 2H), 7,27 (d, 2H, J= 8,4
Hz), 7,68 (d, 2H, J = 8,4 Hz), 8,12 (s, 1H) e 13,50 (s, 1H); RMN *C (75 MHz,
CD3;0OD): 655,8, 69,5, 71,7, 71,8, 73,6, 75,3, 94,1, 99,9, 101,5, 107,3, 116,4,
123,3, 125,0, 131,5, 155,2, 159,0, 159,6, 163,7, 166,5 e 182,5; IV (KBr): 3149-
3421, 2852-2922, 1657 e 1049; EMAR calculado para [M + Na]": 469,1105;
encontrado: 469,1095.

10 (87%); FF: 119-121<; [a]p= +120,0 (c: 0,1; MeOH); RMN H (300 MHz,
CsDsN): 83,48 (d, 6H), 4,24-4,26 (m, 4H), 4,46 (s, 2H), 4,60-4,83 (m, 6H), 5,19
(s, 2H), 6,77 (s, OH alifatico), 7,69 (d, 2H, J = 8,4 Hz) e 8,17 (s, 1H); RMN C
(75 MHz, CsDsN): 651,3, 56,8, 66,1, 70,5, 71,2, 73,1, 73,4, 75,3, 77,0, 77,1,
95,1, 101,1, 103,1, 106,3, 116,8, 132,3, 155,6, 159,9, 161,5, 164,8, 167,3 e
182,7; IV (KBr): 3159-3422, 2853-2961, 1663 e 1049; EMAR calculado para [M
+ Na]": 645,1790; encontrado: 645,1680.

1.6.2.4 Preparacéao dos ésteres lipofilicos 11, 12, 13 e 14.

R'O 820 1 p2= .
HO O O | RCOOH, DCC, DMAP a | 2 11 R"=H; R*= CO(CH,)10CH3z; (60%)
> P 4 L 3 12 R1 = R2= CO(CH2)10CH3; (25%)
OH O oH CH.Cl,, 0°C-ta., 24 h OH O orz B R'=H; R2= CO(CH,)1,CHz; (60%)
1

5 1_p2- .
R = CHa(CHa)1o 14 R" = R2= CO(CHy),CHg: (25%)
ou CH3(CHz)12

Em uma solucédo da genisteina (1, 0,1 mmol) em diclorometano (3 mL)
foi adicionado o correspondente &cido graxo (0,14 mmol), DCC (0,21 mmol) e
dimetilaminipiridina (DMAP) catalitico a 0. A mistura reacional ficou sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 24 horas. Acompanhou-se
o desenvolvimento da reacao por CCDS (eluente: hexano/acetato de etila 5:5
v/v; reveladores: U.V., lodo e solugdo etandlica de H,SO, 20%, seguido de
aguecimento). Apos o término da reacdo, foram adicionados 10 mL de

diclorometano e realizou-se uma extracdo com agua destilada (10 mL). A fase
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organica foi seca com sulfato de soédio, filtrada e evaporada sob presséo
reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatografica (hexano/acetato de
etila em gradiente de polaridade) conduzindo a formacéao dos derivados mono e

di-ésteres.

11 (60%): FF: 134-136 C; RMN *H (300 MHz, CDCls): 50,87 (t, 3H, J = 7,2Hz),
1,11-1,26 (m, 16H), 1,73-1,80 (m, 2H), 2,59 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 6,31-6,38 (m,
2H), 7,17 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,55 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,88 (s, 1H); RMN *C
(75 MHz, CDCls): 5180,6, 173,4, 163,1, 162,8, 158,1, 153,5, 150,9, 130,2,
128,6, 123,1, 121,0, 106,0, 100,0, 94,5, 34,6, 32,1, 29,8-29,3, 25,1, 22,9, 14,3;
IV (KBr) 3389, 3070, 2931-2859, 1756 e 1648 cm™. EMAR calculado para
[M+H]": 453,2277; encontrado: 453,2259.

12 (25%): FF: 96-98 T; RMN *H (300 MHz, CDCls): 8 0,84-0,91 (m, 6H), 1,11-
1,42 (m, 32H), 2,05-2,17 (m, 4H), 2,58 (t, 4H, J = 7,2 Hz), 6,59 (d, 1H, J = 2,1
Hz), 6,77 (d, 1H, J = 2,1), 7,18 (d, 1H, J = 6,9 Hz), 7,19 (d, 1H, J = 6,7 Hz), 7,55
(d, 2H, J = 6,7 Hz), 7,56 (d, 2H, J = 6,9 Hz), 7,98 (s, 1H); RMN *3C (75 MHz,
CDCl3): 6 182,7, 172,3, 167,2, 162,6, 156,4, 154,1, 152,8, 130,2, 129,2, 124,2,
122,2, 113,2, 105,9, 101,2, 38,4, 34,6, 32,1, 31,4-29,3, 25,1, 22,9, 14,3; IV
(KBr) 3420, 3065, 2920-2841, 1753 e 1653 cm™. EMAR calculado para [M+H]":
635,3948; encontrado: 635,3951.

13 (60%); FF: 121-123 C; RMN 'H (300 MHz, CDCls): & 0,87-0,91 (m, 3H),
1,12-1,53 (m, 20H), 1,69-1,80 (m, 2H), 2,58 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 6,33 (d, 1H, J =
2,1 Hz), 6,38 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 7,14 (d, 1H, J = 6,5 Hz), 7,15 (d, 1H, J = 6,7
Hz), 7,52 (d, 1H, J = 6,5Hz), 7,53 (d, 1H, J = 6,7Hz), 7,85 (s, 1H); RMN **C (75
MHz, CDCls): & 180,6, 173,0, 163,0, 162,8, 158,2, 153,4, 151,0, 130,2, 128,5,
123,3, 122,0, 106,3, 100,0, 94,4, 34,7, 32,1, 29,9-29,3, 25,1, 22,9, 14,3; IV
(KBr) 3425, 2932-2851, 1756 e 1675 cm™. EMAR calculado para [M+H]":
481,2590; encontrado: 481,2576.

14 (25%): FF: 95-96 T; RMN *H (300 MHz, CDCls): 50,89 (t, 6H, J = 6,6 Hz),
1,28-1,44 (m, 40H), 2,39-2,44 (m, 4H), 2,58 (t, 4H, J = 7,2 Hz), 6,59 (d, 1H, J =
2,3 Hz), 6,77 (d, 1H, J = 2,3 Hz), 7,18 (d, 1H, J = 6,6 Hz), 7,19 (d, 1H, J = 6,6
Hz), 7,55 (d, 2H, J = 6,9 Hz), 7,56 (d, 2H, J = 6,6 Hz), 7,98 (s, 1H); RMN *C
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(75 MHz, CDClz): 6 181,2, 172,4, 171,4, 162,6, 157,1, 156,4, 154,0, 151,3,
130,2, 128,0, 123,9, 122,1, 109,6, 105,8, 101,1, 34,1, 31,6, 29,3-28,7, 24,6,
22,4, 13,8; IV (KBr) 3452, 3079, 2923-2851, 1752 e 1666 cm™.

1.6.2.5 Preparacao dos éteres lipofilicos 15, 16 e 17.

1
HO O OI 1.+BuOK, DMF. ta,3nh RO aolz
> 4N 3
ol O 2.R-I, 70°C, 48h fb:fo
OH OR?2

5

1 15 R' = CHy(CH,)1qCH3; R? = H; (60%)
16 R'= R% = CHy(CH,)1oCH3; (25%)
17 R1 = CHz(CH2)1ch3; R2 = H; (60%)

Em uma solugcdo de genisteina (1, 0,1 mmol) em DMF (3 mL) foi
adicionado terc-butéxido de potassio (0,2 mmol) a temperatura ambiente. A
mistura ficou sob agitacdo magnética por 3 horas, e em seguida, foi adicionado
o correspondente iodeto de alquila (0,15 mmol). A mistura reacional
permaneceu sob agitacdo magnética a 70C durante 48 horas. Acompanhou-
se 0 desenvolvimento da reagédo por CCDS (eluente: hexano/acetato de etila
5:5 vlv; reveladores: U.V., lodo e solucéo etandlica de H,SO4 20%, seguido de
aguecimento). Apos o término da reacdo, o excesso de DMF foi evaporado sob
pressdo reduzida e em seguida foi adicionado éter etilico (10 mL).
Posteriormente realizou-se uma extragdo com agua destilada (2 x 10 mL), a
fase organica foi seca com sulfato de sddio, filtrada e evaporada sob pressao
reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatografica (hexano/acetato de
etila em gradiente de polaridade) conduzindo a formacao dos derivados mono e
di-éteres.

15 (60%): FF: 130-132 €; RMN 'H (300 MHz, CDCls): 8 0,89 (t, 3H, J = 6,3
Hz), 1,47-1,12 (m, 18H), 1,84-1,77 (m, 2H), 4,03 (t, 2H, J = 6,3 Hz), 6,38 (d, 1H,
J=2,3 Hz), 6,40 (d, 1H, J = 2,3 Hz), 6,89 (d, 2H, J = 8,2 Hz), 7,39 (d, 1H, J =
8,2 Hz), 7, 86 (s, 1H); RMN *3C (CDCls, 75 MHz): 5 180,2, 165,4, 162,9, 158,3,
156,1, 152,9, 130,6, 123,8, 123,4, 115,8, 106,2, 98,9, 93,1, 68,9, 33,8, 32,1,
30,7, 29,9-28,8, 26,1, 22,9, 14,3; IV (KBr) 3451, 3138, 2905-2851 e 1666 cm™.
EMAR calculado para [M+H]": 439,2484; encontrado: 439,2463.
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16 (25%): FF: 98-99 C; RMN H (300 MHz, CDCly): 3 0,81-0,91 (m, 6H), 1,21-
1,34 (m, 36H), 2,14-2,37 (m, 4H), 3,97-4,05 (m, 4H), 6,37 (d, 1H, J = 2,3 Hz),
6,39 (d, 1H, J = 2,3 Hz), 6,97 (d, 1H, J = 6,6 Hz), 6,98 (d, 1H, J = 6,9 Hz), 7,44
(d, 1H, J = 6,6 Hz), 7,45 (d, 1H, J = 6,9 Hz), 7,86 (s, 1H); RMN *3C (75 MHz,
CDCly): 5 180,2, 165,4, 162,9, 158,2, 152,8, 130,3, 123,9, 123,0, 114,9, 106,2,
98,8, 93,1, 68,9, 68,3, 32,1, 29,9-26,3, 26,1, 22,9, 14,3; IV (KBr) 2923 e 1670

cm™,

17 (60%): FF: 120-122 €; RMN H (300 MHz, CDCls): 5 0,88 (t, 3H, J = 6,3
Hz), 1,25-1,70 (m, 22H), 1,85-1,92 (m, 2H), 4,16 (t, 2H, J = 6,6 Hz), 6,38 (d, 1H,
J=2,1Hz), 7,40 (d, 2H, J = 6,3 Hz), 6,40 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 6,90 (d, 2H, J =
6,3 Hz), 7,86 (s, 1H); RMN *3C (75 MHz, CDCls): & 181,1, 165,4, 162,9, 158,2,
156,2, 152,9, 130,6, 123,9, 123,3, 115,8, 106,3, 98,9, 93,1, 68,9, 32,1, 30,7,
29,9-29,2, 26,1, 22,9, 14,3; IV (KBr) 3434, 2923 e 1666 cm™. EMAR calculado
para [M+H]": 467,2797; encontrado: 467,2786.

1.6.3 Ensaios bioldgicos
1.6.3.1 Linhagem celular e cultura

Macréfagos J774.A1 (2x10° cell/mL) foram cultivados em placas de 96
pocos em RPMI-1640 suplementado com 2mM L-glutamina, 100 pg/mL de
antibiético (estreptomicina e penicilina), 5% de soro fetal bovino (SFB), mantido
a 37C em 5% de CO ,. Os macrofagos foram cultivados por 12, 18 e 48 horas
na presenca ou auséncia de genisteina ou seus derivados nas concentracdes
de 6,5, 13, 26, 52, 104 e 208 pM e estimulados ou ndo com LPS (1 pug/mL) e
IFN-y (0,9 ng/mL) em triplicata. Como controle negativo foram utilizados células
apenas estimuladas com LPS e IFN-y e ndo tratadas, células nédo estimuladas
com LPS e IFN-y, mas tratadas com genisteina ou derivados e células néo
estimuladas e tratadas apenas com DMSO 1% (diluente utilizado na dissolug&o
da genisteina e derivados).



57

1.6.3.2 Avaliacao da citotoxicidade da genisteina e de seus derivados

A viabilidade dos macréfagos J774.A1 foi determinada pelo método
colorimétrico do MTT (corante Thiazol Blue Brometo de tetrazélio - Sigma, St.
Louis, MO, USA). Para o teste, ap6s o tempo de cultura de 48 horas os
sobrenadantes foram coletados para posterior dosagem de NO e a seguir 100
puL de RPMI foram adicionados em todos os pocos contendo as células
cultivadas por 48 horas, em seguida 10uL de MTT (5 mg/mL) também foram
acrescentados a cada poco. A placa foi incubada a 37C em estufa com 5% de
CO,. Transcorrido o periodo de 4 horas a reacao foi finalizada com o acréscimo

de 100 pL de alcool isopropilico acidificado com HCI 0,4%. A absorbancia foi
lida a 570 nm e a citotoxicidade (%) obtida pela formula 100-((§ 1/ %)*100),

considerando §1 e §2 a media da OD (570nm) nos pocos de células tratadas

com os derivados e células ndo tratadas, respectivamente.

1.6.3.3 Determinacao da producgéo de NO

A concentracdo de NO (indiretamente determinada pela dosagem de
nitrito) foi medida pelo método de Griess, no sobrenadante de 48 horas de
cultura. Para realizacdo do teste 100 pL de sobrenadante de cada poc¢o foram
transferidos para placas de 96 pocos, posteriormente foi acrescentado igual
volume de reagente de Griess (1% de sulfanilamida, 0,1% de cloridrato de N-
(1-naftil)-etileno diamina, 2,5% H3PO4 Sigma, St. Louis, MO, USA). A
concentracdo de NO foi determinada por comparagdo com uma solucéo padréao
de nitrito de sédio. A absorbancia medida a 540 nm. O N®- monometil-L-
arginina (L-NMMA) foi utilizado como padréo positivo do controle da inibicdo. A

porcentagem de inibicdo foi calculada em relacdo a inibicdo do L-NMMA e

células apenas estimuladas.

1.6.3.4 Dosagem de citocinas

As citocinas IL-12 e TNF-a foram quantificadas pelo método de ELISA.

As dosagens de IL-12 foram realizadas em sobrenadante apos 18 horas de
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cultura e o TNF-a avaliado em sobrenadante de 12 horas. A leitura da reacéo

foi feita a 450 nm. Os resultados para obtencédo da porcentagem de inibicao

foram calculados usando a férmula 100-((§1/;2)*1OO), considerando ;1 (a

média da concentracdo de IL-12 ou TNF-a (pg/mL) nos pogos contendo o0s

compostos analizados) e §2 ( a média da concentracéo IL-12 ou TNF-a (pg/mL)
de células somente estimuladas nédo tratadas).
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2 SINTESE DE AMIDAS DERIVADAS DO ACIDO QUINICO CONDEN SADO
COM DIAMINAS N-ALQUILADAS, POTENCIAIS AGENTES
ANTIBACTERIANOS, ANTIPARASITARIOS E ANTI-INFLAMATOR 10S

2.1 INTRODUCAO
2.1.1 Poliaminas

As poliaminas putrescina (1), espermidina (2) e espermina (3) (Figura 1)
sdo biomoléculas constitutivas e essenciais para diversas funcbes de
crescimento, divisédo e diferenciacdo celular em todos os organismos vivos
(BACCHI e YARLETT, 2002; HEBY et al., 2003; WALLACE et al., 2003). Sob
condicbes fisiologicas o papel das poliaminas € atribuido a facilidade de
protonacdo dos seus grupos amino que se tornam catiénicos no pH intracelular.
Dessa maneira, as poliaminas interagem espontaneamente com
macromoléculas anibnicas, como acidos nucleicos, proteinas e lipideos,
participando de muitos processos celulares (REGUERA et al., 2005; RAMANI
et al., 2014).

H H
H2N/\/\/NH2 HZN/\/\/N\/\/NHz HzN/\/\N/\/\/N\/\/NH2
H

Putrescina (1) Espermidina (2) Espermina (3)
Figura 1 Estruturas das poliaminas presentes nos organismos Vivos.

Devido a diferenga metabolica entre células normais e células tumorais
ou entre ceélulas do hospedeiro e células do parasita, o metabolismo de
poliaminas é considerado um alvo em potencial na quimioterapia de diversas
doencas. Todos 0s protozoarios parasitos contém poliaminas que, juntamente
com suas enzimas associadas, estao atraindo a atengcdo como alvo para novas
terapias antiparasitarias, uma vez que nao ha interferéncia com o metabolismo
de poliaminas em células de mamiferos (MULLER et al., 2001). Considerando
gue os parasitos tém vias ou necessidades de poliaminas distintas daquelas
das células mamiferas, entdo modulando essa via central, esperam-se

consequéncias mais graves para o parasito em relacdo ao hospedeiro.

A importancia da putrescina (1) na sobrevivéncia de Trichomonas foetus
foi investigada através do uso de 1,4 diamino-2-butanona (DAB), um analogo

dessa poliamina: (REIS et al., 1999). Esse estudo revelou que, em presenca de
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DAB (i) houve um atraso no ciclo celular do parasito, refletido pela inibicdo do
crescimento in vitro do T. foetus; (ii) os niveis de putrescina, espermina e
espermidina foram reduzidos, em comparacdo aos trofozoitos ndo tratados e
(i) os hidrogenossomos foram progressivamente degradados indicando que a
presenca de poliaminas estaria relacionada a protecdo e estabilizacdo da
membrana hidrogenossomal. Alguns analogos de poliaminas demonstraram
potencial de inibicdo da biossintese de poliaminas em Trichomonas vaginalis
(BREMNER et al., 1987; REIS et al., 1999; GARCIA et al., 2005), mas o reflexo
dessa inibicdo na viruléncia do parasito permanece indefinido. Derivados de
poliaminas N-alquiladas inibem diferentes etapas do ciclo metabdlico de
poliaminas, podendo influenciar em varias etapas do metabolismo e nas
funcdes dessas poliaminas (MULLER e WALTER, 2001; BACCHI e YARLETT,
2002).

2.1.2 Diaminas N-alquiladas com propriedades antiparasitarias

Nosso grupo de pesquisa sintetizou dezenas de diaminas N-alquiladas e
avaliou as propriedades desses compostos contra diferentes parasitos. Na
figura 2 estd ilustrada a estrutura geral dessas diaminas N-alquiladas, onde se
variou o tamanho da cadeia alifatica linear entre octila e hexadecila, além de
alguns grupos hidroxialquila lineares e se variou também a quantidade de
grupos metilenos (espacadores) entre os dois atomos de nitrogénios. A
atividade biologica esta diretamente relacionada com a lipofilicidade desses
compostos, onde foi possivel, em alguns casos, estabelecer uma relacdo da
atividade com o tamanho da cadeia alifatica. A lipofilicidade € importante no
desenvolvimento de drogas com propriedades antiparasitarias devido a
interacdo da porcado hidrofobica com a membrana lipidica do parasito,
permitindo a penetragdo da droga no citoplasma, onde poderd atuar no

metabolismo de poliaminas.

R\”/\%NHQ

R: grupos alquila lineares (8, 10, 12, 14 ou 16 carbonos)
ou grupos hidroxialquila lineares

m:1,2,30u5

Figura 2 Estrutura geral das diaminas N-alquiladas biologicamente

ativas, sintetizadas previamente pelo nosso grupo de pesquisa.



61

Em 2010 (REZENDE JUNIOR et al., 2010) e 2014 (SALES JUNIOR et
al., 2014) nosso grupo de pesquisa reportou as atividades de alguns desses
compostos contra diferentes formas do Trypanosoma cruzi, protozoario que é
agente etiologico da doenca de Chagas. Na figura 3 estdo representados os
compostos mais ativos com os respectivos ICsg e indice de seletividade (IS). E
possivel verificar que 0s compostos apresentaram valores de 1Csg semelhantes
ao do benznidazol (droga de referéncia utilizada no tratamento da doenca de
Chagas), porém os indices de seletividade sdo bastante inferiores a 50, nédo
sendo ideais para dar continuidade com os ensaios in vivo (SALES JUNIOR et
al., 2014).

NH, NH NH
N 03 N N2 N NH
0 N 2 o N WH
OH
4 5 6
ICs0: 1,25 pg.mL"! ICs0: 0,6 pg.mL"" ICs0: 1,2 pg.mL""
1S: <2 IS: < 4 IS:<2
\()B/\H/\()/QNHZ Benznidazol
7 ICs0: 1,0 pg.mL""
ICs0: 1,8 pg.mL"" IS: < 625
I1S: <53

Figura 3 Compostos ativos contra diferentes formas do Trypanosoma

cruzi.

Em 2013 (YAMANAKA et al., 2013) reportaram as atividades de uma
outra série de diaminas N-alquiladas contra a forma amastigota do
Trypanosoma cruzi. Na figura 4 estdo representadas as estruturas dos
compostos ativos, sendo que o composto mais ativo 8 foi selecionado para
alguns estudos de mecanismo de acao. Inicialmente verificou-se a influéncia
desse composto na producédo de TNF-a e NO em macréfagos (mecanismo de
acao de alguns compostos anti-Trypanosoma), observando-se que nao houve
aumento do nivel dessas substancias nos macréfagos tratados com o
composto 8, sugerindo que seu mecanismo de acdo nao € por essa via.
Posteriormente, avaliou-se o potencial desse composto em inibir a enzima
tripanotiona redutase do Trypanosoma cruzi (rTRTc), uma enzima essencial na

biossintese de poliaminas nesse parasito, verificando que apenas 32% da
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atividade dessa enzima foi inibida, sugerindo que o mecanismo de a¢do nao é
estritamente devido a inibicdo da rTRTc. Avaliou-se também a influéncia desse
composto na integridade mitocondrial do parasita, verificando que houve
despolarizacdo da membrana mitocondrial, sugerindo que essa organela pode
também ser um alvo no mecanismo de acdo. A diamina 8 € um composto com

potencial para a realizacao dos ensaios in vivo.

NH NH,.2HCI NH,.2HCI
\(‘)8/\{:{/\075 2 2 ﬁ/\e;— 2 \Oa/\ll:ll/\% 2
8 9 10
ICs0: 1,6 pmol.mL"’ ICs0: 5,2 umol.mL"" ICs0: 5,9 umol.mL""
IS: 194,1 IS: 33,3 IS: 45,9
NH,.2HCI NH NH
\Os/\ll:ll/\% 2 72 u/\% 2 \68/\”/\% 2
11 12 13
ICs0: 8,7 umol.mL"" ICs0: 9,2 umol.mL""’ IC50: 23,6 umol.mL""
IS: 27,6 IS: 33,4 IS: 9.4
Benznidazol

ICs0: 10,8 umol.mL""

Figura 4 Compostos ativos contra a forma amastigota do Trypanosoma cruzi.

Foram avaliadas as propriedades de uma série dessas diaminas N-
alquiladas contra a leishmaniose. Experimentos contra Leishmania
amazonensis e Leishmania chagasi em suas formas promastigotas foram
realizados (COSTA et al., 2009; COIMBRA et al., 2010). A figura 5 representa
as estruturas dos compostos mais ativos, que apresentaram um potencial de
inibicdo similar ou melhor do que a anfotericina B (droga de referéncia utilizada
no tratamento da leishmaniose), destacando-se os compostos 5, 7, 18 e 19 que
foram 7,3; 2,6; 3,6 e 1,5 vezes mais ativos que a anfotericina B contra
Leishmania chagasi. O composto mais ativo, a diamina 5, foi selecionado para
alguns ensaios de toxicidade, morfologia e mecanismos de acgdo contra
diferentes espécies de Leishmania (forma amastigota), verificando-se que (i)
esse composto ndo foi toxico em células de mamiferos nas concentragdes em
gue foi ativo, (ii) houve atividade contra L. amazonensis, L. braziliensis e L.

chagasi nas formas amastigotas e (iii) observou-se uma desorganizacéo
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intracelular nos parasitos tratados com esse composto, sugerindo que o
mecanismo de acdo parece prejudicar o metabolismo biossintético do parasito

conduzindo a ruptura da membrana e morte do parasito (SILVA et al., 2012).

NH NH NH
10 ”/\/ : \OB/\N/\O/Q 2 \(?s/\H/\/ 2
5 7 14
ICsq L. amazonensis: 0,94 pmol.mL™" ICso L. amazonensis: 7,20 pmol.mL™"  |C,, L. amazonensis: 7,20 pmol.mL""
ICso L. chagasi: 0,26 umol.mL"" ICso L. chagasi: 0,73 pmol.mL™" ICso L. chagasi 2,10 umol.mL™"
NH NH,
/\/j/\ﬁ/\%NHz - H/\(“)/z 5 \ﬁs/\m/\(ﬁ
15 16 17
ICsp L. amazonensis: 55,00 pmol.mL"! ICs0 L. amazon'ensis: 3,10 umo1l.mL‘1 IC5o L. amazon'ensis: 75,10 um1ol.mL‘1
ICso L. chagasi 1,80 umol.mL™" ICso L. chagasi: 2,70 pmol.mL” ICs0 L. chagasi: 1.90 pmol.mL"
10 N/\O/NHz WN/\O/NH2 Anfotericina B
H 3 8 o H 2
18 19 ICso L. amazonensis: 0,90 pmol.mL""
ICs L. amazonensis: 5,13 pmol.mL"" ICs L. amazonensis: 4,09 umol.mL"" ICso L. chagasi: 1,9 pmol.mL"
ICso L. chagasi: 0,53 umol.mL™" ICso L. chagasi: 1,26 pmol.mL™"

Figura 5 Diaminas ativas contra a leishmaniose.

Posteriormente, outra série de diaminas N-alquiladas foi avaliada contra
L. braziliensis e L. chagasi em suas formas amastigotas, obtendo-se doze
compostos ativos, sendo que o composto 12 (Figura 6), o mais ativo, foi
selecionado para alguns estudos de mecanismo de acdo. Inicialmente,
verificou-se a influéncia desse composto na producdo de TNF-a e NO em
macréfagos (mecanismo de acdo de alguns compostos anti-Leishmania),
observando-se que nao houve aumento do nivel dessas substancias nos
macréfagos tratados com o composto 12, indicando que o mecanismo de agéo
desse composto ndo é por essa via. Posteriormente, avaliou-se o potencial
desse composto em inibir a enzima tripanotiona redutase do L. braziliensis
(rTRLb), uma enzima essencial na biossintese de poliaminas nesse parasito,
verificando que apenas 48% da atividade dessa enzima foi inibida, sugerindo
que o mecanismo de acdo ndo é estritamente devido & inibicdo da rTRLb.
Avaliou-se também a influéncia desse composto na integridade mitocondrial do
parasita, verificando que nao houve despolarizacdo da membrana mitocondrial,

sugerindo que essa organela ndo é um alvo no mecanismo de ac¢do. A diamina
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12 é um composto com propriedades para que se realize 0s ensaios in vivo
(YAMANAKA et al., 2013).

NH
\07/2\”/\83 2

12 ICso L. braziliensis: 0,06 umol.mL""
ICso L. braziliensis: 2,6 umol.mL™" (IS: 118,8) ICso L. chagasi: 0,07 umol.mL"!

ICsq L. chagasi: 3,0 umol.mL" (IS: 101,9)

Anfotericina B

Figura 6 Composto mais ativo contra as formas amastigotas de L.
braziliensis e L. chagasi (YAMANAKA et al., 2013).

Foi avaliada uma seérie dessas diaminas N-alquiladas contra
Trichomonas vaginalis e Giardia lamblia, parasitos causadores de tricomonose
e giardiose, respectivamente (Giordani et al.,, 2009; Giordani et al., 2011).
Verificou-se que, dos compostos testados, seis apresentaram o MIC inferior ao
do metronidazol (droga de referéncia utilizada no combate de tricomonose e
giardiose) contra G. lamblia e dois apresentaram o MIC igual ou inferior ao

metronidazol contra T. vaginalis (Figura 7).

NH,.2HCI NH,.2HCI NH,.2HCI

M\H/\% 2 \Q{\H/\@s 2 \Oﬁ\”/\% 2

9 1 10 20
MIC G. lamblia: 20 pg.mL" MIC G. lamblia: 20 ug.mL"" MIC G. lamblia: 20 pg.mL""
MIC T. vaginalis: 20 pg.mL"" MIC T. vaginalis: 20 pg.mL"" MIC T. vaginalis: 20 ug.mL""

NH,.2HCI NH,.2HCI

\ﬂﬁ\ﬁ/\% 2 \Oﬁ\”/\% 2 \OG/\”A%NHZ'ZHCI

21 22 23
MIC G. lamblia: 20 pg.mL"™" MIC G. lamblia: 20 ug.mL™" MIC G. lamblia: 20 pg.mL"!
MIC T. vaginalis: 5 pg.mL™" MIC T. vaginalis: 2,5 ng.mL™" MIC T. vaginalis: 20 pg.mL""

Metronidazol

MIC G. lamblia: 24 ug.mL""
MIC T. vaginalis: 5 png.mL"™"

Figura 7 Compostos ativos contra Trichomonas vaginalis e Giardia lamblia.
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Avaliou-se também uma série desses compostos contra a
esquistossomose, analisando suas propriedades esquistossomicidas através
de ensaios in vitro contra vermes adultos de Schistosoma mansoni (parasito
causador da esquistossomose) (FERNANDES et al., 2013). Compostos com
propriedades esquistossomicida podem atuar em trés maneiras diferentes: (i)
profilaticamente (causando a morte dos esquistossomulos), (ii) opressivamente
(inibindo a oviposi¢ao) e (iii) curativa (causando a morte do verme adulto).
Dessa maneira, avaliou-se as condi¢cdes gerais de atividade motora, taxa de
mortalidade, producéo e desenvolvimento de ovos desse parasito, observando
gue os compostos 4 e 5 (Figura 8) foram os mais ativos. O composto 4, em
uma concentracdo de 12,5 pmol.L?, causou 100% da morte de todos os
vermes adultos (fémeas e machos), enquanto que o composto 5, nessa mesma
concentracdo, causou 100% da morte dos vermes adultos machos, sendo que
nao houve percentual de mortalidade dos vermes fémeas. Esses compostos
também foram capazes de reduzir a viabilidade e diminuir a producdo de ovos
desse parasito, sendo candidatos potentes para a continuacdo dos ensaios
biolégicos e desenvolvimento de novos prototipos para drogas contra

eSQUiStOSSOI’NOSG.

WH/\%NHZ \Cm\ﬁ/\/NHZ

4 5
Figura 8 Compostos mais ativos contra a esquistossomose.

Esses resultados nos fornecem evidéncias que essas diaminas N-
alquiladas sdo candidatos a prototipos para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas contra diversas doencas parasitarias. De uma maneira
geral, os compostos com cadeia alquila linear de 10, 12 e 14 carbonos foram
0S mais ativos, sugerindo que esses grupos conduzem a uma lipofilicidade

ideal.

2.1.3 Diaminas alquiladas com propriedades antibacterian as

O etambutol (Figura 9) é o principio ativo de alguns medicamentos
utilizados no tratamento da tuberculose, doenca bacteriana causada pelo

Mycobacterium tuberculosis. Ele atua na inibicdo de enzimas que promovem a
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biossintese da parede celular do Mycobacterium tuberculosis (JANIN, 2007).

Baseado na estrutura do etambutol, Protopova e colaboradores sintetizaram
milhares de compostos possuindo como estrutura base dois grupos amino
alquilados espacados por grupos metileno e avaliaram suas propriedades
contra a tuberculose. Tal estudo conduziu a obtencdo dos compostos 24, 25,
26 e 27 (Figura 9) com atividades antituberculose semelhantes aquelas do
etambutol, onde o composto 24, denominado SQ 109, passou pelos testes
clinicos de fase 1 (LEE et al., 2003; PROTOPOVA et al., 2005; JIA et al., 2005;
BOGATCHEVA et al., 2006).

: W N
\/\N/\/ N N H/\/N I 4@
H N N

Etambutol

™ '
oYe e

Figura 9 Estruturas do etambutol e de compostos ativos contra a tuberculose,

preparados por Protopova e colaboradores.

Uma série de aminas N-alquiladas sintetizadas pelo nosso grupo de
pesquisa foram submetidas a ensaios bioldgicos contra a tuberculose
(TAVEIRA et al., 2007; ALMEIDA et al., 2007; REZENDE JUNIOR et al., 2009).
Foram avaliados os potenciais desses compostos em inibir o crescimento do M.
tuberculosis, onde 0s compostos mais ativos estao representados na figura 10.
Verificou-se também que a condensacdo de algumas dessas aminas N-
alquiladas com carboidratos derivados da D-galactose, compostos 31-33

(Figura 10), conduziu ao aumento da atividade contra o M. tuberculosis,

sugerindo que o mecanismo de acdo dos compostos condensados ao
carboidrato poderia ser diferente daqueles ndo condensados. Os derivados de
carboidrato podem atuar inibindo a biossintese da parede celular do M.
tuberculosis, que é constituida de polissacarideos, enquanto que os compostos
nao condensados ao carboidrato podem atuar na membrana citoplasmatica do
M. tuberculosis (TAVEIRA et al., 2007).




67

OH
NH OH
7 S 7 10 QKOH \O)VNHZ
9

H H
5 28 29 30
MIC: 6,25 ug.mL" MIC: 6,25 ug.mL™ MIC: 6,25 pg.mL™"  MIC: 3,12 ug.mL""
HO HO HO

(e} o (e}
\go \go \go
31 32 33
MIC: 3,12 ug.mL™ MIC: 6,25 pg.mL"" MIC: 6,25 pg.mL""

Figura 10 Compostos ativos contra a tuberculose, derivados de aminas ou

amino-alcoois lipofilicos.

Posteriormente, uma seérie de N-acildiaminas foram sintetizadas e
testadas contra seis bactérias Gram-positivas e onze Gram-negativas. Os
compostos mais ativos estdo representados na figura 11, onde a amida 34
apresentou baixos MIC contra duas diferentes espécies de bactéria e a amida

35 apresentou baixos MIC contra trés diferentes espécies de bactéria
(ALMEIDA et al., 2010).

0]

O
~~_NH2 \(_))J\ ~_-NH;
10 N 12 N
H H
34 35
MIC Escherichia coli: 8 pg.mL"" MIC Micrococus lentus: 2 ug.mL'1
MIC Pseudomonas aeruginosa: 8 ug.mL" MIC Sthaphylococus aureus: 4 pg.mL™"

MIC Enterobacter aerogenes: 8 ug.mL""

Figura 11 Amino-amidas lipofilicas ativas contra diferentes espécies de

bactérias.
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2.1.4 Acido quinico

O acido quinico (Figura 12) € um cicloexanopoliol (ciclitol) carboxilado
gue esta amplamente distribuido no reino vegetal sob a forma livre ou
esterificado em suas hidroxilas ou carboxila (CARNAT et al, 2000; MARIA et al,
1999; BARCO et al, 1997). Ele é obtido na natureza como metabdlito primario
da D-glicose, formado pela acdo de algumas enzimas sobre esse acucar.
Devido a sua estrutura, o acido quinico é largamente empregado como
precursor em sintese organica, com a possibilidade de transformacdes

guimicas em todos os atomos de carbono (BARCO et al, 1997).

O OH
OH

OH OH

HO
Acido quinico
Figura 12 Estrutura do &cido quinico.

Diversos derivados desse acido se caracterizam por apresentarem
diferentes propriedades bioldgicas, dentre elas, antibacteriana, antimutagénica,
antitumoral, antioxidante, anti-inflamatoria e antiviral (SEFKOW, KELLING e
SCHILDE, 2001; HUYNH-BA, 1995). Uma das principais propriedades desses
compostos € a inibicao in vitro da enzima HIV integrase (REZENDE JUNIOR, et
al., 2013).

Extratos de Uncaria tomentosa, conhecido popularmente como unha de
gato e nativa da Amazénia, apresentam propriedades anti-inflamatorias devido
a presenca de grande quantidade de acido quinico e seus derivados. Esses
extratos sdo utilizados contra varias doencas como: alergia, artrite, cancer,
infeccBes de bactérias ou fungos, inflamagéo gastro intestinal e Ulcera géstrica.
Esses compostos atuam na inibicdo da transcricdo pro-inflamatoéria do fator
nuclear kappa de células B ativadas (NF-kB), proteina responsavel pela

producédo de citocinas e sobrevivéncia das células (ZENG et al., 2009).

Baseados nessas propriedades, Zeng e colaboradores sintetizaram e
avaliaram as propriedades anti-inflamatérias de uma série de amidas derivadas

do acido quinico, com objetivo de obter compostos com atividades melhores ou
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similares aos extratos naturais e mais eficientes na administracdo oral. Na
figura 13 estdo representadas as estruturas dessas amidas, onde 0s grupos
ligados ao nitrogénio variaram-se entre alquilas lineares ou ciclicos, benzila,
arila e alquil-amina. Diversas amidas apresentaram atividade anti-inflamatoéria
in vitro e in vivo, sendo adequadas para a administragédo oral, estaveis, solluveis
em agua e demonstraram uma significante eficdcia na inibicdo de NF-kB,
inibindo a adeséo de leucdcitos e citocinas conhecidos por estarem envolvidos
em doencas inflamatorias, sendo a amida 36 (Figura 13), 0 composto mais
ativo. Esses compostos também néo apresentaram propriedades anti-oxidantes
e citotdxicas, excluindo essas vias de possiveis mecanismos e acao para a
atividade anti-inflamatoria. Essas propriedades tornam esses compostos
protétipos promissores na busca por novos agentes anti-inflamatérios (ZENG et
al., 2009; ZENG et al., 2011; YATES et al., 2009; ZHANG et al., 2013).

OH ) OH

R.
”WOH \/\N OH

OH OH H o4 oH

R: alquilas lineares ou ciclicos, 36

benzila, arila e alquil-amina

Figura 13 Amidas derivadas do acido quinico com potentes atividades

anti-inflamatérias.

Verificaram-se também as propriedades dessas amidas na protecédo de
animais expostos a irradiacao ionizante (irradiacdo que diminui o namero de
leucécitos conduzindo a infecgBes oportunistas), sendo eficientes, quando
introduzidas antes ou depois da exposicao (YATES et al., 2010).

2.2 OBJETIVOS

Fundamentados nas propriedades antiparasitarias e antibacterianas das
diaminas N-alquiladas reportadas na literatura e pelo nosso grupo de pesquisa
e nas propriedades anti-inflamatdrias e perfil farmacocinético de amidas
derivadas do &cido quinico, objetivou-se nesse trabalho a sintese de amidas

derivadas de uma série de diaminas N-alquiladas condensadas com o acido
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quinico. O principal objetivo € a obtencéo, de forma rapida e simples, de
compostos com potencial atividade bioldégica contra diferentes tipos de
doencas.

Planejou-se a sintese dos compostos representados na figura 14.
Almejou-se a sintese dos compostos das seéries (II) e (lll) com cadeias
lipofilicas de dez ou doze carbonos, baseados nas atividades biolégicas das
diaminas N-alquiladas, nas quais os derivados com cadeias contendo entre dez
e quatorze carbonos foram mais ativos. Planejou-se também a preparacédo de
derivados sem a cadeia lipofilica, a fim de se avaliar a importancia dessa
cadeia na atividade desses novos compostos. A variacdo da quantidade de
grupos metileno entre os dois atomos de nitrogénios (espacador) podem
influenciar na lipofilicidade e na forma com que esses compostos podem
interagir no sitio ativo. As diferencas estruturais entre (Il) e (Ill) estdo
relacionadas com a solubilidade desses compostos em agua, que podem
influenciar nos perfis farmacocinéticos desses compostos. Os compostos (II)
sdo mais apolares, menos soluveis em agua que os compostos (lIl), que séo

sais de amonio e apresentam quatro grupos hidroxila.

Esses compostos podem ser considerados surfactantes, pois séo
compostos anfifilicos derivados de um carboidrato (parte polar) condensado a
cadeias alquilas longas (parte apolar). Diversos surfactantes com essas
caracteristicas sdo conhecidos por serem nao-toxicos, biodegradaveis e por
poderem atuar em diferentes areas como: industria alimenticia, biologia,

glicobiologia e como detergentes (ALMEIDA et al., 2007).

O OH
N gy =7 qro
ol OH 07& " WMWOH
OH OH

(I ()

R: H, CH3(CH2)9 ou CH3(CH2)11

n1,2,3e5

Figura 14 Estruturas dos compostos almejados nesse capitulo do trabalho.
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2.3 RETROSSINTESE

Os compostos da série (Ill) poderiam ser obtidos através da clivagem do
grupo isopropilideno dos compostos da série (lI) concomitantemente com a
formacao dos respectivos cloridrato. A sintese da série (Il) foi planejada a partir
da reacdo de amidacdo de diaminas N-alquiladas (série 1) com uma lactona
derivada do acido quinico e essas diaminas N-alquiladas poderiam ser
preparadas atraves da reacao de alquilacdo de suas respectivas diaminas com
haletos de alquila (Esquema 1).

O OH 0] OH

HHC! H %OH
R WHWOH :> R WHWO |:> HOOC OH
OH OH OH © H OH OH
(my (D) N
R 07 “NH, Acido quinico

U]
R: H, CH3(CH2)9 ou CH3(CH2)11

n1,2,3e5 HR-CI

H2N \en/\ NH2

Esquema 1 Retrossintese para a preparacao dos compostos almejados nesse

capitulo do trabalho.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1 Sintese das diaminas N-alquiladas (41-48)

As diaminas N-alquiladas foram preparadas similarmente as
metodologias previamente reportadas (REZENDE JUNIOR et al., 2010; SALES
JUNIOR et al., 2014; COSTA et al., 2009; COIMBRA et al., 2010). Através da
alquilacdo das diaminas 37-40 com os cloretos de decila e dodecila em etanol
sob refluxo durante 24 horas, obteve-se as diaminas N-alquiladas em
rendimentos de 65 a 85% (Esquema 2). Utilizou-se um excesso de cinco
equivalentes das diaminas 37-40 com o intuito de minimizar a formacao de

produtos de N,N’-dialquilacéo.
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RCI, etanol H
HN RN s R
refluxo, 24h

37n:1 41 n:1; R: CH3(CHy)g 77%
38n:2 42 n: 1: R: CHa(CHy)14 80%
23 " g 43 n: 2: R: CHa(CHy)o 79%
44 n: 2; R: CHy(CHp)1; 85%
45n: 3; R: CHa(CHo)o 85%
IRCI: CHa(CH,)sCl ou CHa(CH)11Cl| 46 n: 3; R: CHy(CHo)11 82%
47 n: 5; R: CH3(CHy)g 65%
48 n: 5, R: CHa(CHo)11 72%

Esquema 2 Sintese das diaminas N-alquiladas.

2.4.2 Sintese e caracterizacdo de (1R, 3R, 4R, 5R)-3,4- O-isopropilideno-

1,3,4,5-tetraidroxicicloexano-1,5-carbolactona 49

A lactona 49 foi preparada em 90% de rendimento através da reacgéo do
acido quinico com acetona anidra, na presenca de acido sulfarico catalitico e
sulfato de sodio, sob refluxo durante 24 horas (Esquema 3).

OH 0
HOOC OH Acetona, H,SO4 Na,SO4

OH OH refluxo, 24h
(90%) 0

Acido quinico 49 /<O

Esquema 3 Sintese da lactona 49.

No espectro de RMN de 'H de 49 (Figura 15) observam-se dois
simpletos em 81,38 e 1,55 correspondentes aos seis hidrogénios metilicos,
multipletos entre 62,00 e 2,60 referentes aos quatro hidrogénios metilénicos,
além de um multipleto entre 6 4,34-4,37 correspondente a H3, um triplo dupleto
em 04,58 (J = 3,1 e 6,2 Hz) referente a H5 e um dupleto duplo em 64,73 (J =
2,6 e 6,2) referente a H4. No espectro de RMN de **C de 49 (Figura 16)
observam-se quatro sinais entre 24,7 e 39,1 correspondentes aos carbonos
metilicos e metilénicos, quatro sinais entre 72,4 e 76,7 referentes aos trés
carbonos metinicos e C1 e dois sinais em 6 110,9 e 180,1 correspondentes aos

carbonos cetalico e carbonilico, respectivamente.
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Figura 15 Espectro de RMN de *H do composto 49 (CD30OD, 300MHz).
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Figura 16 Espectro de RMN de **C do composto 49 (CD30D, 75MHz).
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2.4.3 Sintese e caracterizacdo das amidas 50-61

A partir da reacdo de amidacéo entre a lactona 49 com as diaminas 37-
40 e diaminas N-alquiladas 41-48 em metanol sob refluxo durante 18 horas
obteve-se as amidas 50-61 em rendimentos que variaram de 41 a 95%
(Esquema 4). Nas reacdes com as diaminas 37-40 utilizou-se um excesso de 3

mol/equivalentes dessas diaminas para evitar a formacao de diamidas.

RNH(CH,),NH, o) OH

H
(37-48) R’NWNWO

metanol, refluxo, 18h H OH 07P
50n:1;R:H 80%
51 n: 1; R: CH3(CHy)g 95%
52 n: 1; R: CH3(CHy)11 88%
53n:2;R:H 78%
54 n: 2; R: CH3(CHy)g 75%
55n: 2; R: CH3(CHy)11 86%
56n:3;R:H 86%
57n: 3; R: CH3(CH2)9 41%
58n: 3;R: CH3(CH2)11 79%
59n:5 R H 80%
60 n: 5; R: CH3(CHy)g 95%
61n: 5, R: CH3(CHy)14 43 %

Esquema 4 Sintese das amidas 50-61.

Devido a semelhanca estrutural entre esses compostos, sera discutida
apenas a caracterizacdo da amida 51. No espectro de RMN de 'H de 51
(Figura 17) observam-se um tripleto (J = 6,6 Hz) em 60,87 e um sinal largo em
0 1,24 correspondentes aos trés hidrogénios metilicos da cadeia lipofilica e a
quatorze hidrogénios metilénicos dessa cadeia, respectivamente. Em 61,34 e
1,50 observam-se dois singletos referentes aos seis hidrogénios metilicos do
grupo isopropilideno e a dois hidrogénios metilénicos do carbono B ao grupo
amino da cadeia lipofilica. Observam-se também sinais entre 62,00 e 2,40
correspondentes aos quatro hidrogénios metilénicos do anel ciclitol, dois
tripletos (J = 5,6 e 7,4 Hz) referentes aos quatro hidrogénios metilénicos dos
carbonos ligados ao nitrogénio da funcdo amina, além de um multipleto em
0 3,37-3,45 correspondentes aos dois hidrogénios metilénicos do carbono

ligado ao nitrogénio da funcdo amida. E possivel observar sinais entre 54,09 e
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4,56 referentes aos trés hidrogénios metinicos do anel ciclitol e aos trés
hidrogénios das hidroxilas e amina, além de um tripleto em 87,67 (J = 5,7 Hz)
correspondente ao hidrogénio N-H da funcdo amida. A amidacéo da lactona foi
evidenciada pela presenca dos sinais correspondentes aos hidrogénios
lipofilicos e a amidag&ao no nitrogénio primario foi evidenciada pela presenca do
sinal em 67,67 referente ao hidrogénio N-H da fungdo amida, caso a reacéo
ocorresse pelo nitrogénio secundario, ndo haveria sinal de hidrogénio N-H de
amida. No espectro de RMN de **C de 51 (Figura 18) observam-se treze sinais
entre 014,1 e 37,1 correspondentes aos trés carbonos metilicos e aos dez
carbonos metilénicos ndo nitrogenados do anel ciclitol e do grupo alquila.
Observam-se também trés sinais em 6 38,4, 48,1 e 49,1 referentes aos trés
carbonos nitrogenados, quatro sinais entre 6 66,2 e 76,7 correspondentes aos
quatro carbonos C-O do anel ciclitol, além de dois sinais em 6108,6 e 177,1

referentes aos carbonos cetalico e carbonilico, respectivamente.
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Figura 17 Espectro de RMN de *H do composto 51 (CDClz, 300MHz).
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Figura 18 Espectro de RMN de 'C do composto 51 (CDClz, 75MHz).
2.4.4 Sintese e caracterizacdo dos sais de amonio 62-73

Os sais de amonio 62-73 foram preparados em 70-97% de rendimento a
partir da reacdo das amidas 50-61 com &cido cloridrico (4 mol.L™ em 4gua) em

metanol, a temperatura ambiente durante 8-10 horas (Esquema 5).

0]
H A o HCI Hx0, metanol H-Hm i o
R’ \en/\lryl -~ R \(),,/\Nw OH
OH O ta., 8-10h H  OH OH
50n:1;R:H 62n:1;,R:H 85%
51 n: 1; R: CH3(CHy)g 63 n: 1; R: CH3(CHy)g 97%
52 n: 1; R: CH5(CHy)44 64 n: 1; R: CH3(CHy)14 85%
53n:2;R:H 65n:2;R: H 95%
54 n: 2; R: CH3(CHy)g 66 n: 2; R: CH3(CHy)g 85%
565 n: 2; R: CH5(CHy)44 67 n: 2; R: CH5(CH,)14 86%
56n:3;R:H 68n:3;R:H 95%
57 n: 3; R: CH3(CHy)g 69 n: 3; R: CH3(CHy)g 96%
568 n: 3; R: CH5(CHy)44 70 n: 3; R: CH3(CHy)11 70%
59n:5 R H 71n:5 R H 87%
60 n: 5; R: CH3(CHy)g 72n: 5; R: CH3(CHy)g 97%
61 n: 5; R: CH5(CHy)44 73 n: 5; R: CH3(CHy)11 75%

Esquema5 Sintese dos sais de amoénio 62-73.
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Devido a semelhanca estrutural sera discutida apenas a caracterizacao
do composto 63. No espectro de RMN de *H de 63 (Figura 19) observam-se
um tripleto em 60,91 (J = 6,3 Hz) e dois singletos largos em 61,30 e 1,72
correspondentes aos hidrogénios metilicos e metilénicos da porcao alquila.
Observam-se também um multipleto em & 1,93-2,02 e dois tripletos em 6 3,04 e
3,17 referentes aos hidrogénios metilénicos do anel ciclitol e dos carbonos
presentes entre os dois nitrogénios, além de quatro multipletos entre & 3,41-
3,45 e 4,18-4,17 correspondentes aos trés hidrogénios metinicos do anel ciclitol
e aos dois hidrogénios metilénicos do carbono da cadeia alquila, que esta
diretamente ligado ao nitrogénio. A clivagem do grupo isopropilideno foi
evidenciada pela auséncia de sinais referentes aos seus hidrogénios metilicos
e a formacao do sal de amoénio foi evidenciada por espectrometria de massas.
No espectro de RMN de *3C de 63 (Figura 20) observam-se treze sinais entre
13,1 e 41,0 correspondentes aos carbonos metilénicos e metilico, quatro sinais
entre 0 66,7 e 76,6 referentes aos quatro carbonos C-O, além de um sinal em &

177,3 correspondente ao carbono carbonilico.
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N 277 31

Figura 19 Espectro de RMN de *H do composto 63 (CD30OD, 300MHz).
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Figura 20 Espectro de RMN de **C do composto 63 (CD3OD, 75MHz).
2.4.5 Ensaios biol6gicos

Os compostos 50-73 (séries I, Il e lll, Figura 21) foram enviados para
diferentes ensaios biolégicos em colaboracdo com diversos pesquisadores.

o) OH
H H WO H.HOl Q oH
R™ 07 NH, R \On/\” 7& R WHWOH

OH © OH OH
U] ) (m

R: H, CH3(CH2)9 ou CH3(CH2)11
n:1,2,3e5

Figura 21 Estruturas dos compostos enviados para 0s ensaios biologicos.

Avaliaram-se as propriedades desses compostos contra diferentes
espécies de bactérias. No laboratorio de microbiologia da Universidade Federal
de Juiz de Fora, em colaboracdo com o pesquisador Claudio Diniz, esses
compostos foram testados contra as bactérias Gram positivas Sthaphylococus

aureus e Sthaphylococus epidermis e contra a bactéria Gram negativa
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Pseudomonas aeruginosa. Na Fiocruz-RJ, em colaboracdo com a
pesquisadora Maria Cristina S. Lourenco, esses compostos foram testados
contra o Mycobacterium tuberculosis, onde os testes ja foram realizados para

uma parte dos compostos, estando em andamento para os demais.

Estdo sendo realizados testes contra diferentes tipos de parasitos. No
laboratorio de Bioquimica e Imunologia da USP de Ribeirdo Preto esta sendo
realizados 0s ensaios contra a esquistossomose. Na Faculdade de Farmacia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul estdo sendo realizados os

ensaios contra tricomonose e giardiose.

Esses compostos também serdo testados contra a leishmaniose, doenca

de Chagas e na avaliacao de suas propriedades anti-inflamatorias.

2.4.5.1 Ensaios antibacterianos

Os resultados biolégicos contra as bactérias Sthaphylococus aureus
(SA), Sthaphylococus epidermidis (SE) e Pseudomonas aeruginosa (PA) estédo
representados na tabela 1, onde os valores de MIC (concentracdo inibitoria
minima) estdo em pg.mL™. Observa-se que diversos compostos apresentaram
resultados promissores, sendo que algumas conclusdes puderam ser retiradas

a partir da analise da relacéo estrutura e atividade.
2.4.5.1.1 Diaminas N-alquiladas (I)

Comparando as diaminas N-alquiladas (I) observou-se que, de uma
maneira geral, os compostos com cadeia alquila de doze carbonos foram mais
ativos que os compostos com cadeia de dez, destacando-se os compostos 44
[MICs (ug.mL™): 4 (SA), 1 (SE) e 8 (PA)] e 46 [MICs (ug.mL™): 1 (SA), 2 (SE)].
O composto 45, derivado com cadeia alquila de dez carbonos, também
apresentou excelentes atividades [MICs (ug.mL™): 4 (SA), 2 (SE) e 2 (PA).

2.4.5.1.2 Derivados das séries (1) e (Ill) com ou sem cadeias alquilas

Observou-se que os compostos sem cadeia alquila (R = H) néao

apresentaram atividade ou o MIC foi muito alto, com excecdo de 62, que
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apresentou MIC de 32 pg.mL™ para SA e 1 pg.mL™ para SE e PA. Esses dados
sugerem que a cadeia lipofilica € extremamente importante para a atividade

bioldgica.

2.4.5.1.3 Comparacgao entre as diaminas N-alquiladas (I) com os derivados de
carboidrato (I1) e ()

Verificou-se que as diaminas N-alquiladas (série 1) foram mais ativas que
seus respectivos derivados condensados aos carboidratos (I) e (ll), com
excecdo da diamina alquilada 43, que foi menos ativa ou similar aos seus

derivados de carboidrato 54 e 66.
2.4.5.1.4 Derivados das séries (1) e (lll)

Comparando as atividades dos compostos das séries (l) e (lll) observa-
se que, de modo geral, os melhores resultados obtidos foram para os derivados
da propanodiamina e da butanodiamina. Os compostos da série (Il)
apresentaram-se mais eficientes contra as bactérias SA e SE, ambas Gram
positivas, enquanto que os compostos da série (lll) foram mais promissores
contra a bactéria PA (Gram negativa). Essa seletividade pode estar relacionada
com as diferentes interag6es que os compostos das séries (Il) e (Ill) possuem
com as bactérias Gram positivas e Gram negativas, ja que as paredes
celulares dessas bactérias sédo diferentes. Nota-se ainda que os derivados da
etilenodiamina e hexanodiamina n&o apresentaram atividade biolégica
relevante, exceto para 51 (MIC de 2 pg.mL™ para SA), sugerindo que a
distdncia entre os dois atomos de nitrogénios (espacador) influencia na
atividade.

Os compostos que merecem destaque dessas séries sao: 51 [MICs
(bg.mL™): 2 (SA)], 52 [MICs (ug.mL™): 2 (SE) e 8 (PA)], 54 [MICs (ug.mL™): 1
(SA) e 4 (SE)], 66 [MICs (ug.mL™): 4 (PA) e 8 (SA)] e 69 [MICs (ug.mL™): 1
(PA)].
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Tabela 1 Atividade dos compostos das séries (1), (I) e (lll) contra as bactérias S. aureus (SA), S. epidermidis (SE) e P. aeruginosa

(PA).
H H i o HHe OH
RN NH R/NWNWO _N. OH
n 2 H R \(’)n/\N
OH O#/ H OH oH
(1) (1)) (i
n:1 (MIC: ug.mL™ n:2 (MIC: ug.mL™) n:3 (MIC: ug.mL™ n:5 (MIC: ug.mL™)
08 (n° (m° n° (n° (m° 0% (n° (m° 08 (n° (n°
R: CH;3(CHy)g 412 512 63° 432 542 66° 452 572 692 472 60° 722
SA: 32 | SA: 2 SA: 512 | SA: 512 | SA:'1 SA: 8 SA:4 | SA: 512 SA: 64 SA: 16 | SA: 64 | SA: 512
SE: 32 | SE: 512 SE: 512 | SE: 4 SE: 4 SE: 16 | SE:2 | SE: 512 SE: 128 | SE: 32 | SE: 256 | SE: 512
PA: 16 | PA: 512 PA: 512 | PA: 512 | PA: 512 | PA: 4 PA:2 | PA: 512 PA: 1 PA: 16 | PA: 256 | PA: 512
R: CH3(CHy)11 422 522 64° 442 552 672 462 582 702 48?2 61° 732
SA: 8 | SA: 32 SA: 16 | SA: 4 SA: 16 SA: 512 | SA:1 | SA: 512 SA: 64 SA: 32 | SA: 512 | SA: 128
SE:4 | SE: 2 SE:16 | SE: 1 SE: 32 SE: 512 | SE: 2 | SE: 512 SE: 128 | SE:4 | SE:512 | SE: 32
PA: 32 | PA: 8 PA: 16 | PA: 8 PA: 512 | PA:16 | PA: 64 | PA: 512 PA: 64 PA:8 | PA:512 | PA: 128
R:H 502 62° 532 65° 562 682 592 712
SA: >1024 | SA: 32 SA: >512 | SA:512 SA: >1024 | SA:> 512 SA: 512 | SA: >512
SE: >1024 | SE: 1 SE: >512 | SE: 512 SE: >1024 | SE: >512 SE: 512 | SE: >512
PA: 128 PA: 1 PA: >512 | PA: 512 PA: >1024 | PA: >512 PA: 512 | PA: >512

#Numeragédo do composto testado.

® Especificacéo da série do composto testado.

Cloranfenicol (droga de referéncia): SA (16 pg.mL™), SE (32 pg.mL™) e PA (32 ug.mL™).
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2.5 CONCLUSOES

De forma rapida, simples e eficiente foram preparados 32 compostos em
rendimentos de 41 a 97%, com potencial atividade biolégica contra diferentes
tipos de doengas. Na avaliacdo da acdo desses compostos contra diferentes
bactérias Gram positivas e Gram negativas, verificou-se que houve uma boa
relacdo estrutura e atividade entre os compostos. Observou-se que a cadeia
lipofilica esta diretamente relacionada com a atividade e que os derivados da
propanodiamina e da butanodiamina foram mais promissores. Os compostos
da série (I), sem o carboidrato, se mostraram mais ativos, enquanto que 0s
compostos da série (Il) apresentaram-se mais eficientes contra as bactérias SA
e SE (Gram positivas) e a série (lll) foi mais promissora contra a bactéria PA
(Gram negativa), havendo seletividade, provavelmente devido as diferencas

estruturais entre essas duas séries.

Desses 32 compostos testados, 17 apresentaram-se mais ativos ou com
atividades semelhantes ao Cloranfenicol (droga de referéncia). Esses
resultados contribuem para o desenvolvimento das pesquisas realizadas pelo
Nnosso grupo, que tem o objetivo de sintetizar compostos com potentes
atividades antimicrobianas. Como perspectiva, faz se necessario a realizagdo
de testes especificos para avaliar os possiveis mecanismos de acao desses

compostos e citotoxicidade em células normais.

Os resultados da avaliacdo desses compostos contra tuberculose,
leishmaniose, esquistossomose, giardiose, tricomonose e doenca de Chagas
poderdo também contribuir para o desenvolvimento das pesquisas do nosso
grupo, na busca por novos compostos biologicamente ativos. As avaliacdes
das propriedades anti-inflamatérias poderdo também abrir um leque de

possibilidades para o desenvolvimento de futuros projetos.
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2.6 PARTE EXPERIMENTAL
2.6.1 Materiais e métodos

Os espectros de RMN de 'H e de *C foram registrados nos
espectrometros BRUKER AVANCE DRX/300 no Departamento de Quimica da
UFJF. Como referéncia interna foi utilizado o tetrametilsilano ou o sinal residual

do solvente deuterado empregado.

Os espectros de massas de alta resolugdo (EMAR) foram realizados na
Fiocruz-Curitiba-PR.

Para cromatografia em coluna de silica utilizou-se silica-gel 60G 0,063-
0,200 (70-230 mesh ASTM) e para cromatografia em camada delgada utilizou-
se silica gel 60G em laminas de vidro.

Nos procedimentos de purificacdo por extracdo, recristalizacdo ou
coluna cromatogréfica, foram utilizados solventes P.A. sem prévia purificacao.
2.6.2 Sintese e caracterizacao

2.6.2.1 Preparacgao das diaminas N-alquiladas (41-48)

H
NH RCI, etanol N
HNT 0 2 ————— HN" 6 R
refluxo, 24h
37 n: 1 41 n: 1; R: CH3(CHy)g 77%
gg n: g 42 n: 1; R: CH3(CHy)11 80%
n:

40N 5 43 n: 2; R: CH3(CHy)g 79%
44 n: 2; R: CH3(CHy)414 85%
45 n: 3; R: CH3(CHy)g 85%
RCI: CH3(CH,)¢Cl ou CH3(CH,)44Cl 46 n: 3; R: CH3(CH»)¢¢1 82%
47 n: 5; R: CH3(CH2)9 65%
48 n: 5; R: CH3(CH2)11 72%

Em uma solucdo de 50 mmol das diaminas 37-40 em etanol (200 mL)
sob refluxo foi adicionado lentamente, com o auxilio de um funil de adigdo, 10
mmol dos cloretos de decila ou dodecila. A reacdo permaneceu sob essas
condi¢cbes durante 24 horas. Acompanhou-se o desenvolvimento da reacéo por
CCDS (eluente: CH,Cly/metanol 9:1 v/iv e hexano; reveladores: lodo e solugéo

etandlica de H,SO, 20%, seguido de aquecimento) Apds o término reacional,
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evaporou-se o etanol e adicionou-se diclorometano (100 mL). Essa solucao foi
extraida com agua destilada (5 X 100 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato
de sddio, filtrada e evaporada sob pressédo reduzida. O residuo foi purificado
por recristalizacdo com hexano conduzindo a formacao dos compostos 41-48,

em rendimentos de 65 a 85%.

2.6.2.2 Preparacéo da lactona 49

OH 0]
HOOC OH Acetona, H,SO4 Na,SO4 0
= 3
OH OH refluxo, 24h HO™ :
A (90%) o
Acido quinico 49

Em uma solugéo de 26,6 mmol (5,12 g) do acido quinico em 200 mL de

acetona anidra adicionou-se 20 g de sulfato de sédio anidro e 0,2 mL de acido
sulfurico concentrado. A reacéo foi mantida sob agitacdo magnética e refluxo
durante 24 horas. Acompanhou-se o desenvolvimento da reacdo por CCDS
(eluente: diclorometano/metanol 9:1 v/v; reveladores: lodo e solu¢do etandlica
de H,SO,4 20%, seguido de aquecimento). Apds o término reacional, o sulfato
de sodio foi filtrado e com a agua-mae foi realizada uma extracdo com agua
destilada e acetato de etila. A fase orgénica foi seca com sulfato de sodio
anidro e evaporada sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi recristalizado
em hexano, conduzindo a lactona 49 em 90% de rendimento.
Sélido branco; RMN *H (300 MHz, CDs0D) & 1,38 (s, 3H), 1,55 (s, 3H), 2,00-
2,60 (m, 4H), 4,37-4,34 (m, 1H), 4,58 (td, J = 3,1, 6,2 e 9,7 Hz, 1H), 4,73 (dd, J
= 2,6 e 6,2, 1H). RMN *C (75 MHz, CDs0D): 24,7, 27,5, 35,7, 39,1, 72,4,
73,0, 73,7, 76,7, 110,9 e 180,1.
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2.6.2.3 Preparacgao das amidas 50-61

0 RNH(CHy),NH, 0] OH

o H
Lo Lo (37-48) R,N\en/\ﬁwO

50 metanol, refluxo, 18h OH 07P

49 /<O 50n: 1;R: H 80%

51 n: 1; R: CH3(CHy)g 95%

52 n: 1; R: CH3(CHy)11 88%

53n:2;R:H 78%

54 n: 2; R: CH3(CHy)g 75%

55n: 2; R: CH3(CHy)11 86%

56n:3;R:H 86%

57 n: 3; R: CH3(CHy)g 41%

58 n: 3; R: CH3(CH2)11 79%

59n:5 R H 80%

60 n: 5; R: CH3(CHy)g 95%
61n: 5, R: CH3(CHy)11 43%

Em uma solugcédo da lactona 49 (2 mmol) em metanol (20 mL) foram
adicionados as diaminas 37-48 (4 mmol). A reacdo foi mantida sob refluxo por
aproximadamente 18 horas. Acompanhou-se o0 desenvolvimento da reacao por
CCDS (eluente: diclorometano/metanol 9:1 v/v; reveladores: lodo e solugéo
etandlica de H,SO, 20%, seguido de aquecimento). Apds o término reacional
evaporou-se o metanol e a mistura foi purificada por coluna cromatografica
(CH.CIl, / MeOH em gradiente de polaridade) conduzindo a formacéo das

amidas 50-61 em rendimentos de 41 a 95%.

50 (80%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, CDs0OD) d 4,44 (td, J = 5,1, 3,6
Hz, 1H), 4,02 — 3,84 (m, 2H), 3,33 — 3,25 (m, 2H), 2,79 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,26
-2,18 (m, 1H), 1,99 (dd, J = 15,4, 3,4 Hz, 1H), 1,81 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 1,46 (s,
3H), 1,30 (s, 3H); RMN de **C (75 MHz, CD;0OD) & 179,3, 110,0, 81,5, 76,0,
75,1, 69,2, 41,5, 41,1, 40,3, 36,0, 28,7, 26,1. EMAR (ESI) calculado para [M +
Na]*: 275,1601; encontrado: 275,15509.

51 (95%); sélido branco; RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 7,67 (t, J = 5,7 Hz,
1H), 4,60 — 4,47 (m, 1H), 4,16 — 4,00 (m, 4H), 3,93 — 3,81 (m, 1H), 3,42 (m,
2H), 2,85 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 2,67 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,38 (dd, J = 15,4, 2,6 Hz,
1H), 2,25 — 1,94 (m, 3H), 1,50 (s, 5H), 1,24 (s, 17H), 0,87 (t, J = 6,6 Hz, 3H);
RMN de *C (75 MHz, CDCls) 8 177,1, 108,6, 77,4, 77,0, 76,7, 73,2, 72,3, 66,2,
49,1, 48,0, 38,4, 37,3, 34,4, 31,8, 29,6, 29,5, 29,4, 29,3, 29,0, 27,2, 27,1, 24,5,
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22,6, 14,0. EMAR (ESI) calculado para [M+H]" 415,3166; encontrado:
415,3159.

52 (88%); sélido branco; RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 7,53 (s, 1H), 4,62 —
4,53 (m, 1H), 4,15 (s, 1H), 3,85 (s, 1H), 3,40 (s, 4H ), 2,82 (t, J = 5,7 Hz, 2H),
2,64 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,42 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 2,24 (dd, J = 14,8, 5,4 Hz,
1H), 2,05 (t, J = 13,9 Hz, 2H), 1,51 (s, 5H), 1,35 (s, 3H), 1,26 (s, 18H), 0,88 (t, J
= 6,3 Hz, 3H); RMN de *3C (75 MHz, CDCl;) 5 177,1, 108,9, 76,4, 73,1, 72,3,
66,1, 49,5, 48,4, 38,9, 37,3, 34,5, 32,0, 29,8, 29,7, 29,6, 29,5, 27,3, 27,2, 24,6,
22,8, 14,2. EMAR (ESI) calculado para [M+H]" 443,3479; encontrado:
443.3410.

53 (78%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, D,0) & 4,59 (s, 1H), 4,07 (s, 2H),
3,33 (dd, J = 13,7, 6,7 Hz, 2H), 3,07 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 2,88 (t, J = 7,0 Hz, 1H),
2,22 (m, 2H), 2,01 — 1.75 (m, 4H), 1,56 (s, 3H), 1,42 (s, 3H); RMN de **C (75
MHz, D,O) 6 177,8, 109,4, 79,6, 75,1, 73,8, 67,6, 38,1, 37,4, 36,4, 33,6, 29,3,
28,6, 27,5, 25,0. EMAR (ESI) calculado para [M+H]" 289,1758; encontrado:
289.1752.

54 (75%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 7,76 (s, 1H), 4,54 (dd, J
= 6,4, 3,2 Hz, 2H), 4,12 (dd, J = 5,9, 3,9 Hz, 2H), 3,89 — 3,78 (m, 1H), 3,46 —
3,24 (m, 2H), 2,81 — 2,56 (m, 4H), 2,38 (dd, J = 15,6, 2,7 Hz, 1H), 2,17 (dd, J =
14,7, 5,8 Hz, 1H), 2,03 (m, 3H), 1,83 — 1,71 (m, 2H), 1,50 (s, 5H), 1,29 (sl,
17H), 0,86 (t, J = 6,4 Hz, 3H); RMN de *3C (75 MHz, CDCl;) & 177,0, 108,86,
76,5, 73,0, 72,2, 66,0, 49,3, 46,8, 37,5, 37,4, 34,4, 31,8, 29,5, 29,4, 29,2, 28,8,
28,3, 27,1, 27,1, 24,5, 22,6, 14,05. EMAR (ESI) calculado para [M+H]"
429,3323; encontrado: 429,3313.

55 (86%); 6leo incolor; RMN de *H NMR (300 MHz, CDCls) & 7,83 (s, 1H), 4,69
(s, 3H), 4,43 (s, 1H), 3,99 (s, 1H), 3,83 (s, 1H), 3,25 (s, 2H), 2,60 (s, 4H), 2,25
(d, J = 13,8 Hz, 1H), 1,93 (s, 3H), 1,70 (s, 2H), 1,42 (s, 5H), 1,17 (s, 18H), 0,79
(s, 3H); RMN de *C (75 MHz, CDCl;) d 176,9, 108,5, 73,5, 72,7, 72,3, 66,5,
49,1, 46,4, 37,8, 37,2, 34,5, 31,8, 29,5, 29,3, 29,2, 28,5, 27,4, 27,0, 24,8, 22,5,
14,0. EMAR (ESI) calculado para [M+H]" 457,3636; encontrado: 457,3630.
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56 (86%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, D,0) & 4,42 (s, 1H), 3,99 — 3,83
(m, 2H), 3,10 (d, J = 6,2 Hz, 2H), 2,87 (t, J = 6,5 Hz, 1H), 2,60 (t, J = 6,7
Hz,1H), 2,13 (dd, J = 16,1, 4,9 Hz, 1H), 1,96 (d, J = 15,8 Hz, 1H), 1,74 (d, J =
7.1 Hz, 2H), 1,39 (s, 7H), 1,25 (s, 3H); RMN de *C (75 MHz, D,0) & 1774,
109,4, 79,6, 75,1, 73,8, 67,6, 39,8, 38,9, 38,1, 33,5, 27,4, 25,8, 25,0. EMAR
(ESI) calculado para [M+H]* 303,1914; encontrado: 303.1906.

57 (41%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 7,35 (t, J = 5,6 Hz, 1H),
4,59 — 4,52 (m, 1H), 4,14 (s, 1H), 3,88 (s, 1H), 3,41 — 3,17 (m, 2H), 2,87 — 2,64
(m, 4H), 2,40 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 2,30 — 2,15 (m, 1H), 2,13 — 1,91 (m, 4H),
1,70 — 1,45 (m, 9H), 1,26 (s, 19H), 0,88 (t, J = 6,2 Hz, 3H); RMN de *C (75
MHz, CDCI3) 6 176,7, 108,6, 76,1, 72,8, 72,1, 65,8, 49,6, 48,9, 39,0, 37,1, 34,4,
31,8, 29,5, 29,4, 29,2, 27,2, 27,1, 27,0, 26,5, 24,3, 22,6, 14,0. EMAR (ESI)
calculado para [M+H]" 443,3479; encontrado: 443,3471.

58 (79%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 7,41 (s, 1H), 4,54 (s,
1H), 4,12 (s, 1H), 3,88 (s, 1H), 3,47 — 3,12 (m, 2H), 3,04 — 2,76 (m, 4H), 2,47 —
2,18 (m, 1H), 2,16 — 1,84 (m, 5H), 1,79 — 1,49 (m, 9H), 1,38 — 1,17 (m, 24H),
0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H); RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 176,4, 108,5, 76,6,
72,9, 72,2, 65,9, 49,9, 49,3, 39,1, 37,2, 34,4, 31,8, 29,9, 29,5, 29,2, 27,3, 27,2,
27,1, 24,4, 22,6, 14,0. EMAR (ESI) calculado para [M+H]" 471,3792;
encontrado: 471,3785.

59 (80%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, D,0) d 4,55 (td, J = 4,9, 2,4 Hz,
1H), 4,08 — 3,98 (m, 2H), 3,21 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,97 (t, J = 7,2 Hz, 0,5H), 2,70
(t, J = 7,2 Hz, 1,5H), 2,26 (dd, J = 16,0, 4,9 Hz, 1H), 2,08 (d, J = 15,9 Hz, 1H),
1,87 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 1,56 — 1,44 (m, 7H), 1,37 (s, 3H), 1,34 — 1,23 (m, 4H);
RMN de *3C (75 MHz, D,0O) 6 177,3, 109,4, 79,7, 75,1, 73,8, 67,6, 40,1, 39,2,
38,1, 33,6, 29,9, 28,3, 27,5, 25,6, 25,5, 25,00 EMAR (ESI) calculado para
[M+H]" 331,2227; encontrado: 331,2217.

60 (95%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 7,17 (s, 1H), 4,58 —
4,29 (m, 3H), 4,07 (s, 1H), 3,82 (s, 1H), 3,34 — 3,10 (m, 2H), 2,63 (s, 3H), 2,43 —
1,85 (m, 5H), 1,46 (s, 9H), 1,38 — 1,01 (m, 21H), 0,82 (t, J = 6,4 Hz, 3H); RMN
de **C (75 MHz, CDCl3) & 176,5, 108,5, 76,7, 73,1, 72,3, 66,1, 49,0, 48,8, 39,0,
37,3, 34,4, 31,8, 29,4, 29,3, 29,2, 29,1, 28,4, 28,2, 27,2, 27,1, 26,5, 26,3, 24,5,
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22,5, 14,0. EMAR (ESI) calculado para [M+H]" 471,3792; encontrado:
471,3788.

61 (43%); sélido branco; RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 7,10 (t, J = 5,7 Hz,
1H), 4,59 — 4,51 (m, 1H), 4,19 — 4,09 (m, 1H), 3,91 — 3,66 (m, 4H), 3,36 — 3,17
(m, 2H), 2,78 — 2,53 (m, 5H), 2,41 (dd, J = 15,6, 2,5 Hz, 1H), 2,21 (dd, J = 14,8,
5,5 Hz, 1H), 2,10 — 1,95 (m, 3H), 1,50 (s, 11H), 1,36 — 1,17 (m, 23H), 0,87 (t, J
= 6,5 Hz, 3H); RMN de *3C (75 MHz, CDCl;) 5 176,5, 108,6, 76,2, 72,9, 72,1,
65,9, 49,4, 49,1, 39,1, 37,1, 34,4, 31,8, 29,6, 29,5, 29,5, 29,4, 29,3, 29,2, 29,0,
28,8, 27,2, 27,0, 26,6, 26,4, 24,3, 22,6, 14,0. EMAR (ESI) calculado para
[M+H]" 499,4105; encontrado: 499,4101.

2.6.2.4 Preparacéo dos sais de amonio 62-73

0]
H A o HCl, Hx0, metanol HHC' i o
R’ \en/\lr:jl L R WNWOH
OH o% t.a., 8-10h H  oH OH
50n:1;R: H 62n:1;R: H 85%
51 n: 1; R: CH3(CHy)g 63 n: 1; R: CH3(CHy)g 97%
52 n: 1; R: CH3(CH5)44 64 n: 1; R: CH3(CHy)1¢4 85%
53n:2;:R: H 65n:2;R: H 95%
54 n: 2; R: CH3(CHy)g 66 n: 2; R: CH3(CHy)g 85%
55 n: 2; R: CH3(CH5)44 67 n: 2; R: CH3(CHy)14 86%
56n: 3 R:H 68n:3;R:H 95%
57 n: 3; R: CH3(CHy)g 69 n: 3; R: CH3(CHy)g 96%
58 n: 3; R: CH3(CH5)¢4 70 n: 3; R: CH3(CHy)1¢4 70%
59n:5 R:H 71n:5 R: H 87%
60 n: 5; R: CH3(CHy)g 72 n: 5; R: CH3(CHy)g 97%
61 n: 5; R: CH3(CH5)44 73 n: 5; R: CH3(CHy)1¢ 75%

Em uma solucéo das amidas 50-61 (1 mmol) em metanol (10 mL) foi
adicionado &cido cloridrico (4 mL, 4 mol.L™}). A mistura permaneceu sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 8-10 horas. Acompanhou-
se o desenvolvimento da reacdo por CCDS (eluente: diclorometano/metanol
8:2 vlv; reveladores: lodo e solucédo etandlica de H,SO, 20%, seguido de
aguecimento). Apés o término reacional evaporou-se o solvente conduzindo a

formacao dos sais de amonio 62-73 em rendimentos de 70 a 97%.

62 (85%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, D,0) & 8,44 (s, 1H), 4,12 (s, 1H),
3,96 (td, J = 10,6, 4,7 Hz, 1H), 3,54 — 3,36 (m, 3H), 3,06 (t, J = 5,7 Hz, 2H),
2,07 — 1,75 (m, 4H); RMN de **C (75 MHz, D,0O-Dioxano) d 177,9, 76,8, 75,0,
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70,4, 66,3, 40,4, 39,1, 37,1, 36,9. EMAR (ESI) calculado para [M-CI]* 235,1288;
encontrado: 235.1283.

63 (97%); solido branco; RMN de *H (300 MHz, CD3;0D) & 4,17 (s, 1H), 4,03 (s,
1H), 3,56 (dd, J = 10,7, 5,4 Hz, 2H), 3,43 (dd, J = 9,1, 2,8 Hz, 1H), 3,17 (s, 2H),
3,09 — 2,97 (m, 2H), 2,12 — 1,89 (m, 4H), 1,73 (s, 2H), 1,30 (s, 14H), 0,91 (t, J =
6,1 Hz, 3H); RMN de B3¢ (75 MHz, CD3;0OD) & 177,2, 76,6, 75,6, 70,7, 66,7,
41,0, 37,3, 35,6, 31,6, 29,3, 29,2, 29,0, 29,0, 28,8, 26,1, 25,8, 22,3, 13,0. EMAR
(ESI) calculado para [M-CI]* 375,2853; encontrado: 375,2837.

64 (85%); solido branco; RMN de *H (300 MHz, CD;0D) & 3,99 (s, 1H), 3,83 (s,
1H), 3,44 — 3,21 (m, 3H), 2,95 (s, 2H), 2,81 (s, 2H), 1,97 — 1,65 (m, 4H), 1,51 (s,
2H), 1,06 (s, 16H), 0,67 (t, J = 6,5 Hz, 3H); RMN de *C (75 MHz, CD3;0OD) &
178,4, 78,0, 76,9, 72,0, 67,9, 42,1, 38,4, 37,0, 32,9, 30,6, 30,5, 30,3, 30,1, 27,4,
27,1, 23,6, 14,4,

65 (95%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, D,O) d 4,10 (dd, J = 6,3, 3,1 Hz,
1H), 4,01 — 3,88 (m, 1H), 3,42 (dd, J = 9,6, 3,2 Hz, 1H), 3,21 (td, J = 6,6, 1,5
Hz, 2H), 2,98 (d, J = 7,9 Hz, 0,4H), 2,88 (t, J = 7,9 Hz, 1.6H), 2,01 — 1,72 (m,
6H); RMN de *3C (75 MHz, D,O-Dioxano) & 177,4, 76,7, 75,0, 70,4, 66,3, 40,3,
37,1, 36,0, 26,7. EMAR (ESI) calculado para [M-H] 283,1066; encontrado:
283,2627.

66 (85%); sélido branco; RMN de *H (300 MHz, CsDsN) & 8,96 (s, 1H), 5,60 (s,
6H), 4,83 (s, 1H), 4,68 (s, 1H), 4,03 (s, 1H), 3,63 (s, 2H), 3,21 (s, 2H), 3,05 (s,
2H), 2,68 — 2,35 (m, 5H), 1,97 (s, 2H), 1,11 (s, 14H), 0,81 (s, 3H); RMN de **C
(75 MHz, CsDsN) 6 177,1, 77,4, 76,9, 71,5, 67,7, 47,9, 45,1, 42,7, 38,8, 36,1,
31,7, 29,4, 29,2, 29,0, 26,8, 26,3, 22,6, 14,0.

67 (86%); solido branco; RMN de *H (300 MHz, CD;0D) & 8,37 (s, 1H), 4,16 (s,
1H), 4,02 (s, 1H), 3,43 (s, 1H), 2,99 (s, 6H), 2,04 — 1,88 (m, 6H), 1,72 (s, 2H),
1,31 (s, 18H), 0,91 (t, J = 6,3 Hz, 3H); RMN de *C (75 MHz, CD;0D) & 1771,
76,5, 75,6, 70,8, 66,7, 44,9, 41,1, 37,4, 35,3, 31,6, 29,3, 29,2, 29,0, 29,0, 28,8,
26,1, 25,9, 22,3, 13,0. EMAR (ESI) calculado para [M-H] 451,2944; encontrado:
451,2932.
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68 (95%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, D,0O) & 4,08 (dd, J = 6,1, 2,9 Hz,
1H), 3,99 — 3,86 (m, 1H), 3,41 (dd, J = 9,6, 3,2 Hz, 1H), 3,20 — 3,07 (m, 2H),
2,88 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 1,99 — 1,72 (m, 4H), 1,65 — 1,41 (m, 4H); RMN de **C
(75 MHz, D,O) & 176,9, 76,8, 75,1, 70,4, 66,4, 40,4, 39,2, 38,5, 37,1, 25,6,
24,2. EMAR (ESI) calculado para [M-CI]* 263,1601; encontrado: 263,1595.

69 (96%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, CDs;OD) & 4,17 (s, 1H), 4,02 (s,
1H), 3,46 (s, 1H), 3,27 (s, 2H), 3,01 (s, 4H), 2,11 — 1,88 (m, 4H), 1,71 (s, 6H),
1,31 (s, 14H), 0,90 (t, J = 5,9 Hz, 3H); RMN de *3C (75 MHz, CDs;OD) & 176,2,
76,6, 75,5, 70,8, 66,7, 41,1, 37,9, 37,4, 31,6, 29,1, 29,0, 28,9, 28,8, 26,2, 25,9,
23,1, 22,2, 13,0. EMAR (ESI) calculado para [M-H] 437,2788; encontrado:
437,2774.

70 (70%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, CD3;0D) & 4,14 (d, J = 12,4 Hz,
1H), 4,02 (s, 1H), 3,43 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 3,26 (s, 2H), 3,02 (s, 4H), 2,15-1,91
(m, 6H), 1,70-1,63 (m, 4H), 1,45 — 1,24 (m, 18H), 0,90 (t, J = 6,4 Hz, 3H); RMN
de *3C (75 MHz, CD;0D) 5 176,2, 76,5, 75,6, 70,8, 70,6, 66,7, 66,6, 41,1, 37,8,
37,5, 31,6, 29,2, 29,2, 29,0, 29,0, 28,8, 26,1, 25,8, 23,0, 22,2, 13,0. EMAR
(ESI) calculado para [M-H] 465,3101; encontrado: 465,3087.

71 (87%); 6leo incolor; RMN de *H (300 MHz, D,O) d 4,11 (dd, J = 6,0, 2,8 Hz,
1H), 3,95 (td, J = 11,1, 4,9 Hz, 1H), 3,43 (dd, J = 9,6, 3,2 Hz, 1H), 3,11 (t, J =
6,7 Hz, 2H), 2,88 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,00 — 1,76 (m, 4H), 1,56 (dd, J = 14,1, 7,3
Hz, 2H), 1,48 — 1,36 (m, 2H), 1,34 — 1,15 (m, 4H); RMN de **C (75 MHz, D;0) &
176,6, 76,7, 75,0, 70,3, 66,3, 40,2, 39,4, 39,0, 37,0, 28,1, 26,6, 25,3, 25,2.
EMAR (ESI) calculado para [M-CI]* 291,1914; encontrado: 291,1903.

72 (97%); soélido branco; RMN de *H (300 MHz, CD3;0OD) & 4,18 — 4,11 (m, 1H),
4,05 - 3,96 (m, 1H), 3,41 (dd, J = 9,0, 2,9 Hz, 1H), 3,26 — 3,18 (m, 2H), 3,05 —
2,88 (m, 4H), 2,08 — 1,81 (m, 4H), 1,75 — 1,65 (m, 4H), 1,59 — 1,53 (m, 2H),
1,42 — 1,26 (m, 16H), 0,94 — 0,85 (m, 3H); RMN de **C (75 MHz, CDs0D) &
175,9, 76,4, 75,6, 70,7, 66,7, 41,1, 38,4, 37,4, 31,6, 29,1, 29,0, 28,9, 28,8, 26,1,
25,8, 25,7, 25,6, 22,2, 13,0. EMAR (ESI) calculado para [M-H] 465,3101;
encontrado: 465,3085.
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73 (75%); sélido branco; RMN de *H (300 MHz, CDsOD) & 8,03 (s, 1H), 4,16
(s, 1H), 4,02 (s, 1H), 3,44 (s, 1H), 3,22 (s, 2H), 3,00 (s, 4H), 2,06 — 1,88 (m,
4H), 1,72 (s, 4H), 1,56 (s, 2H), 1,30 (s, 16H), 0,91 (t, J = 6,1 Hz, 3H); RMN de
13C (75 MHz, CDs0D) & 175,9, 76,5, 75,6, 70,7, 66,8, 41,1, 38,4, 37,5, 31,6,
29,3, 29,2, 29,1, 29,0, 28,8, 28,7, 26,2, 25,8, 25,8, 25,7, 22,3, 13,0. EMAR
(ESI) calculado para [M-H] 493,3414; encontrado: 493,3395.

2.6.3 Ensaios antibacterianos
2.6.3.1 Concentracgdo inibitéria minima (MIC)

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima para os compostos
deste trabalho foram avaliadas frentes as bactérias Staphylococcus epidermidis
ATCC12228, Staphylococcus aureus ATCC25923 e Pseudomonas aeruginosa
ATTC27853, e foram realizadas em duplicatas. As células bacterianas foram
cultivadas em Tryptic Soy Agar (TSA- Himedia Laboratories, Mumbai, india),
incubadas em condi¢cdo aerdbica a 37°C, por 24 horas. Os inécolus foram
ajustados na escala de turbidez 0,5 Mc Farland (10° CFU/mL), em solucéo
salina estéril (0,85% NaCl). Os compostos foram dissolvidos em EtOH ou
DMSO (1 mL) e as solugdes diluidas com Agar Mueller Hinton (Difco) para
obtencao de concentracdes que variaram de 0,0625 a 1032 pg/mL, em volume
final de 3,0 mL. Os tubos foram inoculados com 100 pL da cultura bacteriana e
incubados em condi¢cdes aerbdbicas a 35,5°C por 24 horas. O MIC foi
determinado como a menor concentragdao do composto testado que resultou na
inibicdo do crescimento de 100% da cepa avaliada. O controle do experimento
foi realizado utilizando o farmaco Cloranfenicol nas mesmas condi¢cdes do

experimento.
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3 SINTESE DE DERIVADOS DE CLUVENONA, POTENCIAIS AGE NTES
ANTITUMORAIS

3.1 INTRODUCAO

Plantas tropicais do género Garcinia, encontradas principalmente em
florestas da india, Indochina, Indonésia, Africa oeste e central e Brasil
(SULTANBAWA, 1980) tem levado a identificacdo de uma intrigante familia de
produtos naturais derivados de xantonas que apresentam uma interessante
estrutura quimica, bioatividade e um documentado valor na medicina oriental
tradicional (OLLIS et al. 1980 e CHANTARASRIWONG et al. 2010). Essa
familia de produtos naturais isolados do género Garcinia é classificada como
“xantonas Garcinia enjauladas”, do inglés “caged Garcinia xanthones” (CGXs),
baseada na arquitetura do anel 4-oxa-triciclo [4.3.1.0*7] dec-8-en-2-ona (Figura
1) presente na estrutura dos compostos dessa classe.

'EWO

Anel 4-oxa-triciclo [4.3.1.0%7] dec-8-en-2-ona
Figura 1 Estrutura do anel triciclico presente nas CGXs.

Diversas CGXs isoladas e com a estrutura ja determinada apresentam
uma potente atividade antibacteriana, antiparasitaria e anticancerigena. O
acido gambogico (1) e a forbesiona (2) (Figura 2) sdo os mais abundantes e
principais derivados do género Garcinia (CHANTARASRIWONG et al., 2010).
O &cido gambdgico (1) foi isolado em 1934 e teve sua estrutura quimica
determinada em 2001 a partir de dados de raios x do seu sal de piridina
(WEAKLEY et al., 2001). Esse produto natural € um potente agente antitumoral
e que recentemente foram finalizados os ensaios clinicos de fase Il na China
(QUIN et al. 2007 e WANG et al. 2011).

Estudos biossintéticos realizados por Quillinan e Scheinmann (1971)
relataram que as CGXs séo obtidas a partir de xantonas e que o incomum anel
triciclico desses derivados naturais € obtido a partir de alilacbes dessas

xantonas seguida de reacbes em cascata de Claisen e Diels-Alder
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(CHANTARASRIWONG et al. 2010). O esquema 1 ilustra a proposta de

Quillinan e Scheinmann na obtencéo da CGX 6.

Acido gambégico (1) Forbesiona (2)

Figura 2 Estruturas do Acido gambdgico (1) e Forbesiona (2).

OH O
):\llla(;lao Rearranjo de
O O endlica Clalsen
) OH
OH

Xantona (3) / 5 <_ A 6

Reagéo de o/
Diels-Alder

Esquema 1 Proposta de Quillinan e Scheinmann para a obtencéo da CGX 6.

Essas reacdes em cascata de Claisen e Diels-Alder podem conduzir a
formacdo de dois isbmeros, “regular’ e “neo”, que estdo representados no
esquema 2. O isébmero “regular” é obtido apés migracéo inicial do éter alila em
C6 para a posicdo C5 e o isbmero “neo” é obtido apds migragéo inicial do éter
alila em C5 para a posicao C6 (CHANTARASRIWONG et al. 2010).

90 A

Diels-Alder

Diels-Alder

Rearranjo de Claisen

( JMG

Isémero "neo"

Esquema 2 Mecanismo para obtencao dos isbmeros “regular”’ e “neo”.
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Intrigados com a estrutura quimica incomum e promessa terapéutica do
acido gambdgico (1) e relacionados CGXs como agentes antitumorais, Nnosso
grupo de pesquisa iniciou um projeto de pesquisa com o objetivo de
desenvolver uma estratégia sintética para preparacdo dessa classe de
compostos, identificar o0 mecanismo de acdo e compreender as relacdes
estrutura e atividade. Foi desenvolvida uma eficiente abordagem sintética para
a preparacao de CGXs, tendo como etapa chave as reacbes em cascata de
Claisen/Diels-Alder (TISDALE et al. 2003; BATOVA et al. 2007;
CHANTARASRIWONG et al. 2009; BATOVA et al. 2010; GUIZZUNTI, et al.
2012; ELBEL et al, 2013).

Para avaliar se todas as partes da estrutura base das CGXs sao
importantes na bioatividade, foram sintetizados diversos analogos simples das
CGXs contendo pequenos fragmentos da estrutura base (BATOVA et al. 2007;
CHANTARASRIWONG et al. 2009; BATOVA et al. 2010; ELBEL et al, 2013).
Comparac0Oes de suas citotoxicidades indicou que a cluvenona (7, figura 3), um
CGX sintético que apresenta a estrutura central das CGXs sem 0S grupos
prenilas no anel A, apresentou uma bioatividade semelhante a apresentada

pelo acido gambadgico (1).

Cluvenona (7) Cg hidroxi cluvenona (8) C1g hidroxi cluvenona (9)

Figura 3 Estrutura da cluvenona (7) e hidroxicluvenonas 8 e 9.

Esses estudos demonstraram que a cluvenona (7, figura 3) induziu o
estresse e apoptose celular em varias linhas de células cancerigenas em
concentragfes micromolares, foi igualmente citotoxica em células resistentes e
nao foi citotdoxica em células normais. Estudos de marcacao fluorescente
indicaram que tanto o acido gambadgico (1), quanto a cluvenona (7) localizaram-
se na mitocondria e induziram significantes alterag6es na morfologia e estrutura

dessa organela, conduzindo assim a apoptose celular (GUIZZUNTI, et al. 2012;
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GIANNI et al. 2012). Alguns estudos relataram que o acido gambogico (1)
induziu a degradacgédo da proteina Hsp90, a qual tem um papel fundamental na
proliferacdo de células cancerigenas (DAVENPORT et al. 2011). Esses
estudos sugerem que esses compostos possuem um inexplorado mecanismo
de acdo que é diferente de outros agentes ja conhecidos e possuem também

um potencial farmacoldégico e clinico.

Posteriormente foram sintetizados as hidroxicluvenonas 8 e 9 (Figura 3),
analogos da cluvenona (7), hidroxiladas nas posi¢cfes Cs e Ci3 do anel A (a
numeracdo adotada na cluvenona (7) e seus derivados € baseada na
numeracdo adotada na estrutura do acido gambogico (1)), que também
inibiram o crescimento celular em uma concentracdo micromolar e induziram a

morte celular atuando na mitocéndria (ELBEL et al, 2013).

Tem sido proposto que a funcdo enona em Co-Cio desses compostos
contribui para sua bioatividade, atuando como um eletréfilo conjugado e que a
funcdo B-hidroxi cetona presente na cluvenona hidroxilada em Cg pode atuar
como um quelante de metais (ZHANG et al. 2004; KUEMMERLE et al. 2008; LI
et al. 2007; WANG et al. 2009).

Em geral, os nossos estudos indicam que o anel A das CGXs é passivel
de funcionalizacdo de um modo que ndo s6 modula o sitio de seletividade da
reagdo em cascata de Claisen/Diels-Alder, mas também a sua poténcia
biologica (ELBEL et al. 2013).

A figura 4 ilustra os estudos de relacdo estrutura e atividade com o acido
gambogico. A estrutura farmacoforica minima das CGXs inclui o esqueleto
tricicico ABC derivado de xantonas e o anel oxa-triciclico em C.
Funcionaliza¢Ges na periferia dessa estrutura base ndo sdo essenciais para a
bioatividade, mas podem ser utilizadas para melhorar algumas caracteristicas,
como solubilidade e seletividade dessas CGXs. Contudo, reducdo e/ou
substituicbes no carbono C10 (enona) reduziram a atividade das CGXs
(CHANTARASRIWONG et al. 2009).



96

Oxidacdes em C40 pode ~ Derivatizacdes em C30 e C6 sdo toleraveis
aumentar a atividade e podem aumentar a solubilidade

Enona em
_ C9-C10 € importante

Anel di-hidropirano e prenilacdes
no anel A n&o sédo essenciais -~

Figura 4 Representacao do estudo da relacao estrutura e atividade do acido

gambagico.

A continuidade nos estudos da relacdo estrutura e atividade para essa
classe de compostos é importante para a obtencdo de compostos mais ativos e

auxilio no entendimento do seu mecanismo de acao.

3.2 OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi continuar os estudos de relac&o
estrutura e atividade iniciado pelo nosso grupo de pesquisa, sintetizando
analogos da cluvenona (7) com modificacdes estruturais no anel A. Objetivou-
se a sintese da di-hidroxicluvenona 10 (Figura 5), um candidato ideal para
futuros estudos bioquimicos e biolégicos, pois apresenta em sua estrutura uma
hidroxila livre em Cig que permite futuras derivatizagbes, uma funcao [-hidroxi
cetona que atua como quelante de metais e a funcdo enona em Cg-Cyo que

atua como um potente eletréfilo conjugado.

Figura 5 Estrutura da di-hidroxicluvenona 10.

Foi também objetivo desse trabalho a sintese dos compostos 37, 38, 40,
41, 42, 44, 45, 46 e 48 (Figura 6), derivados das hidroxi cluvenonas 8, 9 e 10.
Os compostos 37, 38, 41, 42, 45 e 46 foram almejados por serem

possivelmente mais sollveis em agua, comparados com as hidroxi cluvenonas
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de partida, devido a conjugacdo com derivados do trietileno glicol. Os
compostos 40, 44 e 48 foram almejados devido a constatacdo de que cations
lipofilicos, tais como os sais de trifenilfosfina, auxiliam a penetracdo de
pequenas moléculas na mitocondria (BIASUTTO et al. 2008; CHALMERS et al.
2012). Como esses compostos atuam na mitocondria, aumentar a
concentracdo deles nessa organela poderia promover o aumento de suas
atividades biolégicas. Outro objetivo desse trabalho foi sintetizar a CGX 57
(Figura 6), um derivado que se caracteriza por apresentar a funcao p-
benzoquinona no anel A. Objetivou-se a sintese desse composto com o intuito
de avaliar a influéncia de grupos retiradores de elétrons no anel A de CGXs. A
conjugacao entre o anel derivado da benzoquinona (A) e a cetona presente no
anel B aumentaria ainda mais a eletrofilicidade da enona em C9-C10, que é

extremamente importante na atividade biologica dessa classe de compostos.

OH OH OH

Y o /4 o/
0 0
~ A__o —~ 5 _—0 5o
0_/_0 0 0 0_/—0 e} o 0 0 o)
~ ~
—0 37 —0 28 BrPhsP 40

o/ o) 24 o) 24
/_/O 2 =0 d o 070 = =0
/° 09 o/ 2 2
0 /_/
/ —0
—0 45 46 BfPhaP 48

Figura 6 Estruturas dos compostos almejados neste trabalho.
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O ultimo objetivo desse trabalho foi a sintese de um derivado da 6-
hidroxicluvenona (8) com propriedades fluorescentes, com o intuito de realizar
estudos de mecanismo de acdo pela interagdo desses compostos com
receptores especificos e localizacdo subcelular através de microscopia
fluorescente. Planejou-se a sintese do composto 76 (Figura 7), um derivado
contendo a porgcao 6-hidroxicluvenona (estrutura em azul na Figura 7), um
espacador (estrutura em preto na figura 7) e uma unidade derivada de
dipirrometenoboro, o BODIPY FL EDA (estrutura vermelha na figura 7). O
BODIPY FL EDA (Figura 7) € um composto comercial que possui propriedades
espectrais similares em comprimento de onda e intensidade com a
fluoresceina. No entanto, derivados do BODIPY apresentam larguras de
bandas mais estreitas que a fluoresceina, ndo apresentam uma apreciavel
sensitividade com o pH, possuem uma maior solubilidade em solventes néo

polares e apresentam uma maior fotoestabilidade (HAUGLAND et al. 1987).

Espagador

] 6 o) Derivado da
0/ . — 6-hidroxicluvenona (8)

NH,.HCI Derivadodo —
BODIPY FL EDA

BODIPY FL EDA

Figura 7 Estrutura do BODIPY FL EDA e do composto com propriedades
fluorescentes 76.

Optou-se pela utilizacdo do BODIPY FL EDA devido a presenca de um
grupo amino nesse composto, permitindo realizar o acoplamento com um
derivado acido carboxilico da hidroxicluvenona (8) através de uma reacao de
amidacdo. O BODIPY FL EDA é um composto extremamente caro e nao ha
relatos na literatura da sintese desse composto. Diante dessas informacdes
planejou-se a sintese do BODIPY FL EDA e posterior acoplamento com o

derivado da hidroxicluvenona (8). Inicialmente seriam avaliadas as
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propriedades citotoxicas de 76, e se esse composto apresentar atividade
semelhante aquelas das hidroxicluvenonas, seriam realizados os ensaios de

localizacéo e interacdo com os receptores especificos.

3.3 RETROSSINTESE

A retrossintese para obtencdo da di-hidroxicluvenona (10) e seus
derivados 37, 38 e 40 esta representada no esquema 3. Os compostos 37, 38 e
40 poderiam ser obtidos a partir da di-hidroxicluvenona (10) através de reacdes
de alquilacdo ou esterificacdo na hidroxila em C18. Através de rearranjo de
Claisen, seguido de Diels-Alder e desprotecdo da xantona 18b, a di-
hidroxicluvenona (10) poderia ser preparada. Planejou-se a sintese da xantona
18b a partir da reacéo de acilacédo entre o acido 2,3,4-tri-hidroxibenzilico (11) e
o 1,3,5-tri-hidroxibenzeno (12), seguido de uma ciclizacdo, conduzindo a
formacao de 13, e posteriores reagdes de protecdo, desprotecdo e alilagao
(Esquema 3).

Claisen/Diels-Alder

' v

Desprotecdo
Alquilagao ou esterificagdo

10;R:H
37 R: \O/\/O\/\O/\}‘C

38 R SO %y
© O/\IT Protegées l De§proteg6es
40; R: BrPhaP\/\/\; Alilagéo

f Acilagao
2 Clcllzagao 13 9 6
HO OH
Esquema 3 Esquema retrossintético para obtencao da di-hidroxicluvenona 10

e seus derivados 37, 38 e 40.

A sintese dos compostos 41, 42 e 44 foi planejada de acordo com a

retrossintese representada no esquema 4. Esses compostos poderiam ser
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obtidos através de reacbes de alquilacdo ou esterificacdo da 6-
hidroxicluvenona (8). A sintese dessa hidroxicluvenona foi planejada a partir
de rearranjo de Claisen seguido de uma reacao de Diels-Alder no anel C do
intermediario 26. Esse intermediario 26 poderia ser obtido através de reacao de
Friedel-Crafts entre o acido 2,6-dimetoxibenzdico (20) e 1,2,3-
trimetoxibenzeno, seguido de ciclizagdo, clivagem dos grupos protetores e
alilacéo seletiva das hidroxilas em C5 e C6 no intermediario 24 (Esquema 4).

Claisen/Diels-Alder

' D

Alquilagéo ou esterificagdo

0}
6}
8 C6-OH; 9 C18-OH //

26 C1-OH
41 C6-OR e 45 C18-OR: R: N0~ O\ 35 C3-OMOM

42 C6-OR e 46 C18-OR; R: \o/\/o\/\o/\[ﬁi
o}

Alilagdes seletivas
44 C6-OR e 48 C18-OR; R: BrPhaP\/\/\g

HO._O N
_0 | \1 Friedel-Crafts
o—<\ />  C—
N *
g - /

Desprotegéo e Ciclizagdo

20 6-metoxi Trimetoxibenzeno
27 4-metoxi

Esquema 4 Esquema retrossintético para obtencao das hidroxicluvenonas 8 e
9 e seus derivados 41, 42, 44, 45, 46 e 48.

A sintese dos compostos 45, 46 e 48 foi planejada de acordo com a
retrossintese representada no esquema 4. Esses compostos poderiam ser
obtidos através de reacbes de alquilacdo ou esterificacdo da 18-
hidroxicluvenona (9). A sintese dessa hidroxicluvenona foi planejada a partir
de rearranjo de Claisen seguido de uma reacédo de Diels-Alder no anel C e
desprotecdo da hidroxila em C3 do intermediario 35. O intermediario 35 seria
obtido através da protecdo da hidroxila em C3 e alilacdo das hidroxilas em C5 e
C6 da xantona 31. Essa xantona poderia ser sintetizada a partir de reacfes de
Friedel-Crafts entre o acido 2,4-dimetoxibenzéico (27) e o 1,2,3-
trimetoxibenzeno, seguido de ciclizacdo e clivagem dos grupos protetores
(Esquema 4).
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O planejamento para a sintese da CGX 57 estad representada no
esquema 5. Essa CGX poderia ser obtida através de rearranjo de Claisen e
reacao de Diels-Alder no anel C do composto 55, seguido de oxidagao no anel
A. A xantona 55 seria preparada a partir de reacdes de ciclizacéo e alilacdo do
intermediario 52, o qual foi planejado via carboxilacdo de 49, seguida de uma

acilacao de Friedel-Crafts com o 1,2,3-trihidroxibenzeno (Esquema 5).

OCH,

B
(e}
Oxidacéo
e
— 55 —

Claisen / Diels-Alder

Ciclizagédo e
Alilacéo
OCH;g Carboxilagio OCH,
0
1 A wo
F iedel-
Friedel-Crafts H,CO F OH
OCH;
49 HO OH

52
HO OH

Esquema 5 Esquema retrossintético para obtengdo da CGX 57.

Planejou-se a sintese do composto com propriedades fluorescentes 76
através da reacdo de amidacdo entre BODOPY FL EDA (71) e o &cido
carboxilico 75 (Esquema 6). Esse acido carboxilico poderia ser obtido pela
reacao de alquilacdo da 6-hidroxicluvenona (8) com o brometo de alquila 72. O
BODOPY FL EDA (71) foi planejado a partir de reacdo de amidacao entre o
acido carboxilico 67 com a 1,2-etanodiamina. Esse &cido carboxilico poderia
ser preparado através da reacdo de condensacao entre o aldeido 65 e o pirrol
64, seguido de complexacdo com BF3.OEt; e clivagem do éster terc-butilico
(KERSTIN et al. 2010). O pirrol 64 foi planejado pela reacdo de Wittig entre o
aldeido 61 e o ilideo de fosforo 62 seguido de hidrogenacéo (Esquema 6).
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NH,.HCI
71

67
H O
N
\(\_/K/KH BF,.OFt,
65
)
oo Ph3P§)Loj< y o
62 N
Cr e T ) g
61 4 _L

Esquema 6 Esquema retrossintético para obtencdo do BODIPY FL EDA (71) e

do composto com propriedades fluorescentes 76.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente sera discutida a sintese das hidroxicluvenonas 8, 9 e 10 e

posteriormente sera discutida a sintese de seus derivados.
3.4.1 Sintese da 6,18-di-hidroxicluvenona (10)

A sintese da di-hidroxicluvenona 10 esta representada no esquema 7.
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Esquema 7 Sintese do composto 10. Reagentes e condi¢des: (a) POCI; ( 27
equiv.), ZnCl, (10 equiv.), 4,5 h, 65 C, 62%; (b) Ph,CCl, (1,5 equiv.), ACN,
irradiacdo de microondas, 12 min, 150 C, 67%; (c) MOMCI ( 2 equiv.), DIPEA
(3 equiv.), CH.CIy, t.a., 1 h, 100% para 15b e MOMCI (6 equiv.), DIPEA (10
equiv.), CH.Cl,, 60 C, 1 h, 100% para 15a; (d) H,, 10 mol% Pd/C, THF:MeOH
(3:1), ta., 18 h, 100% para 16b e H,, 10 mol% Pd/C, Na,COs (3 equiv.),
THF:MeOH (3:1), ta., 18 h, 87% para 16a; (e) Carbonato de tert-butil-2-
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metilbut-3-en-2-il (17) (10 equiv.), 10 mol% Pd(PPhs)s, THF, 0 C, 2 h, 89%
para 18b e carbonato de tert-butil-2-metilbut-3-en-2-il (17) (10 equiv.), 10 mol%
Pd(PPhs)s, THF, 0 C, 10 min, 98% para 18a; (f) ZnCl, (0,5 mol.L™* em THF) (15
equiv.), 60<C, 4h, 95%; (g) DMF, 4 h, 120 C, 69%; (h) 15% HCI, acetona, 8 h,
40 C, 58%.

3.4.1.1 Sintese da 1,3,5,6-tetraidroxi-xantona (13)

A xantona 13 foi preparada em um rendimento de 62% a partir da reacao
de acilagcéo, seguido de ciclizacdo entre o acido carboxilico 11 e o fenol 12 em
POCI; e ZnCl, a 65T durante 4,5 h, como previamente reportado pe lo nosso
grupo de pesquisa (TISDALE et al. 2003) (Esquema 8).

o) OH
OH POCI5,
HO , Ho ZnCly
HO  OH _—

OH (62%)
1 12

Esquema 8 Preparacéo de 13.

3.4.1.2 Sintese e caracterizacdo de 1,3-diidroxi-5,6-di-(O)-difenilmetilenodioxi-

xantona (14)

O composto 14 foi obtido em 67% de rendimento através de uma reacao
de cetalizac&o entre a xantona 13 e o diclorodifenilmetano em acetonitrila sob
irradiacdo de microondas a 150C durante 12 minutos (Esquema 9).

Ph,CCl,

_ =

(67%)

Esquema 9 Preparacéo de 14.
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No espectro de RMN de 'H de 14 (Figura 8) observam-se dois

multipletos em &67,41-7,43 e 7,62-7,65 referentes aos 10 hidrogénios da

unidade cetalica, além de 4 dupletos correspondentes aos 4 hidrogénios da

porcao xantona.
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Figura 8 RMN *H (400 MHz, CDCls) de 14.

No espectro de RMN de **C de 14 (Figura 9) observam-se 6 sinais entre

094,8 e 121,1 referentes aos 6 carbonos nado ligados a oxigénio da unidade

xantona e 5 sinais entre 4153,1 e 164,1 correspondentes aos 6 carbonos

ligados ao oxigénio da porcdo xantona. Observam-se também sinais entre

0126,2 e 133,9 correspondentes aos carbonos aromaticos da unidade cetalica

e ao carbono cetalico, além de um sinal em & 180,2 referente ao carbono

carbonilico.



106

cr-1-38C
By3
L3S

o

—157.680
25.010
—1N.H1

,‘
L 105445
1471
——98.5%8]

473

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |
200 150 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 C
1 (ppm)

Figura 9 RMN *3C (100 MHz, CDCls) de 14.

3.4.1.3 Sintese e caracterizagdo de 1,3-bis(metoximetoxi)-5,6-di-(O)-
difenilmetilenodioxi-xantona (15a) e 1-hidroxi-3-(metoximetoxi)-5,6-di-(O)-

difenilmetilenodioxi-xantona (15b)

Os compostos 15a e 15b foram obtidos separadamente em diferentes
condicbes reacionais. Utilizaram-se 0s mesmos reagentes na preparacao
desses compostos, porém em diferentes estequiometrias e diferentes
temperaturas. O composto 15b foi obtido em rendimento quantitativo,
utilizando-se 2 mol/equiv. de cloreto de metoximetila (MOMCI) e 3 mol/equiv.
de diisopropiletiiamina (DIPEA) em diclorometano a temperatura ambiente
durante 1 hora. O composto 15a também foi obtido em rendimento quantitativo,
utilizando-se 6 mol/equiv. de MOMCI e 10 mol/equiv. de DIPEA em
diclorometano a 60T durante 1 hora (Esquema 10). E ssa diferenca esta
relacionada com as diferentes reatividades entre as hidroxilas em C1 e C3. A
hidroxila em C1 é menos reativa que a hidroxila em C3 devido a forte ligacao
de hidrogénio realizada com a carbonila. Essa interagdo, além de diminuir a
reatividade da hidroxila em C1, diminui também a acidez de seu hidrogénio.
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MOMCI, DIPEA

_ =

15a: R = MOM (100%)
15b: R = H (100%)

Esquema 10 Preparacéo de 15a e 15b.

Devido a semelhanca estrutural, sera discutido apenas a caracterizacao
do composto 15a. No seu espectro de RMN de 'H (Figura 10) observam-se
quatro singletos entre 6 3,51 e 5,35 referentes aos 10 hidrogénios das duas
unidades metoximetila, quatro dupletos em 66,70, 6,85, 6,93 e 7,87
correspondentes aos 4 hidrogénios da unidade xantona, além de dois
multipletos em &67,40-7,41 e 7,63-7,65 referentes aos 10 hidrogénios da

unidade cetalica.
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Figura 10 RMN *H (400 MHz, CDCls) de 15a.

No espectro de RMN de *3C (Figura 11) observam-se 2 sinais em 56,8

e 56,9 referentes aos 2 carbonos metilicos, 3 sinais em 6 108,4, 119,4 e 133,5
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correspondentes aos 3 carbonos cetalicos, 3 sinais em 6 126,6, 128,6 e 129,7
referentes aos carbonos aromaticos da unidade cetalica, além de outros 13

sinais correspondentes aos 13 carbonos da porgéo xantona.
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Figura 11 RMN *3C (100 MHz, CDCl;) de 15a.

3.4.1.4 Sintese e caracterizagdo de 1,3-bis(metoximetoxi)-5,6-diidroxi-xantona
(16a) e 1-hidroxi-3-(metoximetoxi)-5,6-diidroxi-xantona (16b)

A partir de uma reacao de hidrogendlise dos cetais 15a e 15b utilizando
Pd/C (10 mol%) e hidrogénio gasoso em THF e metanol (3 : 1) com o auxilio de
um reator de alta pressao (300 bar) e a temperatura ambiente, foram obtidos os
catecois 16a e 16b em rendimentos de 87 e 100%, respectivamente (Esquema
11).
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16a: R = MOM (87%)
16b: R = H (100%)

Esquema 11 Preparacgéo de 16a e 16b.

Devido a semelhanca estrutural, sera discutido apenas a caracterizacao
do composto 16a. No seu espectro de RMN de 'H (Figura 12) observam-se
quatro simpletos entre 6 3,41 e 5,31 referentes aos 10 hidrogénios das duas
unidades metoximetila e quatro dupletos entre 66,61 e 7,41 correspondentes
aos 4 hidrogénios da unidade xantona. A clivagem do grupo difenilcetal foi
evidenciada pela auséncia dos sinais referentes aos seus hidrogénios.
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Figura 12 RMN *H (500 MHz, DMSO) de 16a.

No espectro de RMN de *3C (Figura 13) observam-se um sinal em 56,5
referente aos 2 carbonos metilicos, 13 sinais entre 08945 e 1615

correspondentes aos 2 carbonos cetalicos dos grupos metoximetila e aos
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carbonos aromaticos da porgdo xantona, além de um sinal em & 174,0 referente
ao carbono carbonilico. A clivagem do grupo defenilcetal foi evidenciada pela

auséncia de trés sinais intensos proximos de 6 126 e 130.

— 145, 5660
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Figura 13 RMN *3C (125 MHz, DMSO) de 16a.

3.4.1.5 Sintese e caracterizacao de 1,3-bis(metoximetoxi)-5,6-bis((2-metilbut-3-
en-2-il)oxi-xantona (18a) e 1-hidroxi-3-(metoximetoxi)-5,6- bis((2-metilbut-3-en-
2-il)oxi-xantona (18b)

Os compostos 18a e 18b foram obtidos a partir da reacdo de alilacédo
entre os catecois 16a e 16b com o carbonato 17 (10 mol/equiv.), previamente
preparado (CHANTARASRIWONG et al. 2009), catalisada por
tetrakis(trifenilfosfina)-paladio (0) (10 mol %) em THF (Esquema 12). O
composto 18a foi obtido apés 10 minutos a 0C em rendimento de 9 8%. Ja o
composto 18b foi obtido apés 2 horas a 0C em rendimento de 89%. A menor
reatividade de 16b em relacdo a 16a pode ser explicada pela ligacdo de
hidrogénio entre a hidroxla em C1 com a carbonila, diminuindo

significativamente a nucleofilia da hidroxila em C6. Utilizou-se um excesso de
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carbonato (10 mol/equiv.) com o intuito de garantir a formag¢do dos produtos

desejados, considerando que essa reacgao € reversivel.

O composto 18b foi obtido também através da reacdo de clivagem
seletiva do grupo metoximetila presente na posicdo C1 de 18a usando uma
solucdo de cloreto de zinco (0,5 mol.L™* em THF, 15 equiv.) a 60C durante 4
horas em 95% de rendimento (Esquema 12). A clivagem foi seletiva devido a
forte interag&do entre o oxigénio em C1 e a carbonila com o cloreto de zinco,

facilitando a clivagem do grupo metoximetila nessa posicao (Esquema 12).
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Esquema 12 Preparacéo de 18a e 18b.

Devido a semelhanca estrutural, sera discutido apenas a caracterizacao
do composto 18a. No seu espectro de RMN de *H (Figura 14) observam-se
dois simpletos em 81,55 e 1,56 referentes aos 12 hidrogénios metilicos dos
grupos alila, além de um dupleto (J = 10,8 Hz) em 85,02 e um multipleto em
05,03-5,21 correspondentes aos quatro hidrogénios metilénicos das duas
olefinas e um multipleto em &6,15-6,28 referente aos dois hidrogénios
metinicos dessas duas olefinas, evidenciando que houve a alilacdo nas duas
hidroxilas. Observam-se também os sinais correspondentes aos hidrogénios
das unidades xantona e metoximetila. No espectro de RMN de *3C (Figura 15)
evidenciou-se a dialilacéo pela presenca de dois sinais em 6 27,1 e 27,3, dois
sinais em 6 82,3 e 83,7 e dois sinais em 0 143,8 e 143,9 referentes aos quatro
carbonos metilicos, dois carbonos metinicos e dois carbonos ndo hidrogenados
das porcOes alila, respectivamente. Observam-se também todos o0s sinais

correspondentes aos outros carbonos da molécula.
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Figura 15 RMN *3C (100 MHz, CDCls) de 18a.
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3.4.1.6 Sintese e caracteriza¢do de 6-hidroxi-18-metoximetoxi-cluvenona (19)

A hidroxicluvenona 19 foi obtida a partir da reacdo em cascata de
Claisen/Diels-Alder realizada no intermediario 18b em DMF a 120T durante 4
horas (Esquema 13). Verificou-se a formacdo dos isbmeros “regular” (19) e
“neo” em uma proporcao de 82 : 18 (proporcao observada no espectro de RMN
de 'H do bruto reacional), respectivamente, tendo-se um rendimento de 69%
nessa transformac&o. Os espectros de RMN de *H dos isémeros regular e neo
apresentam significantes diferencas nos deslocamentos quimicos de alguns
hidrogénios, a principal diferenca esta relacionada com H11, que apresenta um
deslocamento em 04,5 nos isdbmeros regular e 65,0 nos isbmeros neo
(CHANTARASRIWONG et al. 2009),

DMF, 120°C
B —

(69%)

[0} o
18B %4 / 19 Isémero "neo"
\

82:18

Esquema 13 Preparacgéo de 19.

No espectro de RMN de 'H de 19 (Figura 16) observam-se quatro
simpletos em 1,09, 1,28, 1,38 e 1,68 referentes aos 12 hidrogénios metilicos,
um multipleto em & 3,47-3,51 correspondente aos hidrogénios metilicos do
grupo metéximetila e ao hidrogénio ligado ao carbono a-carbonilico, um tripleto
em 04,43 (J = 7,5 Hz) referente ao hidrogénio olefinico da olefina dimetilada,
além de quatro sinais em 81,35, 2,32, 2,43 e 2,60 correspondentes aos outros
cinco hidrogénios da porcao triciclica dessa molécula. Observam-se também
dois dupletos (J = 2,2 Hz) em 66,17 e 6,20 correspondentes aos hidrogénios
aromaticos e um dupleto (J = 6,9 Hz) referente ao hidrogénio da olefina
conjugada & carbonila. No espectro de RMN de **C (Figura 17) observam-se
seis sinais entre 17,0 e 30,6 referentes aos seis carbonos metilicos e
metilénicos da porcéo triciclica, dois sinais em 47,0 e 49,0 correspondentes
aos carbonos metinicos néo olefinicos da porc¢éao triciclica e um sinal em 6 56,7

referente ao carbono metilico de unidade metoximetila. Observam-se também
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14 sinais entre $83,7 e 166,1 correspondentes aos 14 carbonos olefinicos,

aromaticos e ligados diretamente ao oxigénio na forma de éter, além de dois

sinais em 6 179,7 e 203,2 referentes aos dois carbonos carbonilicos.
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Figura 17 RMN *3C (100 MHz, CDCls) de 19.

3.4.1.7 Sintese e caracterizacdo de 6,18-diidroxicluvenona (10)

A 6,18-dihidroxicluvenona (10) foi obtida em 58% de rendimento a partir

da reacdo de hidrolise da hidroxicluvenona (19) com acido cloridrico (15%) em

acetona a 40T durante 4 horas (Esquema 14). A reac &o foi interrompida a

partir do momento em que foi verificada, por CCD, a formagdo de outros

compostos resultantes da decomposicéao dessas hidroxicluvenonas.

Esquema 14 Preparacgéo de 10.

No espectro de RMN de *H do composto 10 (Figura 18) evidenciou-se a

clivagem do grupo metoximetila através da auséncia de simpletos proximos de



03,50 e 5,20 correspondentes aos hidrogénios

respectivamente, desse grupo.
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No seu espectro de RMN de *C (Figura 19) foi evidenciada a hidrélise
pela auséncia de sinais proximos de 656,6 e 82,0 referentes aos carbonos

metilénicos e metinicos, respectivamente, do grupo metoximetila.
3.4.2 Sintese da 6-hidroxicluvenona (8)

A sintese da 6-hidroxicluvenona (8) esta representada no esquema 15.
Nosso grupo de pesquisa reportou previamente a sintese da 6-
hidroxicluvenona (8) em uma estratégia de dez etapas e rendimento global de
26% (ELBEL et al. 2013). Nesse trabalho, a 6-hidroxicluvenona (8) foi

preparada em seis etapas e em um rendimento global de 70% (Esquema 15).
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Esquema 15 Sintese da 6-hidroxicluvenona (8). Reagentes e condic¢des: (a)
(COCI), (7 equiv.), DMF (0,13 equiv.), tolueno, t.a., 30 min, 100%; (b) 1,2,3-
Trimetoxibenzeno (1,2 equiv.), AICl; (3 equiv.), Et,O, 0C-t.a., 3h, 97 %; (c)
NaOH (9,4 equiv.), H,O, MeOH, refluxo, 48h, 92 %,; (d) HBr (48%), AcOH,
refluxo, 18h, 96 %; (e) 25 (10 equiv.) Pd(PPh3)4 (10 mol%), THF, 0 — 4T, 12 h,
91%; (f) DMF, 120, 2h, 90%.
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3.4.2.1 Sintese da (2-hidroxi-6-metoxifenil)(2,3,4-trimetoxifenil)metanona (22)

A diarilcetona 22 foi preparada sob as mesmas condi¢cdes publicadas
previamente pelo nosso grupo de pesquisa (ELBEL et al. 2013). A Unica
alteracdo esta relacionada com as condi¢cdes utilizadas em (a), na
transformacao do acido carboxilico 20 no cloreto de acila 21 (Esquema 15). Na
condicdo publicada previamente utilizou-se cloreto de oxalila (5 mol/equiv.) e
DMF catalitico em diclorometano a temperatura ambiente durante 16 horas,
obtendo-se o cloreto de acila 21 em rendimento quantitativo. Nesse trabalho
esse cloreto de acila foi preparado utilizando cloreto de oxalila (7 mol/equiv.) e
DMF catalitico em tolueno a temperatura ambiente durante 30 minutos em
rendimento quantitativo (Esquema 15). Posteriormente o cloreto de acila 21 foi
submetido a uma acilacdo de Friedel-Crafts com 1,2,3-trimetoxibenzeno
utilizando cloreto de aluminio em éter etilico a 0°C seguido de aguecimento
espontaneo até a temperatura ambiente e agitacdo durante 3 horas, obtendo-
se a diarilcetona 22 em 97% de rendimento (Esquema 15). Interessantemente,
observou-se a clivagem de um grupo metoxi a-carbonilico. Acredita-se que
houve a clivagem desse grupo devido a forte interagdo entre 0s grupos
metoxila a-carbonilico e a carbonila com o cloreto de aluminio (formacéo de um
anel de seis membros), diminuindo a forca da ligacdo C-O desse grupo

metoxila e facilitando a clivagem dessa ligacéo.
3.4.2.2 Sintese da 1,5,6-trimetoxi-xantona (23)

A xantona 23 foi preparada em 92% de rendimento a partir de uma
reacao de ciclizacdo da diarilcetona 22 na presenca de hidréxido de sodio em
metanol e 4gua destilada sob refluxo durante 48 horas (ELBEL et al. 2013)

(Esquema 16).
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Esquema 16 Preparacéo de 23.
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3.4.2.3 Sintese da 1,5,6-triidroxi-xantona (24)

O composto 24 foi obtido em rendimento de 96% a partir da hidrolise
acida dos grupos metoxila da xantona 23 em acido bromidrico (48%) e acido
acético sob refluxo durante 18 horas (ELBEL et al. 2013) (Esquema 17).
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Esquema 17 Preparacéo de 24.

3.4.2.4 Sintese e caracterizacdo da 1-hidroxi-5,6-bis((2-metilbut-3-en-2-il)oxi-
xantona (26)

O dialil éter 26 foi obtido em um rendimento de 91% a partir da di-
alilacdo seletiva em C5-OH e C6-OH usando a prenilacédo reversiva catalisada
por Pd(Ph3)s (10 mol%) e o carbonato 25 (10 equiv.), previamente preparado
(CHANTARASRIWONG et al. 2009), em THF de 0T até 4T durante 12 horas
(Esquema 18).

RS OH 0O

(o)
1OH 0 S
Pd(PPh3),
B —_—
o Y eoon % o) I o)
24 OH />< \/‘m

Esquema 18 Preparacgéo de 26.

No espectro de RMN de *H de 26 (Figura 20) observam-se sinais entre
05,01 e 5,24 referentes aos quatro hidrogénios metilénicos olefinicos, um
multipleto em 0 6,15-6,28 referente aos dois hidrogénios metinicos olefinicos,
além de quatro dupletos (66,76, 6,93, 7,13 e 7,86) e um tripleto (&7,55)
correspondente aos cinco hidrogénios aromaticos. No espectro de RMN de *C
(Figura 21) observam-se a presenca de dois sinais em 0 27,2 e 27,5 referentes
aos quatro carbonos metilicos, dois sinais em 6 83,6 e 84,0 correspondentes

aos dois carbonos ligados diretamente ao oxigénio nos grupos alila, além de 17
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sinais entre 4 107,2 e 180,0 referentes aos 17 carbonos aromaticos, olefinicos

e carbonilico.

300
A

10.0
I

abundance

X : parts per Million : 1H

Figura 20 RMN *H (500 MHz, CDCls) de 26.
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Figura 21 RMN *3C (125 MHz, CDCls) de 26.
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3.4.2.5 Sintese da 6-hidroxi-cluvenona (8)

A partir da reacdo em cascata de Claisen e Diels-Alder da xantona 26
em DMF a 120C durante duas horas obteve-se a cluvenona 8 em um
rendimento de 90% (Esquema 19). Verificou-se a formagédo dos isOmeros
“regular” (8) e “neo” em uma proporcdo de 92:8 (proporcdo observada no
espectro de RMN de 'H do bruto reacional), respectivamente (ELBEL et al.
2013).

OH O OH

1 O/
@ B @ DMF, 120°C
R ——
0 6™0 S o

> (90%)

/><0\/‘m 0= o

2 8 Isémero "neo"
92 : 8

Esquema 19 Preparacéo de 8.

Interessantemente na reacdo em cascata de Claisen e Diels-Alder para
a formacao da hidroxicluvenona 19, representada no esquema 13 (pagina 157)
e novamente representada no esquema 20, observou-se a formacdo dos
isbmeros “regular” (19) e “neo” em uma razao de 82:18, respectivamente. Essa
diferenca de proporcédo observada nos esquemas 19 e 20 pode ser explicada
pela presenca do grupo metoximetila em C18 na xantona 18b (Esquema 20).
Tal grupo desfavorece a seletividade para a formag&o do isdmero “regular” por
doar densidade eletronica para a carbonila do anel B, dessa forma contribuindo

negativamente para a ruptura seletiva do alil éter em CB6.

\
0 OH
DMF, 120°C o) o /
(0]
(69%) *
(]
(6]
0
19 Isdbmero "neo"
82:18

Esquema 20 Preparacéo de 19.
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3.4.3 Sintese da 18-hidroxi-cluvenona (9)

A sintese da 18-hidroxi-cluvenona (9) esta representada no esquema 21.
Nosso grupo de pesquisa reportou previamente a sintese de 9 em dez etapas e
rendimento global de 10% (ELBEL et al. 2013). Nesse trabalho, a 18-
hidroxicluvenona (9) foi sintetizada utilizando o0 mesmo numero de etapas,

porém em condicOes diferentes e rendimento global de 19% (Esquema 21).

e
b b
N b
o o ® \Cf oH 0 o 9
X e} (c) NaOH
AICl5 (92%)
(|) 69%) g o) (o] o) 0]
s X= [ [ [ I
(a) (COCl)3, tolueno,[ 27+ X=OH 29 307 °
DMF (cat.), t.a.
(100%) 28: X=Cl (d) HBr
(96%)

0]

o Cl_Cl 0
(e M 1
L0 2ere [OLTL 0 -2 [alsle
— B
OK 0 oH % RO 0 0 75%) ho 0~ 37 ¢ OH
~ OH o OH
(o) 34 O 31
32: R=H ‘
(f) MOMC||:
o0
Z (96%)
W) />< \g/ 7< 33: R=MOM
17

Pd(PPha)s
(77%)

0]

\O
() ZnCly
(i) DMF, 120°C oy/4 microondas
_(80°/) > 0 m —_— HO
OK Y9 ‘ Lo T
o />< \/Im o} 0
36

35

Esquema 21 Sintese da 18-hidroxicluvenona (9). Reagentes e condicdes: (a)
(COCl), (7 equiv.), DMF (0,13 equiv.), tolueno, t.a., 30 min, 100%; (b) 1,2,3-
Trimetoxibenzeno (1,2 equiv.), AICI; (3 equiv.), Et,O, 0C-t.a., 3h, 69 %; (c)
NaOH (9,4 equiv.), H,O, MeOH, refluxo, 48h, 92%; (d) HBr (48%), AcOH,
refluxo, 18h, 96%; (e) Ph,CCl; (1,2 equiv.), CH3CN, irradiagcdo de microondas,
20 min, 180 C, 75%; (f) MOMCI ( 2 equiv.), DIPEA (3 equiv.), CH.CI,, t.a., 15
min, 96%; (g) Hz, 10 mol% Pd/C, THF:MeOH (3:1), t.a.,, 12 h, 89%; (h)
Carbonato de tert-butil 2-metilbut-3-en-2-ila (17) (10 equiv.), 10 mol%
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Pd(PPhs)s, THF, 0 C, 10 min, 77%; (i) DMF, 120, 1h, 80%; (j) ZnCl, (0,5
mol.L™* em THF), 110%, irradiacéo de microondas, 7h, 79%.

3.4.3.1 Sintese da (2-hidroxi-4-metoxifenil)(2,3,4-trimetoxifenil)metanona (29)

A diarilcetona 29 foi preparada sob as mesmas condi¢cdes publicadas
previamente pelo nosso grupo de pesquisa (ELBEL et al. 2013). A Unica
alteracdo esta relacionada com as condicdes utilizadas em (a), na
transformacao do acido carboxilico 27 no cloreto de acila 28 (Esquema 21). Na
condicdo previamente publicada utilizou-se cloreto de oxalila (5 mol/equiv.) e
DMF catalitico em diclorometano a temperatura ambiente durante 16 horas,
obtendo-se o cloreto de acila 28 em rendimento quantitativo. Nesse trabalho
esse cloreto de acila foi preparado utilizando cloreto de oxalila (7 mol/equiv.) e
DMF catalitico em tolueno a temperatura ambiente durante 30 minutos em
rendimento quantitativo (Esquema 21). Posteriormente o cloreto de acila 28 foi
submetido a uma acilacdo de Friedel-Crafts com 1,2,3-trimetoxibenzeno
utilizando cloreto de aluminio em éter etilico a 0°C seguido de aguecimento
espontaneo até a temperatura ambiente e agitacdo durante 3 horas, obtendo-

se a diarilcetona 29 em 69% de rendimento (Esquema 21).

3.4.3.2 Sintese da 3,5,6-trimetoxi-xantona (30)

A xantona 30 foi preparada em 92% de rendimento a partir de uma
reacdo de ciclizacdo da diarilcetona 29 na presenca de hidroxido de sédio em
metanol e agua destilada sob refluxo durante 48 horas, conforme previamente
descrito (ELBEL et al. 2013) (Esquema 22).

OH 0 0o~ | o)
o) NaOH
T e O
? ? S e
0

29 30

Esquema 22 Preparagéo de 30.
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3.4.3.3 Sintese da 3,5,6-triidroxi-xantona (31)

O composto 31 foi obtido em rendimento de 96% a partir da hidrolise
acida dos grupos metoxila da xantona 30 em acido bromidrico (48%) e acido
acético sob refluxo durante 18 horas, conforme previamente descrito (ELBEL et
al. 2013) (Esquema 23).

(@) (0]
1
SesIENN O
(l) (@) ? (96%) HO O .y ¢ OH
(0] OH
30”7 31

Esquema 23 Preparacéo de 31.

3.4.3.4 Sintese da 3-hidroxi-5,6-di-(O)-difenilmetilenodioxi-xantona (32)

A protecdo do catecol presente no anel C de 31 com a,a-dicloro-
difenilmetano em acetonitrila a 180T sob irradiaca o de microondas durante 20
minutos conduziu a formacéo do cetal 32 em 75% de rendimento (Esquema
24). Esse composto foi obtido previamente utilizando a,a-diclorodifenilmetano
em difenil éter a 175 durante 4 horas (ELBEL et al. 2013).

Q Cl_Cl Q
1
DOONEANSSH S
HO 0 N 0H (5%  HO o o)
OH o) O
31 32

Esquema 24 Preparacéo de 32.

3.4.3.5 Sintese da 3-metoximetil-5,6-di-(O)-difenilmetilenodioxi-xantona (33)

O cetal 33 foi obtido em 96% de rendimento a partir da reagéo do fenol
32 com MOMCI e DIPEA em diclorometano a temperatura ambiente durante 15

minutos (Esquema 25). Esse composto foi obtido previamente utilizando
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MOMCI e hidreto de sodio em acetona a temperatura ambiente durante 12
horas (ELBEL et al. 2013).

o)
(. == O O
HO o) o) ‘96%
o)
32 33

Esquema 25 Preparacéo de 33.

3.4.3.6 Sintese da 3-metoximetil-5,6-diidroxi-xantona (34)

O catecol 34 foi obtido em 89% de rendimento através da hidrogenolise
do cetal presente em 33 em uma reacdo com hidrogénio gasoso e 10 mol%
Pd/C em THF:MeOH (3:1) a temperatura ambiente durante 12 horas em um
reator de alta pressao (300 bar) (ELBEL et al. 2013) (Esquema 26).

O
O O _ HPdC
0 0 0 T O O OH
ko/ 33 © O OH
g

Esquema 26 Preparacgéo de 34.

3.4.3.7 Sintese da 3-metoximetil-5,6-bis((2-metilbut-3-en-2-il)oxi-xantona (35)

A prenilacdo reversa catalisada por Pd(0) do catecol 34 com o carbonato
17 em THF a 0 T durante 10 minutos, conduziu a formac ao do dialil éter 35
em 77% de rendimento (ELBEL et al. 2013) (Esquema 27).
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_~ OO o}
0 TR
17
O O Pd(PPha), o o O o
0 0 OH 77%) Lo O %
k ~ 34 OH |
) 35

Esquema 27 Preparacgéo de 35.

3.4.3.8 Sintese da 18-metoximetil-cluvenona (36)

A partir da reacdo em cascata de Claisen e Diels-Alder da xantona 35
em DMF a 120C durante duas horas obteve-se a cluve nona 36 em um

rendimento de 69% (Esquema 28). Verificou-se a formacédo dos isbmeros

“regular” (36) e “neo” em uma proporcao de 80 : 20, respectivamente (ELBEL et
al. 2013).

DMF, 120°C

(69%)

36 Isémero "neo”
80:20

Esquema 28 Preparacéo de 36.

Observa-se uma maior formagdo do isOmero “neo” nessa reacao,
quando comparada com a razdo de isbmeros obtida para os derivados da 6-
hidroxicluvenona (8, esquema 19, pagina 165) e da 6-18-diidroxicluvenona (10,
esquema 20, pagina 165), que estdo novamente representados no esquema
29. Essa diferenca pode ser explicada pela presenca da hidroxila em C1 nas
xantonas derivadas da 6-hidroxicluvenona e 6-18-diidroxicluvenona, que
atraves de forte interacdo de hidrogénio com a carbonila do anel B favorece, no
rearranjo de Claisen, a quebra da ligacao no alil éter em C6 favorecendo assim

a formacéao do isdbmero “regular”.
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1 o/
@ B @ DMF, 120°C
o) 6°0 3= o 7

(90%)

DMF, 120°C

(69%)

19 Isémero "neo"

82:18

Esquema 29 Preparacgao de 8 e 19.

3.4.3.9 Sintese da 18-hidroxi-cluvenona (9)

A 18-hidroxi-cluvenona (9) foi obtida em 79 % de rendimento a partir da
clivagem &acida do grupo metoximetila de 36 em uma reacdo com cloreto de
zinco (0,5 mol.L™* em THF) a 110C sob irradiacdo de microondas durante 7
horas (Esquema 30). Em metodologia previamente publicada obteve-se esse
composto em 75% de rendimento utilizando cloreto de zinco (0,5 mol.L™ em
THF) a 40C durante 24 horas (ELBEL et al. 2013).

ZnCly,
microondas
—_— H

0 (79%)

Esquema 30 Preparacéo de 9.
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3.4.4 Sintese dos sais de trifenilfosfébnio e compostos h idrofilicos

derivados das hidroxicluvenonas 8, 9 e 10

O esquema 31 representa a sintese dos sais de trifenilfosfénio e
compostos hidrofilicos derivados das hidroxicluvenonas 8, 9 e 10.

(0]
(b) CH3(OCH,CH,),0CH,COCI, #ko
Pi S o

ou
(€) CH3(OCH4CH,),0CH,COOH, [
EDC o

(o
37 : 6-hidroxi-18-(0)-alquila (75%) 10 : 6,18-dihidroxi 38 : 6-hidroxi-18-(0)-acila (48%)
41 : 6-(0)-alquila (65%) 8 : 6-hidroxi 42 : 6-(0)-acila (57%)
45 : 18-(0)-alquila (86%) 9 : 18-hidroxi 46 : 18-(0)-acila (98%)

(d) 1,4-Dibromobutane,

€) PPh al
o (¢) PPhy J/(
BrPh;P
39 : 6-hidroxi-18-(0)-alquila (78%) 40 : 6-hidroxi-18-(0)-alquila (92%)
43 : 6-(0)-alquila (68%) 44 : 6-(0)-alquila (85%)
47 : 18-(0)-alquila (85%) 48 : 18-(0)-alquila (98%)

Esquema 31 Sintese dos derivados das hidroxicluvenonas 8, 9 e 10.
Reagentes e condicdes: (a) Tosilato de 2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etila, K,COs,
DMF, t.a. ou 60C, 8-10h; (b) Cloreto de 2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)acetila (3
equiv.), CH.Cl,, piridina, t.a., 8 e 1h para 42 e 46, respectivamente; (c) Acido 2-
(2-(2-metoxietoxi)etoxi)acético (1,5 equiv.), EDC.HCI (1,1 equiv.), CH.ClI,, t.a.,
22h, 48% para 38; (d) 1,4-Dibromobutano (5 equiv.), K,CO3 (1,5 ou 2 equiv.),
DMF, t.a. ou 80T, 8h-16h; (e) PPhz (5 equiv.), CH3CN, 150%C, irradiacédo de

microondas, 2h.

3441 Sintese e caracterizacao de 6-hidroxi-18-(2-(2-(2-
metoxietoxi)etoxi)etoxi-cluvenona (37), 6-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etoxi-

cluvenona (41) e 18-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etoxi-cluvenona (45)

Os éteres 37, 41 e 45 foram obtidos em rendimentos de 75, 65 e 86%,
respectivamente, a partir de reacdes de suas respectivas hidroxicluvenonas de
partida com o tosilato de 2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etila e carbonato de potassio

em DMF a temperatura ambiente (para os compostos 37 e 45) ou 60C (para o
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compostos 41) durante 8-10 horas (Esquema 31). Sob essas condi¢cdes
obteve-se uma seletiva alquilacdo na hidroxila em C18 na reagao da di-
hidroxicluvenona 10 devido a diferenca de acidez entre os hidrogénios das
hidroxilas. Devido a semelhanca estrutural entre esses compostos, sera

discutida apenas a caracterizacao do éter 37.

No espectro de RMN de 'H de 37 (Figura 22) foi evidenciada a
alquilacdo pela presenca de um simpleto em 63,40 referente aos trés
hidrogénios metilicos do grupo trietilenoglicol, além de sinais entre 43,56 e
4,16 correspondentes aos doze hidrogénios metilénicos desse grupo.

Observam-se também todos os sinais referentes aos hidrogénios da unidade

cluvenona.
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Figura 22 RMN *H (400 MHz, CDCls) de 37.

No espectro de RMN de **C de 37 (Figura 23) foi evidenciada a

alquilacdo pela presenca de sete sinais entre 659,1 e 71,9 correspondentes
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aos carbonos do grupo trietilenoglicol, além de todos os sinais referentes aos

carbonos da unidade cluvenona.
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Figura 23 RMN *3C (125 MHz, CDCl5) de 37.

3.4.4.2 Sintese e caracterizagao de 6-hidroxi-18-(2-(2-(2-
metoxietoxi)etoxi)etoxi-cluvenona (38), 6-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etoxi-

cluvenona (42) e 18-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etoxi-cluvenona (46)

Os ésteres 42 e 46 foram obtidos em 57 e 98% de rendimento a partir da
reagdo das suas hidroxicluvenonas precursoras em uma reagéo com cloreto de
2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)acetila e piridina em diclorometano durante 8 e 1 hora,
respectivamente (Esquema 32). O éster 38 foi obtido em 48% através da
reacdo de sua hicroxicluvenona precursora com EDC em diclorometano a
temperatura ambiente durante 22 horas (Esquema 32). Optou-se por utilizar
essa metodologia de esterificacdo para essa hidroxicluvenona, por ser uma
metodologia que utiliza condi¢cbes mais brandas e poder conduzir a uma maior

regioseletividade.



10 : 6,18-dihidroxi
8 : 6-hidroxi
9 : 18-hidroxi

CH3(OCH,CH,),0CH,COCI,
Pi

ou
CH3(OCH,CH,),0CH,COOH,
EDC

38 : 6-hidroxi-18-(0)-acila (48%)
42 : 6-(0)-acila (57%)
46 : 18-(0)-acila (98%)

Esquema 32 Preparacgéo de 38, 42 e 46.
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Devido a semelhanca estrutural entre essas substancias, sera discutida

apenas a caracterizacdo do éster 38. No espectro de RMN de *H de 38 (Figura

24) foi evidenciada a esterificacao pela presenca de dois simpletos em 63,39 e

4,41 referentes aos trés hidrogénios metilicos e aos hidrogénios metilénicos

ligados ao carbono a-carbonilico do grupo trietilenoglicol, além de sinais entre

03,55 e 3,83 correspondentes aos outros oito hidrogénios metilénicos desse

grupo. Observam-se também todos os sinais referentes aos hidrogénios da

unidade cluvenona. Evidenciou-se que a esterificacdo ocorreu na hidroxila em

C18 devido a presenca do hidrogénio de C6-OH em 6 12,28.
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Figura 24 RMN *H (400 MHz, CDCls) de 38.
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No espectro de RMN de **C de 38 (Figura 25) foi evidenciada a
esterificacdo pela presenca de seis sinais entre 659,3 e 72,1 correspondentes
aos carbonos metilicos e metilénicos do grupo trietilenoglicol, a presenca de
trés sinais de carbonila em 6 168,2, 180,6 e 202,7, além de todos os outros

sinais referentes aos carbonos da unidade cluvenona.
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Figura 25 RMN *3C (100 MHz, CDCls) de 38.

3.4.4.3 Sintese e caracterizacdo de 6-hidroxi-18-(4-bromobutoxi)-cluvenona

(39), 6-(4-bromobutoxi)-cluvenona (43) e 18-(4-bromobutoxi)-cluvenona (47)

Os brometos de alquila 39, 43 e 47 foram obtidos em 78, 68 e 85% de
rendimento, respectivamente, a partir da alquilacdo de suas respectivas
hidroxicluvenonas de partida utilizando excesso de 1,4-dibromobutano e
carbonato de potassio em DMF a temperatura ambiente ou 80C durante 8-16

horas (Esquema 33).
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1,4-Dibromobutano

Br

10 : 6,18-dihidroxi 39 : 6-hidroxi-18-(O)-alquila (78%)
8 : 6-hidroxi 43 : 6-(0)-alquila (68%)
9 : 18-hidroxi 47 : 18-(0)-alquila (85%)

Esquema 33 Preparacédo de 39, 43 e 47.

Devido a semelhanca estrutural desses éteres, sera discutida apenas a
caracterizagcdo do composto 39. A alquilacdo desse composto foi evidenciada
pelo espectro de RMN de 'H (Figura 26) pela presenca de dois multipletos em
01,97-2,00 e 2,05-2,08 e dois tripletos (J = 6,0 Hz) em 03,49 e 4,04
correspondentes aos oito hidrogénios metilénicos da porc¢éo alquila introduzida.
No seu espectro de RMN de *3C (Figura 27) foi evidenciada a alquilacdo pela
presenca de um sinal em 067,5 referente ao carbono oxigenado da cadeia
alquila introduzida, além de trés sinais adicionais, comparado com 0 espectro
de 10, na regido proxima do TMS, correspondentes aos outros trés carbonos

da unidade alquila.
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Figura 26 RMN *H (500 MHz, CDCls) de 39.
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3.44.4 Sintese e caracterizacdo de  6-hidroxi-18-(4-(bromotrifenil-
fosfanil)butoxi-cluvenona (40), 6-(4-(bromotrifenil-fosfanil)butoxi-cluvenona (44)

e 18-(4-(bromotrifenil-fosfanil)butoxi-cluvenona (48)

Os sais de trifenilfosfonio 40, 44 e 48 foram sintetizados a partir da
reacao dos seus respectivos brometos de alquila de partida com trifenilfosfina

em acetonitrila a 150C sob irradiacdo de microondas durante 2 horas
(Esquema 34).

Br
39 : 6-hidroxi-18-(0)-alquila 40 : 6-hidroxi-18-(0)-alquila (92%)
43 : 6-(0)-alquila 44 : 6-(0)-alquila (85%)
47 : 18-(0)-alquila 48 : 18-(0)-alquila (98%)

Esquema 34 Preparacéo de 40, 44 e 48.
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Devido a semelhanca estrutural entre esses compostos, sera discutida
apenas a caracterizacdo do composto 40. No espectro de RMN de *H de 40
(Figura 28) observam-se trés multipletos entre 67,69 e 7,90 referentes aos
quinze hidrogénios aromaticos do grupo trifenilfosfénio, evidenciando a
formacdo do composto desejado. Observam-se também todos os demais sinais
observados no intermediario 39. No espectro de RMN de **C (Figura 29)
observam-se a presenca de seis sinais intensos entre 6130,0 e 135,0
correspondentes aos carbonos aromaticos da unidade trifenilfosfonio, além de

todos os sinais referentes aos carbonos presentes no intermediario 39.
3.4.5 Sintese da p-benzoquinona 57

O esquema 35 representa a primeira tentativa de obtencdo da p-

benzoquinona 57.

HO OCH,
OCH; OCH, OCH, @
50N (a)nBuli 5 (COLH (o)1 LioH CO-H HO  OH
—_— —_— B ——

1 ) j\ 7F MeOH/H,0 (3:1) POCl; ZnCl, H,CO OH

_CH, 70°C F
OCH, c1” o OCH, , OCH;,

% ii. HCI OH

49 (96%) 50 (100%) 51 52 (40%)

(e) DIPEA, ACN
MO, 180 °C, 22 min

(74%)

o OCHj

OCHg,O OCH% . \)(OJ\%

X

0,
(9) DMF, 120°C, 4 h 17

(¢}
(88%) H,cO O Q Pd(PPhs), H;CO

'
U

Hico 0~
77%
j,o 0{ (77%) HO  OH
5 =/ s \= 54
(i) CAN (h) PhI(OCOCF5),
H,0, ACN, CH,Cl, 24 h,
ta, 5min -78 °C até t.a.
0

57
Esquema 35 Tentativa de sintese da p-quinona 57. Reagentes e condicdes: (a)

1,6 mol.L* n-BuLi (1,2 mol/equiv.), THF, 1 h, -78 T; (b) CICO,CH; (1,2
mol/equiv.), THF, 4 h, -78 C, 96%; (c) LIOH (5 mol/equiv.), MeOH:H,0O (3:1),
1,5 h, 70 €, 100%; (d) 1,2,3-triidroxibenzeno (1 mol/equiv.), POCl; (27
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mol/equiv.), ZnCl, (10 mol/equiv.), 2,5 h, 65 T, 40%; (e) DIPEA (5 mol/equiv.),
CH3CN, microondas, 22 min, 180 C, 74%; (f) 17 (10 mol/equiv.), 10 mol%
Pd(PPhg)s, THF, 24 h, 0 C, 77%; (g) DMF, 4 h, 120 <, 88%; (h) CAN (2
mol/equiv.), H,O, CH3CN, t.a., 5 min (decomposicéo); (i) Phi(OCOCF3), (1,2
mol/equiv.), CH,Cl;, 24 h, -78 € até t.a. (ndo houve reacao).

3.4.5.1 Sintese e caracterizacdo do 2-fluoro-3,6-dimetoxibenzoato de metila
(50)

O éster 50 foi obtido em 96% de rendimento através de uma reacdo de
metoxicarbonilacdo no carbono orto ao flior do composto 49, inicialmente pela
orto metalacéo com a adicéo de n-BuLi (1,6 mol.L™Y) em THF a -78<C durante 1
hora, seguido da adicdo de cloroformato de metila e agitacéo por 4 horas nessa

mesma temperatura (Esquema 35).

Reacdes de orto metalacdo sao influenciadas por varios fatores, dentre
eles, a natureza do organolitio e substratos utilizados, solvente, temperatura e
condic¢des anidras (SNIECKUS, 1990). Os grupos substituintes dos aroméaticos
envolvidos em reacfes de orto metalacdo influenciam na regioseletividade
através do efeito indutivo (aumentando a acidez do hidrogénio em orto) e
através da capacidade de complexagcdo com organolitio (aproximando o
organolitio do hidrogénio a ser envolvido na reacdo). Efeitos estéreos desses
grupos influenciam negativamente para a reacdo de orto metalacédo
(SNIECKUS, 1990). Esperava-se na reacdo de orto metalacdo de 49, a
substituicdo no carbono 3 devido a presenca do flior em orto, influenciando
positivamente com o efeito indutivo, e a presencga da metoxila também em orto,

influenciando positivamente com a capacidade de complexar com o n-BulL.i.

No espectro de RMN de *H de 50 (Figura 30) observam-se um tripleto (J
= 9,2 Hz) em 86,94 e um dupleto duplo (J =9,2 e 1,5 Hz) em & 6,59 referentes
a H4 e H5 respectivamente, além de trés simpletos em 63,90, 3,81 e 3,77
correspondentes aos nove hidrogénios metilicos. No espectro de RMN de *C
(Figura 31) observam-se seis dupletos entre 6 150,9 e 106,1 correspondentes a
C1 a C-6, um sinal em &164,0 referente ao carbono carbonilico, além de trés

sinais entre 57,0 e 52,6 correspondentes aos carbonos metilicos.
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3.4.5.2 Sintese e caracteriza¢do do &cido 2-fluoro-3,6-dimetoxibenzéico (51)

O éacido carboxilico 51 foi obtido em rendimento quantitativo através de
uma hidrélise basica do éster 50 com hidroxido de litio em metanol e agua
destilada a 70C durante 1,5 horas, seguido de acidificacdo com &cido

cloridrico 1 mol.L™* até pH=2 (Esquema 36).

1. LiOH
OCHjz MeOH/H,0 (3:1) OCH;,4
5 - CO,CH;, 70°C CO,H
—_—
3 F 2. HCI (1 mol.L"), F
OCH, ta. OCH,
50 (100%) 51

Esquema 36 Preparacgéo de 51.

No espectro de RMN de 'H de 51 (Figura 32) evidenciou-se a clivagem
do éster metilico pela auséncia de um smpgleto referente aos seus hidrogénios
metilicos, além da presenca de um sinal largo em &10,24 referente ao
hidrogénio da carboxila. Observam-se também todos os sinais referentes aos

hidrogénios aromaticos e metilicos desse composto.

10.2413
2597

_3.8649
"\-3.8445

7.0477
7.0249
7.0020

P49H

0.2413

OCHs
CO,H

i
i I
F L
OCHs Wﬂ/\\ A
5 b b
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5.5 .
f1 (ppm)

Figura 32 RMN *H (400 MHz, CDCls) de 51.
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No espectro de RMN de *3C (Figura 33) evidenciou-se a clivagem devido
a auséncia de um sinal correspondente ao carbono metilico do éster metilico,
além da desblindagem observada para o sinal da carbonila de 4 164,0 no éster,
para 6167,5 no acido carboxilico. Observam-se também todos os demais

sinais referentes aos carbonos aromaticos e metilicos desse composto.

P49C

77.3141
76.9957
76.6783
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Figura 33 RMN *3C (100 MHz, CDCl;) de 51.

3.4.5.3 Sintese e caracterizacdo do (2-fluoro-3,6-dimetoxifenil)(2,3,4-

trildroxifenil)metanona (52)

A partir de uma reacéo de acilacdo do acido carboxilico 51 com o 1,2,3-
trildroxibenzeno e cloreto de zinco em tricloreto de fosforila a 65T durante 2,5
horas obteve-se a diarilcetona desejada 52 em 40% de rendimento (Esquema
37). Observou-se nessa reacdo a formacdo da cetona 53 em 10% de
rendimento, formada a partir da hidrélise acida da metoxila orto a carbonila em
52. Acredita-se que essa clivagem ocorreu devido a formacdo de &cido

cloridrico e agua durante a reacdo de acilagéo.
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HO OCHj3
OCH;
CO,H HO OH .
D — R
. POCI ZnCl, H,CO OH
OCHj OH
51 52 (40%) 53 (10%)

Esquema 37 Preparacéo de 52.

No espectro de RMN de 'H de 52 (Figura 34) observam-se trés
simpletos em 6 12,3, 6,03 e 5,62 referentes aos hidrogénios das hidroxilas e um
tripleto (J = 9,2 Hz) e um duplo dupleto (J = 9,2 e 1,7 Hz) correspondentes aos
dois hidrogénios presentes no anel aromatico fluorado. Observam-se também
dois dupletos (J = 8,7 Hz) em 66,86 e 6,45 referentes aos dois hidrogénios
aromaticos do outro anel e dois singletos em 63,73 e 3,88 correspondentes

aos seis hidrogénios metilicos.
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Figura 34 RMN *H (400 MHz, CDCls) de 52.
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No espectro de RMN de '3C de 52 (Figura 35) observam-se seis
dupletos e seis singletos entre d154,7 e 108,6 correspondentes aos doze
carbonos aromaticos, um sinal em & 197,1 referente ao carbono carbonilico e

dois sinais em 4 58,1 e 57,7 correspondentes aos dois carbonos metilicos.
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Figura 35 RMN *H (100 MHz, acetona-dg) de 52.
3.4.5.4 Sintese e caracterizacdo do 5,6-dihidroxi-1,4-dimetoxi-xantona (54)

A xantona 54 foi obtida em 74% de rendimento através da reacdo de
ciclizagéo da diarilcetona 52 com DIPEA em acetonitrila a 180T sob irradiagéo
de microondas durante 22 minutos (Esquema 38).

OCH,4
o) DIPEA, CH,CN

HO microondas, 180 °C, 22 min
_

H,CO

OH (74%) 8

Esquema 38 Preparacéo de 54.



143

No espectro de RMN de 'H de 54 (Figura 36) observam-se quatro
dupletos entre & 7,44 e 6,82 referentes aos quatro hidrogénios aromaticos além

de dois simpletos em 03,89 e 3,79 correspondentes aos seis hidrogénios
metilicos.

2.4840
2.4811

.

—3.8893
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7
37
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pd 6.8631
j 6.8293
N 6.8067

1.14
0.95
2.93«
3.04~

T
100 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
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Figura 36 RMN *H (400 MHz, DMSO) de 54.

No espectro de RMN de *C (Figura 37) observam-se um sinal em
0175,0 referente ao carbono carbonilico, doze sinais entre d153,4 e 105,5

correspondentes aos doze carbonos aromaticos, além de dois sinais em 4 56,9

e 56,6 referentes aos dois carbonos metilicos.
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Figura 37 RMN *3C (125 MHz, DMSO) de 54.

3.4.5.5 Sintese e caracterizagdo do 1,4-dimetoxi-5,6-bis((2-metilbut-3-en-2-

il)oxi-xantona (55)

O dialiléter 55 foi obtido em 77% de rendimento a partir da prenilacédo
das hidroxilas de 54 utilizando Pd(0) catalitico em THF a 0C durante 24 horas
(Esquema 39).

o
OCH
0" o
SONNe
Pd(PPhy), HCO 0 O
(77%)
DA d
_ s _

Esquema 39 Preparacéo de 55.

A dialilacéo foi evidenciada no espectro de RMN de *H (Figura 38) pela
presenca de dois dupletos duplos (J = 10,9 e 17,6 Hz) em 66,41 e 6,19

referentes aos dois hidrogénios metilicos das olefinas, dois simpletos em & 1,55
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e 1,61 referentes aos doze hidrogénios metilicos dos grupos alila, além de um
dupleto (J = 10,9 Hz) em 04,97 e um multipleto em 05,13-5,21
correspondentes aos quatro hidrogénios metilénicos dos dois grupos alila.
Observam-se também todos os sinais correspondentes aos hidrogénios

aromaticos e aos demais hidrogénios metilicos desse composto.
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Figura 38 RMN *H (400 MHz, CDCls) de 55.

No espectro de RMN de *C (Figura 39) observam-se quatorze sinais
entre 104,2 e 156,2 referentes aos dezesseis carbonos arométicos e
olefinicos. A dialilacéo foi evidenciada pela presenca de dois sinais em 82,0 e
83,9 correspondentes aos dois carbonos diretamente ligados ao oxigénio dos
grupos alila, além de dois sinais em 26,7 e 27,1 referentes aos carbonos
metilicos desses grupos. Observam-se também todos o0s sinais

correspondentes aos outro carbonos desse composto.
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Figura 39 RMN *3C (100 MHz, CDCls) de 55.

3.4.5.6 Sintese e caracterizacdo do 6,17-dimetoxi-cluvenona (56)

A dimetoxicluvenona 56 foi obtida em 88% de rendimento através da
reacdo em cascata de Claisen e Diels-Alder da xantona 55 em DMF a 120C

durante 4 horas (Esquema 40).

OCH,
o)
Q DMF, 120 °C, 4 h
B ——————
H,CO O Q (88%)

Esquema 40 Preparacgéo de 56.

No seu espectro de RMN de 'H (Figura 40) observam-se quatro
simpletos em 61,09, 1,30, 1,39 e 1,78 referentes aos 12 hidrogénios metilicos
da porcao triciclica, um dupleto em 07,31 correspondente ao hidrogénio

olefinico da olefina conjugada com a carbonila, um tripleto em 6 4,52 referente
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ao hidrogénio da olefina dimetilada, um dupleto duplo em 3 3,45 referente ao
hidrogénio ligado ao carbono a-carbonilico, além de dois dupletos duplos, um
dupleto e um multipleto entre 4 2,60-2,62 e 1,27 correspondentes aos outros
cinco hidrogénios da porcdo triciclica. Observam-se também os sinais

correspondentes aos hidrogénios aromaticos e metilicos dos grupos metoxila.
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Figura 40 RMN *H (400 MHz, CDCls) de 56.

No espectro de RMN de *3C (Figura 41) observam-se seis sinais entre
0 16,9 e 29,5 referentes aos seis carbonos metilicos e metilénicos da porgéo
triciclica, dois sinais em & 46,7 e 48,5 correspondentes aos carbonos metinicos
nao olefinicos da porcao triciclica e dois sinais em 6 56,4 e 57,0 referentes aos
carbonos metilicos dos grupos metoxila. Observam-se também 13 sinais entre
0 83,6 e 154,3 correspondentes a 13 carbonos (olefinicos, aroméaticos e ligados
diretamente ao oxigénio na forma de éter), além de dois sinais em 176,1 e

203,3 referentes aos dois carbonos carbonilicos.
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Figura 41 RMN *3C (100 MHz, CDCls) de 56.

3.4.5.7 Tentativa de sintese do 6,17-diona-cluvenona (57)

Varias condicdes de preparacdo de p-quinonas sdo descritas na
literatura (AKAI e KITA, 1998). Dentre elas, a preparacdo partindo de p-
dimetoxibenzenos é uma das mais interessantes, pois os éteres metilicos
derivados de fendis sdo estaveis sob véarias condi¢cdes reacionais e por isso
podem ser planejados para serem transformados em quinonas na ultima etapa
de um esquema sintético. Os principais reagentes utilizados nesse tipo de
oxidacdo séo nitrato de cério e aménio (CAN), acido nitrico, 6xido de prata (ll),
diacetato de fenil-iodinano(lll) (PIDA) e bis(trifluoroacetato) de fenil-iodinano(lll)
(PIFA) (THOMA et al. 2001).

Na tentativa de oxidacdo da dimetoxi-cluvenona 56 e obtencéo da p-
quinona 57 utilizou-se inicialmente PIFA em diclorometano de -78C até a
temperatura ambiente durante 24 horas e observou-se que nenhuma reacao
havia ocorrido, recuperando-se todo o material de partida (Esquema 41).

Acredita-se que ndo houve nenhum tipo de reacéo devido ao efeito eletrdonico
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desativante promovido pela carbonila diretamente ligada ao anel A do
composto 56.

Outra tentativa realizada foi a reacdo com CAN e agua destilada em
acetonitrila a temperatura ambiente. Apds 5 minutos observou-se, por CCD e
espectrometria de massas, a decomposicdo do material de partida (Esquema
41). Acredita-se que houve decomposicdo do material de partida por esse
apresentar a unidade cetona a,B-insaturada, que é extremamente eletrofilica e
que em condi¢des hidratadas pode sofrer adicoes. A presenca de CAN pode

também ter desencadeado reacfes de dimerizagao.

PhI(OCOCF3),
CH.Cl, 24 h,
-78 °C até t.a.

CAN
H,O, ACN,
t.a., 5 min

Esquema 41 Tentativas de obtencéo de 57.

Diante desses resultados, planejou-se outra rota sintética para a

preparacao da quinona 57.
3.4.5.8 Nova tentativa de sintese da 6,17-diona-cluvenona (57)

Nicolaou e colaboradores (2004) sintetizaram uma p-quinona a partir da
oxidacdo de um p-hidroximetoxibenzeno contendo em sua estrutura a porcéo

triciclica presente nas CGXs, utilizando PIFA em diclorometano.

Planejou-se a preparagdo da quinona 57 a partir da 6-hidroxi-17-
metoxicluvenona (60) (Figura 42) utilizando as mesmas condi¢cdes que Nicolau

e colaboradores.

Figura 42 Estrutura do composto 60.
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3.4.5.8.1 Preparacao da 6-hidroxi-17-metoxi-cluvenona (60)

Na tentativa de preparacao da 6-hidroxi-17-metoxicluvenona (60) a partir
da 6,17-dimetoxicluvenona (56) (Esquema 42) utilizando BBrs; (1 mol.L™) em
diclorometano a -78<T até temperatura ambiente dura nte 4 horas, observou-se
por CCD e espectrometria de massas a decomposi¢do do material de partida.

BBr,, CH,Cl,,
-78°C, 4h

Esquema 42 Tentativa de obtencédo de 60.

Dessa forma, planejou-se a sintese de 60 por outra rota sintética,
representada no esquema 43. Essa hidroxicluvenona foi sintetizada a partir da

xantona 54, previamente sintetizada (Esquema 35, pagina 180).

0
OCH, OH by SR < OH
0 17 0
(a) BBrg Pd(PPhs), Q
(62%) H,CO 0 (63%) H;CO O Q

o on 9, L
baAcd

58

(c) DMF, 120°C
(72%)

Esquema 43 Sintese de 60. Reagentes e condicdes: (a) BBr; (1 mol/equiv., 1
mol.L™"), DCM, 0C-t.a., 13h, 62%; (b) 17, Pd(PPhs)s (10 mol%), THF, 0, 18h,
63%; (c) DMF, 120<C, 4h, 72%.
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3.4.5.8.1.1 Sintese e caracterizacdo de 1,5,6-tri-hidroxi-4-metoxi-xantona (58)

A xantona 58 foi obtida em 62% de rendimento a partir da reacdo da
metoxi-xantona 54 com BBr; em diclorometano de 0T até a temperatura

ambiente durante 13 horas (Esquema 43).

No espectro de RMN de *H desse composto (Figura 42) a clivagem de
um grupo metila foi evidenciada pela presenca de apenas um sinal em 9 3,95
referente aos trés hidrogénios metilicos. Observam-se também a presenca de

todos os sinais correspondentes aos outros hidrogénios desse composto.

4.8901
—3.9544
3.3050

S s b L A
g 8 8 & )
- o - o o~

T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 42 RMN *H (400 MHz, CD3OD) de 58.

No espectro de RMN de **C (Figura 43) evidenciou-se a clivagem de um
grupo metila pela presenca de apenas um sinal em 057,1 referente a um
carbono metilico. Observam-se a presenca de todos os demais sinais

correspondentes a todos os carbonos desse composto.
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Figura 43 RMN *3C (100 MHz, acetona-ds) de 58.

3.4.5.8.1.2 Sintese da 1-hidroxi-4-metoxi-5,6-bis((2-metilbut-3-en-2-il)oxi-

xantona (59)

O dialil éter 59 foi obtido em 63% de rendimento a partir

da dialilacao

seletiva da xantona 58 com o carbonato 17 e Pd(PPhz), em THF a 0C durante

18 horas (Esquema 44). Nao sera discutida a caracterizacdo des

se composto

devido & semelhanca estrutural com o dialil éter 55, cuja caracterizacdo foi

discutida nas paginas 188-190.

(@]
SIS
17
Pd(PPhg)4

(63%)  HaCO

Esquema 44 Preparacgéo de 59.
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3.4.5.8.1.3 Sintese da 6-hidroxi-17-metoxi-cluvenona (60)

A hidroxicluvenona 60 foi obtida em 72% de rendimento a partir da
reacdo em cascata de Claisen e Diels-Alder do dialil éter 59 em DMF a 120C
durante 4 horas (Esquema 45). Nao serd discutida a caracterizagdo desse
composto devido a semelhanca estrutural com a dimetoxi-cluvenona 56, cuja

caracterizacao esta descrita nas paginas 190-192.

OH

(0]
Q DMF, 120°C
_—

ol gy

Esquema 45 Preparagéo de 60.

4.5.9 Sintese e caracterizacao de 6,17-diona-cluven ona (57)

A quinona 57 foi obtida em 68% de rendimento a partir da oxidagéo da
hidroxicluvenona 60 com PIFA em diclorometano a -78T até -30C durante 1

hora (Esquema 46).

PhI(OCOCF3),
o] _—
CH,Cly, 1 h,
-78 °C até -30°C
(68%)

Esquema 46 Preparacéo de 57.

No espectro de RMN de *H desse composto (Figura 44) a oxidacéo foi
evidenciada pela presenca de dois dupletos (J = 10,3 Hz) em 566,88 e 6,79
referentes aos dois hidrogénios do anel quinénico e pela auséncia dos sinais
correspondentes aos trés hidrogénios metilicos da metoxila do composto de
partida 60. Observam-se também a presenca de todos o0s sinais
correspondentes aos outros hidrogénios desse composto. No espectro de RMN
de *C (Figura 45) evidenciou-se a oxidacdo pela presenca de quatro sinais

entre 0174,1 e 201,2 correspondentes aos quatro carbonos carbonilicos.
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Observam-se também a presenca dos demais sinais correspondentes aos

outros carbonos desse composto.
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Figura 44 RMN H (500 MHz, CDCl5) de 57.
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Figura 45 RMN *3C (125 MHz, CDCl;) de 57.
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3.4.6 Sintese do BODIPY FL EDA (71)

A sintese do BODIPY FL EDA (71) esta representada no esquema 47.

4o @ Pth\)LOJ<

(0) H PUIC i
N e - L
WH 5% W T s%) W

61

H o
N
(c) POCl,, \(\_/()(H
65
(d) BF5.0Et,
(59%)
= X \
(f) 69, EDC, HOBt SR
0 B OR
(87%) £ OE
(9) HCI, Et,o[ 70 R=Boc (e Hol[ &6 R= tertbutyl
(91%) |: 71: R = H.HCI (56%) L» 67:R=H

(h) 80020 N
NH, N~
HNT (93°/ ) \{/|

68

Esquema 47 Sintese do BODIPY FL EDA (71). Reagentes e condicdes: (a) 62
(2 equiv.), DCM, t.a., 30h, 75%; (b) H, (300 bar), 10% Pd/C, MeOH, 2h, 78%,
(c) 65 (1,1 equiv.), POCIl; (1,1 equiv.), DCM, 0C-t.a., 7h; (d) BF3;.OEt, (4
equiv.), DIPEA (4,2 equiv.), 0C-t.a., 12h, 59% (etapas c e d); (e) HCI (37%),
H.O, THF, t.a., 28h, 56%; (f) 69 (1 equiv.), EDC (1,2 equiv.), HOBt (1,2 equiv.),
DCM, t.a., 2 h, 87%: (g) HCI (1 mol.L™* em Et,0), dioxano, t.a., 12h, 91%; (h)
Boc,0 (0,1 equiv.), dioxano, t.a., 6h, 93%.

3.4.6.1 Sintese e caracterizacdo de (E)-3-(1H-pirrol-2-il)acrilato de terc-butila
(63)

O alceno 63 foi preparado em 75% de rendimento a partir da reacédo de Wittig
entre o aldeido 61 e o ilideo de fosforo 62 em diclorometano a temperatura

ambiente durante 30 horas (Esquema 48).
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0
Yo Ph3P§)LOJ< ’ o
§ N
\ / H (75%) \_/ ©
61 63

Esquema 48 Preparacéo de 63.

No espectro de RMN de 'H desse composto (Figura 46) observam-se
dois dupletos (J = 15,9 Hz) em 67,47 e 6,00 referentes aos dois hidrogénios
olefinicos, trés sinais entre 46,89 e 6,26 correspondentes aos trés hidrogénios
aromaticos, além de um simpleto em 49,08 referente ao hidrogénio ligado ao
nitrogénio e um simpleto em & 1,53 referente aos nove hidrogénios metilicos.
No espectro de RMN de *3C (Figura 47) observam-se sinais entre 80,4 e 28,2
referentes aos carbonos diretamente ligados ao oxigénio e metilicos do grupo
terc-butoxila, seis sinais entre 4 133,7 e 110,9 correspondentes aos carbonos
aromaticos e olefinicos, aléem de um sinal em 167,6 referente ao carbono

carbinilico.
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Figura 46 RMN *H (400 MHz, CDCls) de 63.
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Figura 47 RMN *3C (100 MHz, CDCls) de 63.

3.4.6.2 Sintese e caracterizacdo de 3-(1H-pirrol-2-il)propanoato de terc-butila
(64)

A partir da reacéo de hidrogenacéo do alceno 63 com hidrogénio gasoso (300
bar) e 10% Pd/C em metanol durante 2 horas, utilizando-se o reator de alta

pressdo, obteve-se o derivado hidrogenado 64 em 78% de rendimento

(Esquema 49).
H,, Pd/C
W L W L
Esquema 49 Preparacgéo de 64.

No espectro de RMN de *H desse composto (Figura 48) a hidrogenacéo
da olefina foi evidenciada pela presenca de dois dupletos (J = 6,7 Hz) em
02,87 e 2,55 referentes aos quatro hidrogénios metilénicos, além da auséncia
de dois dupletos correspondentes aos hidrogénios olefinicos. Observam-se
também a presenca dos demais sinais referentes aos outros hidrogénios desse

composto.
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No espectro de RMN de *3C (Figura 49) evidenciou-se a hidrogenacéo
pela presenca de dois sinais em 622,8 e 35,9 correspondentes aos dois
carbonos metilénicos, além da auséncia de dois sinais referentes aos carbonos
olefinicos presentes no material de partida. Observam-se também a presenca

dos demais sinais correspondentes aos outros carbonos desse composto.

3.4.6.3 Sintese e caracterizacdo de 66

O composto 66 foi obtido em 59% a partir da reacéo do pirrol 64 com o
aldeido 65 na presenca de POCI; (1,1 equiv.) em diclorometano a 0 seguido
de aquecimento espontaneo até a temperatura ambiente durante 7 horas e
posterior adicdo de BF3;.OEt; (4 equiv.) e DIPEA (4,2 equiv.) & 0C seguido de
aguecimento espontaneo até a temperatura ambiente durante 12h (Esquema
50).

H O

N
(a) POC,, W_(AH
H o 65
Wok (b) BF5.OEt,
64

(59%)

Esquema 50 Preparacgéo de 66.

No espectro de RMN de 'H desse composto (Figura 50) observam-se
quatro sinais entre 6 7,07 e 6,10 referentes aos quatro hidrogénios aromaticos,
dois tripletos (J = 7,5 Hz) em 03,25 e 2,66 correspondentes aos quatro
hidrogénios metilénicos, além de trés simpletos em 62,56, 2,24 e 1,44
referentes aos quinze hidrogénios metilicos. No espectro de RMN de **C
(Figura 51) observam-se seis sinais entre 034,7 e 11,5 referentes aos
carbonos metilicos e metilénicos, um sinal em 80,8 correspondente ao
carbono diretamente ligado ao oxigénio do grupo terc-butoxi, aléem de nove
sinais entre 6160,3 e 117,0 referentes aos nove carbonos dos dois anéis
pirrélicos e ao carbono ligado a esses dois anéis e um sinal em 6172,1
correspondente ao carbono carbonilico. A presenca do grupo BF, foi
evidenciada pelo espectro de massas desse composto.
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Figura 50 RMN *H (400 MHz, CDCls) de 66.
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Figura 51 RMN *3C (100 MHz, CDCls) de 66.
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3.4.6.4 Sintese e caracterizac¢do do 4cido carboxilico 67

O &cido carboxilico 67 foi obtido em 56% de rendimento através da
hidrolise do éster 66 com HCI (37%) e agua destilada em THF a temperatura
ambiente durante 28 horas (Esquema 51).

Esquema 51 Preparacéo de 67.

No espectro de RMN de *H desse composto (Figura 52) a clivagem do
éster terc-butilico foi evidenciada pela auséncia de sinais correspondentes aos
nove hidrogénios metilicos desse grupo, presentes no composto de partida.

Observam-se a presenca de todos 0s sinais correspondentes aos outros
hidrogénios desse composto.
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Figura 52 RMN 'H (400 MHz, CDCls) de 67.
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No espectro de RMN de **C (Figura 53) evidenciou-se a hidrélise do
éster terc-butilico pela auséncia de sinais correspondentes aos carbonos
metilicos e ao carbono que faz uma ligacdo simples com o oxigénio desse
grupo, além da desblindagem do carbono C=0 de 4 172,1 no éster para 6177,6
no acido carboxilico. Observam-se também a presenca de todos os sinais

correspondentes aos outros carbonos desse composto.
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Figura 53 RMN *3C (100 MHz, CDCls) de 67.
3.4.6.5 Sintese e caracterizacdo de (2-aminoetil)carbamato de terc-butila (69)

A reacdo de mono protecdo da 1,2-etilenodiamina (68) com Boc,O (0,1
equiv.) em dioxano a temperatura ambiente durante 6 horas conduziu a

formacéo do carbamato 69 em 93% de rendimento (Esquema 52).

Esquema 52 Preparacgéo de 69.
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No espectro de RMN de 'H desse composto (Figura 54) observam-se a
presenca de dois simpletos em 64,92 e 1,61 referentes aos trés hidrogénios
ligados ao nitrogénio, um simpleto em 61,44 correspondente aos nove
hidrogénios metilicos, aléem de um tripleto (J = 5,9 Hz) em 62,8 e um dupleto
duplo (J = 11,3 e 5,9 Hz) em 03,17 referentes aos quatro hidrogénios

metilénicos.

or-2-106H

(2614
LE1

4.91

| b
| I I
| I
L e Y IS | | R WA ¢!
o T o R by
g ! B =
T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 30 25 20 1.5 0 0.5 0.0
1 {ppm)

Figura 54 RMN *H (400 MHz, CDCls) de 69.

No espectro de RMN de **C (Figura 55) observam-se sinais entre 67,3
e 28,6 referentes aos carbonos ligados ao nitrogénio e metilicos, além de um
sinal em & 79,3 referente ao carbono ligado ao oxigénio do grupo terc-butoxi e

um sinal em & 156,4 correspondente ao carbono C=0 do grupo carbamato.
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Figura 55 RMN *3C (100 MHz, CDCls) de 69.
3.4.6.6 Sintese e caracterizacdo da amida 70

A amida 70 foi obtida em 87% de rendimento através da reacdo de
acoplamento entre o &cido carboxilico 67 e a amina 69 na presenca de EDC
(1,2 equiv.) e HOBt (1,2 equiv.) em diclorometano a temperatura ambiente

durante 2 horas (Esquema 53).

H
NN \n/o\{/

o
69

EDC, HOBt
(87%)

Esquema 53 Preparacgéo de 70.
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No espectro de RMN de 'H desse composto (Figura 56) observam-se a
presenca de quatro sinais entre 07,09 e 6,12 referentes aos trés hidrogénios
dos anéis pirrélicos e ao hidrogénio do carbono ligado a esses dois anéis.
Observam-se também dois simpletos em 06,16 e 4,90 correspondentes aos
dois hidrogénios ligados aos nitrogénios, sinais entre 63,32-3,24 e 2,64
referentes aos oito hidrogénios metilénicos e sinais entre 62,56 e 1,41

correspondentes aos quinze hidrogénios metilicos.
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Figura 56 RMN *H (400 MHz, CDCls) de 70.

No espectro de RMN de **C (Figura 57) observam-se dois sinais em
0172,7 e 156,7 referentes aos carbonos C=0 da porcdo amida e da porcéo
carbamato, respectivamente, e sinais entre 6160,7 e 117,7 correspondentes
aos carbonos dos anéis pirrolicos e ao carbono ligado a esses dois anéis.
Observam-se também um sinal em 079,7 referente ao carbono ligado ao
oxigénio do grupo terc-butoxi e sinais entre 6 40,8 e 11,6 correspondentes aos

carbonos metilicos e metilénicos.
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Figura 57 RMN *3C (100 MHz, CDCls) de 70.

3.4.6.7 Sintese e caracterizacdo do BODIPY FL EDA (71)

O BODIPY FL EDA (71) foi obtido em 91% de rendimento a partir da
reacao de clivagem do grupo Boc do composto 70 pelo tratamento com HCI (1

mol.L" em Et,0) em dioxano a temperatura ambiente durante 12 horas
(Esquema 54).

HCI, Et,0, dioxano

—_—

(91%)

71 NH,.HCI

Esquema 54 Preparacéo de 71.

No espectro de RMN de *H desse composto (Figura 58) evidenciou-se a
clivagem pela auséncia dos sinais referentes aos hidrogénios metilicos do

grupo terc-butoxi. Observam-se todos o0s sinais referentes aos outros
hidrogénios desse composto.
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Figura 58 RMN H (400 MHz, CD;0D) de 71.
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Figura 59 RMN *3C (100 MHz, CD;0D) de 71.
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No espectro de RMN de **C (Figura 59) evidenciou-se a clivagem do
grupo Boc pela auséncia dos sinais correspondentes aos carbonos do grupo

terc-butoxi.

3.4.7 Sintese do composto com propriedades fluorescentes 76, derivado

da 6-hidroxicluvenona (8).

A sintese do composto 76 esta representada no esquema 55.

NH
(a)
0] CIgCJ\OJ< o
Br\/\/\)J\0H BF3.OEt, Br\/\/\)J\O (b) 8, KoCO3
72 (74%) 73 (51%)

(c) ZnBr,, DCM I: 74: R = tert-butyl
0,
(61%) 75:R=H

(d) 71, HATU,
DIPEA

(94%)

Esquema 55 Sintese de 71. Reagentes e condi¢cdes: (a) 2,2,2-
tricloroacetimidato de terc-butila (2,5 equiv.), BF3.OEt; (15 mol %), DCM :
cicloexano (1:3), t.a., 22h, 74%; (b) 8 (0,5 equiv.), K,CO3 (3 equiv.), DMF, 60C,
24h, 51%; (c) ZnBr, (5 equiv.), DCM, t.a., 8h, 61%; (d) 71 (1,2 equiv.) HATU
(1,2 equiv.), DIPEA (2 equiv.), DCM, t.a., 2h, 94%.

3.4.7.1 Sintese e caracterizacdo de 6-bromohexanoato de terc-butila (73)

O éster 73 foi obtido em 74% de rendimento através da reacdo do &cido

carboxilico 72 com 2,2,2-tricloroacetimidato de terc-butila (2,5 equiv.) catalisado



169

com BF3.0OEt; (15 mol %) em diclorometano e cicloexano (1:3) a temperatura

ambiente durante 22 horas (Esquema 56).

NH
@ CI3C)I\OJ< O

BF3.OEt Br\/\/\)J\
BFMOH 3.0kl o
72 (74%) 73 )<

Esquema 56 Preparacéo de 73.

No espectro de RMN de 'H desse composto (Figura 60) observam-se
dois tripletos em 63,38 (J = 6,8 Hz) e 2,20 (J = 7,4 Hz) referentes aos
hidrogénios metilénicos ligados aos carbonos ligados ao bromo e a-carbonilico,
respectivamente, além de trés multipletos entre 61,88-1,81 e 1,47 -1,40
correspondentes aos outros quinze hidrogénios metilénicos e metilicos. No
espectro de RMN de **C (Figura 61) observam-se um sinal em 3173,1
referente ao carbono C=0 da porcao éster, um sinal em 4 80,3 referente ao
carbono oxigenado do grupo terc-butoxi, além de seis sinais entre 6 35,5 e 24,4

correspondentes aos carbonos metilicos e metilénicos.

a-2-118H

oo#/

/33986
£33817
33648

Br

- ! S T

7oy

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 a5 9.0 85 8.0 5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 5 20 15 1.0 0s 0.0

Figura 60 RMN *H (400 MHz, CDCl5) de 73.
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Figura 61 RMN *3C (100 MHz, CDCl5) de 73.

3.4.7.2 Sintese e caracterizacao de 74

O composto 74 foi obtido em 51% de rendimento a partir da reacdo de
substituicdo nucleofilica entre o brometo de alquila 73 e o fenol 8 (0,5 equiv.)
na presenca de carbonato de potassio (3 equiv.) em DMF a 60C durante 24

horas (Esquema 57).

e
, o e

K2003 O

Br\/\/\)J\
(0] + oy/4
/- (51%)
73 )< o = ©

Esquema 57 Preparacéo de 74.
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A alquilacdo do fenol 8 foi evidencida no espectro de RMN de *H (Figura
62) pela presenca de um tripleto em 64,05 referente aos dois hidrogénios
metilénicos ligados ao oxigénio, e trés multipletos entre 6 2,27-2,23 e 1,64-1,57
correspondentes aos outros oito hidrogénios metilénicos da unidade alquila
introduzida, além de um sinal em 01,43 referente aos nove hidrogénios

metilicos dessa unidade. Observam-se também todos os sinais referentes aos

hidrogénios da unidade cluvenona.

a-2-119H

BIe
e b L _i_'ll‘}‘ A l
o RLREY

5 (A L L T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 4.5 4.0 35 30 2.5 20 1.5 1.0 0.5 0.0

Figura 62 RMN *H (400 MHz, CDCls) de 74.

No espectro de RMN de *3C (Figura 63) evidenciou-se a alquilacdo pela
presenca de trés sinais entre 203,7 e 173,4 referentes aos trés carbonos
carbonilicos desse composto, dois sinais em 6 80,3 e 69,0 correspondentes aos
carbonos C-O do grupo alquila introduzido, além de sinais proximos ao TMS

correspondentes aos carbonos metilénicos desse grupo.
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Figura 63 RMN *3C (100 MHz, CDCls) de 74.

3.4.7.3 Sintese e caracteriza¢do do 4cido carboxilico (75)

O acido carboxilico 75 foi obtido em 61% de rendimento através da
reacdo de clivagem do grupo terc-butila do éster 74 em uma reagdo com
brometo de zinco (5 equiv.) em diclorometano a temperatura ambiente durante

8 horas (Esquema 58).

@] O
o/ o)/4
ZnBr,, DCM
= o (61%) T o
0= o 0= o
74 75

Esquema 58 Preparacéo de 75.



173

or-2-120H o oS
] e

= TTT

e

AL e M ]

T
100 9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 45 4.0 35 30 2.5 20 15 1.0 05 0.0

Figura 64 RMN *H (500 MHz, CDCls) de 75.
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Figura 65 RMN *3C (125 MHz, CDCls) de 75.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 64) evidenciou-se a clivagem pela
auséncia dos sinais referentes aos hidrogénios metilicos do grupo terc-butila.
Observam-se todos os demais sinais referentes aos hidrogénios dessa
molécula. No espectro de RMN de *C (Figura 65) evidenciou-se a clivagem
pela auséncia de um sinal proximo a o 80,0 referente ao carbono C-O do grupo
terc-butila, além da auséncia de sinais correspondentes aos carbonos metilicos

desse grupo.

3.4.7.4 Sintese e caracterizacao de 76

Através de uma reacdo de amidacdo entre o acido carboxilico 75 e o
cloridrato de amonio 71 na presenca de HATU (122 equiv.) e DIPEA (2 equiv.)
em diclorometano a temperatura ambiente durante 2 horas, ocorreu a formacgéao

da amida 76 em 94% de rendimento (Esquema 59).

HATU, DIPEA
B

(94%)

Esquema 59 Preparacgéo de 76.

No espectro de RMN de 'H (Figura 66) observam-se a presenca de
todos os sinais correspondentes aos hidrogénios desse composto, dentre eles,
a presenca de sete sinais entre 67,36 e 6,12 referentes aos sete hidrogénios
aromaticos da unidade cluvenona, aos hidrogénios dos anéis pirrdlicos e da
olefina presente entre esses anéis. No espectro de RMN de *3C (Figura 67)
também observa-se os sinais referentes a todos os carbonos desse composto,
dentre eles, quatro sinais em 6203,3, 175,8, 173,8 e 172,9 correspondentes

aos quatro carbonos C=0 desse composto.
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3.4.8 Ensaios Bioldgicos

Os ensaios bioldgicos estdo sendo realizados por pesquisadores
colaboradores da Universidade da Califérnia, San Diego (UCSD). Os
compostos finais sintetizados neste trabalho (Figura 68) foram inicialmente
enviados para os testes de citotoxicidade em diferentes tipos de células
cancerigenas e células normais. Os compostos mais ativos serdo submetidos a

estudos de localizacdo mitocondrial, mecanismos de acéo e ensaios in vivo.

37 : 6-hidroxi-18-(0O)-alquila 38 : 6-hidroxi-18-(0)-acila
41 : 6-(0)-alquila 42 : 6-(0)-acila
45 : 18-(0)-alquila 46 : 18-(0)-acila

BrPh,P

40 : 6-hidroxi-18-(0)-alquila
44 : 6-(0)-alquila
48 : 18-(0)-alquila

Figura 68 Estrutura dos compostos enviados para os ensaios biolégicos.
3.5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi sintetizado a 6,18-diidroxicluvenona 10 (Figura 68),
um candidato ideal para futuros estudos bioquimicos e biologicos. A 6-
hidroxicluvenona 8 foi sintetizada em um menor nimero de etapas e em melhor
rendimento global que previamente reportado pelo nosso grupo de pesquisa e
a 18-hidroxicluvenona 9 foi sintetizada em um rendimento global quase duas

vezes maior do que previamente reportado (ELBEL et al., 2013).

Os derivados hidrofilicos e contendo a porcao sal de trifenilfosfonio

derivados das hidroxi-cluvenonas 8, 9 e 10 (Figura 68) foram obtidos através
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de metodologias simples e em rendimentos satisfatorios. Os ensaios biologicos
para esses compostos estdo sendo realizados por colaboradores da UCSD. Os
dados biolégicos para este grupo de compostos acrescentardo informacdes no

estudo da relacéo estrutura e atividade realizado por nosso grupo de pesquisa.

O composto 57 (Figura 68) foi preparado através de uma rota sintética
de nove etapas em rendimento global de 7,3%. Os ensaios biolégicos pra esse
composto acrescentardo informagdes importantes da influéncia de grupos

retiradores de elétrons no anel A de cluvenonas na atividade bioldgica.

Sintetizou-se também o composto BODIPY FL EDA (71) de uma
maneira eficiente em uma rota sintética de oito etapas e rendimento global de
14,2%. A partir desse composto e da 6-hidroxicluvenona 6 foi sintetizado o
composto 76 (Figura 68), com propriedades fluorescentes. Os ensaios
biolégicos com 76 poderdo auxiliar nos estudos de localizacdo e mecanismos

de acao desses compostos.

3.6 PARTE EXPERIMENTAL
3.6.1 Materiais e métodos

Os reagentes comercialmente disponiveis foram utilizados sem prévia
purificacdo. Todas as reacdes ndo aquosas foram realizadas sob atmosfera de
argonio. THF, DMF e éter etilico anidros foram obtidos através da utilizacdo de
coluna de alumina ativada. Colunas cromatograficas flash foram realizadas em
silica gel (Merck Kieselgel 60, 230-400 mesh) usando uma mistura de hexano-
acetato de etila em gradiente de polaridade. O progresso de todas as reacdes
foi monitorado por CCD utilizando placas de vidro pré-revestidas com silica gel
60 F254 em uma espessura de 0,5 mm (Merck), e os compostos foram
visualizados por irradiacdo de lampada UV e/ou tratamento com solugéo de
CAN ou permanganato de potassio seguido de aguecimento.

Os espectros de RMN de *H e *C foram realizados em instrumentos
Varian de 400 ou 500 MHz ou em um instrumento JOEL de 500 MHz. Os
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deslocamentos quimicos (8) estdo citados em parte por milhdo (ppm) e as

constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Os espectros de massa de alta resolucdo (EMAR, do inglés, HRMS)
foram realizados em um espectrometro WG AutoSpecQ.

As reacg0Oes sob irradiagédo de microondas foram realizadas no aparelho

Biotage initiator robot eight.

Os compostos 8, 13, 17, 24, 25, 30 e 31 foram preparados de acordo

com as referéncias citadas nos resultados e discussao.

3.6.2 Sintese e caracterizacao

3.6.2.1 Sintese de 1,3-diidroxi-5,6-di-(O)-difenilcetal-xantona (14)

Ph,CCly

R

67%)

Em uma solucéo da xantona 13 (800 mg, 3,07 mmol) em acetonitrila (20
mL), a,a-diclorodifenilmetano (0,9 mL, 4,61 mmol) foi adicionado e a mistura foi
agitada a 150C durante 20 minutos sob irradiacdo d e microondas. Apos o
término, a mistura reacional foi resfriada até a temperatura ambiente e o
solvente foi removido por evaporacdo sob pressao reduzida. O residuo foi
purificado por coluna cromatografica flash (silica, 25% EtOAc-hexano)
conduzindo a formacdo do diol diprotegido 14 (873 mg, 2,06 mmol, 67%).
Solido branco; R; = 0,28 (17 % EtOAc-hexane); RMN de *H (400 MHz, CDCls) &
7,85 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,64-7,62 (m, 4H), 7,42-7,40 (m, 6H), 6,98 (d, J = 8,5
Hz, 1H), 6,44 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 6,26 (d, J = 2,2 Hz, 1H); RMN de **C (100
MHz, CDCI3) & 180,2, 164,1, 163,6, 157,7, 153,1, 139,3, 133,9, 129,9, 128,7,
126,6, 121,1, 116,8, 106,4, 103,4, 98,9, 94,8; EMAR (ESI) m/e 423,0874 [M-H]
calcd. para [Cys His Og]: 423,0873.
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3.6.2.2 Sintese de 1,3-bis(metoximetoxi)-5,6-di-(O)-difenilcetal-xantona (15a)

OMOM
O
MOMCI, DIPEA MOMO 3
(100%) o

6

<

h P

O
(e}

)
>

16a

Em uma solucéo de 14 (1,27 g, 3 mmol) e DIPEA (5,3 mL, 30 mmol) em
diclorometano (30 mL) foi adicionado cloreto de metoximetil (MOMCI, 1,4 mL,
18 mmol) a temperatura ambiente sob atmosfera de argbnio. A solucéo foi
agitada durante 1 hora a 60C, em seguida foi trata da com solugéo saturada de
cloreto de aménio (30 mL) e extraida com diclorometano (2 x 20 mL). A fase
organica foi seca com sulfato de magneésio, filtrada e concentrada sob presséo
reduzida conduzindo & formacédo de 15a (1,53 g, 2,99 mmol, 100%). Oleo
incolor; Ry = 0,5 (50 % EtOAc-hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 7,87 (d,
J =8,5Hz, 1H), 7,66 — 7,61 (m, 4H), 7,43 — 7,38 (m, 6H), 6,93 (d, J = 8,5 Hz,
1H), 6,85 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,71 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 5,35 (s, 2H), 5,25 (s, 2H),
3,57 (s, 3H), 3,51 (s, 3H); RMN de **C (100 MHz, CDCls) & 174,6, 162,3, 159,6,
159,2, 152,1, 139,5, 133,5, 130.30, 129,7, 128,6, 126,5, 121,5, 119,9, 119,3,
108,3, 106,0, 100,9, 97,2, 95,5, 94,5, 77,5, 77,2, 76,9, 56,8, 56,7; EMAR (ESI)
m/e 513,1544 [M+H]" calcd. para [C3o Hzs Og]*: 513,1546.

3.6.2.3 Sintese de 1-hidroxi-3-(metoximetoxi)-5,6-di-(O)-difenilcetal-xantona
(15b)

MOMCI, DIPEA

_ >

(100%)

Em uma solugéo de 14 (18,9 mg, 0,04 mmol) e DIPEA (0,02 mL, 0,12
mmol) em diclorometano (0,5 mL) foi adicionado cloreto de metoximetil
(MOMCI, 6,10 pL, 0,08 mmol) a temperatura ambiente sob atmosfera de

argonio. A solucéo foi agitada durante 1 hora a temperatura ambiente, em
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seguida foi tratada com solucdo saturada de cloreto de amoénio (2 mL) e
extraida com diclorometano (2 x 2 mL). A fase organica foi seca com sulfato de
magnésio, filtrada e concentrada sob pressao reduzida conduzindo a formagéo
de 15b (18,7 mg, 100%). Oleo incolor; R; = 0,74 (50 % EtOAc-hexano); RMN
de *H (400 MHz, CDCls) & 7,86 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,66 — 7,60 (m, 4H), 7,43 —
7,39 (m, 6H), 6,98 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 6,66 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 6,45 (d, J = 2,2
Hz, 1H), 5,24 (s, 2H), 3,50 (s, 3H); RMN de *3C (100 MHz, CDCl;) & 180,2,
164,2, 163,7, 157,4, 153,1, 139,7, 139,3, 129,8, 128,7, 126,5, 121,1, 116,9,
106,4, 104,1, 99,4, 94,87, 94,4, 56,7; EMAR (ESI) m/e 469,1282 [M+H]" calcd.
para [Cog Hoy O7]": 469,1283.

3.6.2.4 Sintese de 1,3-bis(metoximetoxi)-5,6-diidroxi-xantona (16a)

OMOM

o]
6]
MOMO O Ha, PAIC MOMO O
S —— o0 )
HO  OH

15a 16a

Em uma solucdo de 15a (1,5 g, 2,93 mmol) em metanol/THF (1:3, 28
mL), 10% Pd/C (0,2 g) e bicarbonato de sodio (0,72 g, 8,7 mmol) foram
adicionados e a mistura foi agitada durante 18 horas a temperatura ambiente
sob atmosfera de hidrogénio com o auxilio de um reator de alta pressao. Apos
o término da reacdo, a mistura foi filtrada utilizando celite e concentrada sob
pressdo reduzida. O residuo foi lavado com hexano e seco sob vacuo,
conduzindo a formagédo de 16a (0,88 g, 2,53 mmol, 87%). Sdlido branco; R¢ =
0,2 (60% EtOAc -hexano); RMN de *H (500 MHz, DMSO) & 7,40 (d, J = 8,7 Hz,
1H), 6,82 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 6,79 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,61 (d, J = 2,3 Hz, 1H),
5,31 (s, 2H), 5,27 (s, 2H), 3,44 (s, 3H), 3,41 (s, 3H); RMN de *C (125 MHz,
DMSO) 6 173,9, 161,5, 159,0, 158,8, 145,5, 133,0, 116,4, 115,8, 113,3, 107,8,
100,7, 97,1, 95,5, 94,5, 56,5; EMAR (ESI) m/e 371,0737 [M+Na]" calcd. para
[C17 His OgNa]": 371,0742.
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3.6.2.5 Sintese de 1-hidroxi-3-(metoximetoxi)-5,6-diidroxi-xantona (16b)

H,, Pd/C

_ =

(100%)

16b

Em uma solucéo de 15b (25,8 mg, 0,06 mmol) em metanol/THF (1:3, 0,4
mL), foi adicionado 10% Pd/C (9,3 mg) e a mistura foi agitada durante 18 horas
a temperatura ambiente sob atmosfera de hidrogénio com o auxilio de um
reator de alta pressao (300 bar). Apos o término da reacao, a mistura foi filtrada
utilizando celite e concentrada sob presséo reduzida. O residuo foi lavado com
hexano e seco sob vacuo, conduzindo a formacdo de 16b (18,2 mg, 100%).
Sélido branco; R; = 0,17 (50% EtOAc -hexano); RMN de *H (400 MHz, CD;0OD)
o 7,56 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 6,86 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 6,65 (d, J = 2,2 Hz, 1H),
6,35 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 5,26 (s, 2H), 3,30 (s, 3H); RMN de **C (100 MHz,
CD;0D) 6 176,2, 161,8, 158,9, 151,1, 116,9, 115,9, 112,7, 112,5, 107,1, 101,1,
99,7, 96,7, 94,9, 94,3, 55,6, 48,4, 48,2, 48,0, 47,8, 47,5, 47,3, 47,1, EMAR
(ESI) m/e 303,0510 [M-H] calcd. para [C15 Hi1 O7]: 303,0511.

3.6.2.6 Sintese de 1,3-bis(metoximetoxi)-5,6-bis((2-metilbut-3-en-2-il)oxi-
xantona (18a)

O O
=z
P25 & G
17
o)
6
jos OJ;
/

Pd(PPhj),
16a 18a

0]

(98%) /

Em uma solucéo de 16a (0,28 g, 0,81 mmol) em THF anidro (10 mL) foi
adicionado o carbonato 17 (1,5 g, 8,1 mmol), via siringa, seguido por Pd(PPhs),
(94 mg, 0,08 mmol) a 0T sob atmosfera de argbnio. A reacado foi agitada
nessa temperatura por 10 minutos. Apds o término da reacdo foi adicionado
adgua destilada (10 mL) e a solucéo foi extraida com acetato de etila (2 x 20

mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada
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sob presséo reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatogréafica flash
(silica, 10% EtOAc-hexano) conduzindo a formacdo de 18a (385 mg, 0,79
mmol 98%). Oleo incolor; R; = 0,5 (30% EtOAc —hexano); RMN de H (400
MHz, CDCls) & 7,85 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,05 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,76 (d, J = 2,3
Hz, 1H), 6,71 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,32 — 6,13 (m, 2H), 5,35 (s, 2H), 5,25 (s, 2H),
5,21 — 5,14 (m, 3H), 5,04 — 5,00 (m, 1H), 3,56 (s, 3H), 3,52 (s, 3H), 1,56 (s, 6H),
1,55 (s, 6H); RMN de **C (100 MHz, CDCls) & 175,4, 162,1, 159,4, 159,2,
156,2, 151,4, 143,9, 143,7, 135,5, 121,1, 1185, 117,2, 114,2, 113,1, 108,4,
100,5, 97,5, 95,5, 94,5, 83,7, 82,2, 56,8, 56,7, 27,3, 27,1; EMAR (ESI) m/e
507,1989 [M+H]" calcd. para [C,7 H3» NgNa]*: 507,1985.

3.6.2.7 Sintese de 1-hidroxi-3-(metoximetoxi)-5,6-bis((2-metilbut-3-en-2-il)oxi-
xantona (18b)

Reacéo a partir do catecol 16b:
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Em uma solucéo de 16b (66,7 mg, 0,22 mmol) em THF anidro (4 mL) foi
adicionado o carbonato 17 (0,36 mL, 1,70 mmol), seguido por Pd(PPh3)4 (23,1

mg, 0,02 mmol) a 0T sob atmosfera de argdnio. A re acéo foi agitada nessa

temperatura por 2 horas, em seguida foi adicionado agua destilada (5 mL) e a
solucéo foi extraida com acetato de etila (2 x 10 mL). A fase organica foi seca
com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob presséao reduzida. O residuo
foi purificado por coluna cromatografica flash (silica, 7% EtOAc-hexano)
conduzindo a formacéo de 18b (86,2 mg, 89%). Oleo incolor; R = 0,6 (25%
EtOAc —hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) 5 7,82 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,11
(d, J =9,0 Hz, 1H), 6,56 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 6,46 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 6,30 —
6,13 (m, 2H), 5,24 (s, 2H), 5,24 — 5,14 (m, 3H), 5,05 — 5,00 (m, 1H), 3,50 (s,
3H), 1,57 (s, 3H), 1,56 (s, 3H); RMN de *3C (100 MHz, CDCl3) & 180,9, 164,0,
163,5, 157,5, 152,5, 143,7, 143,5, 120,4, 116,8, 114,4, 113,4, 98,8, 94,9, 94,4,
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82,5, 56,7, 27,4, 27,1; EMAR (ESI) m/e 441,1908 [M+H]" calcd. para [Cas Hzg
0,]": 441,1907.

Reacdo a partir do dialil éter 18a:

ST
6
el e
Vi

18a

Em uma solucéio de cloreto de zinco (0,5 mol.L™* em THF, 0,5 mL) foi
adicionado 18a (13 mg, 0,03 mmol). A solucdo foi agitada a 60T durante 4
horas sob atmosfera de argénio, em seguida adicionou-se solucédo saturada de
cloreto de sodio (1 mL) e a mistura foi extraida com acetato de etila (2 x 3 mL).
A fase organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob

presséao reduzida, conduzindo a formacao de 18b (11,3 mg, 0,26 mmol, 95%).

3.6.2.8 Sintese de 6-hidroxi-18-metoximetoxi-cluvenona (19)

DMF, 120°C
—_—

)

0° glg
18B 19
Vi
<\<

Uma solugéo de 18b (58,7 mg, 0,13 mmol) em DMF (2 mL) foi aquecida

a 120 durante 4 horas. ApoOs o término da reacdo, o solvente foi evaporado
sob presséo reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatogréafica flash
(silica, 25% EtOAc-hexano) conduzindo a formacdo de 19 (40,5 mg, 69%).
Sélido amarelo; Ry = 0,24 (25% EtOAc -hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls)
612,38 (s, 1H), 7,43 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 6,20 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 6,17 (d, J =
2,2 Hz, 1H), 5,19 (d, J = 1,9 Hz, 2H), 4,43 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 3,53 — 3,44 (m,
4H), 2,63 — 2,57 (m, 2H), 2,43 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 2,33 (dd, J = 13,5, 4,6 Hz,
1H), 1,68 (s, 3H), 1,40 — 1,35 (m, 4H), 1,28 (s, 3H), 1,09 (s, 3H); RMN de *C
(100 MHz, CDCl3) & 203,1, 179,7, 166,1, 164,9, 161,0, 135,4, 134,2, 133,9,
118,4, 101,8, 97,2, 95,6, 94,1, 90,4, 84,6, 83,7, 56,6, 48,9, 47,0, 30,5, 29,9,
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29,2, 25,7, 25,3, 17,0; EMAR (ESI) m/e 463,1727 [M+Na]" calcd. para [Cys Hag
O, Na]": 463,1729.

3.6.2.9 Sintese da 6,18-dihidroxicluvenona (10)

HCI

—_

o (58%)

Em uma solucéo de 19 (64 mg, 0,15 mmol) em acetona (1,5 mL), foi
adicionado HCI (15%, 0,8 mL) e a reacao foi agitada a 40C. Apos 8 horas,
adicionou-se acetato de etila (4 mL) e a solucdo foi extraida com solugédo de
cloreto de sodio (2 mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio,
filtrada e evaporada sob pressao reduzida. O residuo foi purificado por coluna
flash (silica, 40% EtOAc-hexano), conduzindo a formacdo do composto 10
(34,5 mg, 0,09 mmol, 58%). Solido amarelo; R; = 0,32 (50% EtOAc -hexano);
RMN de *H (400 MHz, CDCls) 5 12,48 (s, 1H), 7,43 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 6,04 (d,
J=2,2Hz 1H), 6,02 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 4,43 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 3,51 (dd, J =
6,7, 4,4 Hz, 1H), 2,61 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 2,44 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 2,33 (dd, J =
13,5, 4,6 Hz, 1H), 1,68 (s, 3H), 1,40 (s, 3H), 1,31 (s, 4H), 1,12 (s, 3H); RMN de
®C (100 MHz, CDCl5) & 203,1, 179,4, 165,7, 165,3, 161,3, 135,6, 134,1, 133,8,
118,2, 101,2, 97,2, 95,4, 90,2, 84,7, 84,1, 48,9, 47,0, 30,5, 29,2, 29,1, 25,7,
25,4, 17,13; EMAR (ESI) m/e 397,1646 [M+H]" calcd. para [Cs Hzs Og]™:
397,1648.

3.6.2.10 Sintese da (2-hidroxi-6-metoxifenil)(2,3,4-trimetoxifenil)metanona (22)
o7
o} o}
~ o OH 0 07

|
- @ @ @ @ @O o
e CLC
o (97%) C|) C|)
22

(COCI),,tolueno [ 20: X=OH
DMF (cat.),
21: X=Cl

(100%)
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Em uma solucédo do acido carboxilico 20 (1,0 g, 5,5 mmol) em tolueno
anidro (27 mL) foi adicionado cloreto de oxalila (3,4 mL, 38,4 mmol) e DMF (2
gotas) a temperatura ambiente sob atmosfera de argbénio. Apos 30 minutos sob
agitacdo, o solvente foi evaporado sob pressao reduzida e o residuo mantido
em alto vacuo por 1 hora, conduzindo ao cloreto de acila 21. Em uma solucéo
do cloreto de acila 21 e 1,2,3-trimetoxibenzeno (1,1 g, 6,6 mmol) em éter etilico
anidro (15 mL), foi adicionado tricloreto de aluminio (2,2 g, 16,5 mmol) a 0C
sob atmosfera de argdnio. Apdés 3 horas de agitacdo a temperatura ambiente
adicionou-se solucédo de HCI (15%, 15 mL) e acetato de etila (15 mL). A fase
orgéanica foi lavada com solucéo saturada de cloreto de sédio, seca com sulfato
de magnésio, filtrada e evaporada sob pressdo reduzida. O residuo foi
purificado por coluna cromatografica flash (silica, 40% EtOAc-hexano),
conduzindo a formagéo de 22 (1,68 g, 5,3 mmol, 97%). Sélido branco; R; = 0,4
(50% EtOAc -hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 12,42 (s, 1H), 7,35 (t, J
= 8,4 Hz, 1H), 7,04 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,62 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,38 (d, J =9,0
Hz, 1H), 3,93 — 3,90 (m, 3H), 3,89 (s, 6H), 3,73 (s, 6H). RMN de **C (100 MHz,
CDCl3) 6 200,0, 158,8, 157,4, 157,2, 136,3, 131,4, 129,7, 127,5, 116,8, 106,8,
104,1, 103,0, 56,2, 56,1.

3.6.2.11 Sintese da 1,5,6-trimetoxi-xantona (23)
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Em uma suspensdo de 22 (1,5 g, 5,2 mmol) em metanol (10 mL) foi
adicionado uma solucdo de hidréxido de soédio (1,9 g, 46,8 mmol) em agua
destilada (7 mL) a temperatura ambiente. A reac¢éo foi aquecida até o refluxo e
permaneceu em agitacdo durante 48 horas. Ap0s o término reacional, a
solucéo foi acidificada com &cido cloridrico (15%) a 0C até pH = 3. A solugéo
foi extraida com acetato de etila (3 x 30 mL) e a fase organica foi seca com
sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob presséo reduzida. O residuo foi
purificado por coluna cromatografica flash (silica, 50% EtOAc-hexano),
conduzindo a formacéo de 23 (1,35 g, 4,8 mmol, 92%). Sélido branco; R; = 0,3
(50% EtOAc -hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 8,03 (d, J = 9,0 Hz, 1H),
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7,56 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,95 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,78
(d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,00 (s, 6H), 3,97 (s, 3H). RMN de **C (100 MHz, CDCl3) &
176,1, 160,8, 158,3, 157,1, 149,5, 136,0, 134,8, 122,5, 118,1, 112,2, 110,3,
108,6, 105,8, 61,7, 56,6.

3.6.2.12 Sintese da 1-hidroxi-5,6-bis((2-metilbut-3-en-2-il)oxi-xantona (26)
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Em uma solucdo de 24 (1 g, 4,09 mmol) em THF anidro (41 mL) foi
adicionado o carbonato 25 (8,1 g, 40,9 mmol) e Pd(PPhs)4 (473 mg, 0,41 mmol)
a 0C. A reacao foi agitada a 4C durante 12 horas. ApOs 0 término reacional,
adicionou-se agua destilada (30 mL) e extraiu-se essa solucdo com acetato de
etila (2 x 30 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e
evaporada sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por coluna
cromatografica flash (silica, 15% EtOAc-hexano), conduzindo a formacao de 26
(1,42 g, 91%). Sélido amarelo; RMN de *H (500 MHz, CDCl3) 5 7,85 (d, J = 8,6
Hz, 1H), 7,55 (t, J = 13,4 Hz, 1H), 7,13 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 6,93 (d, J = 9,2 Hz,
1H), 6,76 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 6,28-6,15 (m, 2H), 5,24-5,16 (m, 3H), 5,02 (d, J
= 10,9 Hz, 1H), 1,58 (s, 6H), 1,57 (s, 6H); RMN de **C (125 MHz, CDCl3) &
182.2, 162.1, 157.9, 156.3, 152.8, 143.7, 143.5, 136.5, 135.7, 120.6, 116.9,
115.8, 114.6, 113.5, 110.6, 108.7, 107.2, 84.0, 82.6, 27.5, 27.2; EMAR (ESI)
m/e 381.1696 [M+H]" calcd. para C,3H2505": 381,1697.

3.6.2.13 Sintese da (2-hidroxi-4-metoxifenil)(2,3,4-trimetoxifenil)metanona (29)
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Em uma solucédo do acido carboxilico 27 (1,0 g, 5,5 mmol) em tolueno
anidro (27 mL) foi adicionado cloreto de oxalila (3,4 mL, 38,4 mmol) e DMF (2
gotas) a temperatura ambiente sob atmosfera de argénio. Apds 30 minutos em
agitacdo, o solvente foi evaporado sob pressao reduzida e o residuo mantido
em alto vacuo por 1 hora, conduzindo ao cloreto de acila 28. Em uma solucéo
do cloreto de acila 28 e 1,2,3-trimetoxibenzeno (1,1 g, 6,6 mmol) em éter etilico
anidro (15 mL), foi adicionado tricloreto de aluminio (2,2 g, 16,5 mmol) a 0C
sob atmosfera de argdnio. Apdés 3 horas de agitacdo a temperatura ambiente
adicionou-se solucédo de HCI (15%, 15 mL) e acetato de etila (15 mL). A fase
orgéanica foi lavada com solucéo saturada de cloreto de sédio, seca com sulfato
de magnésio, filtrada e evaporada sob pressdo reduzida. O residuo foi
purificado por coluna cromatografica flash (silica, 50% EtOAc-hexano),
conduzindo a formagédo de 29 (1,21 g, 3,8 mmol, 69%). Oleo incolor; Rs = 0,3
(50% EtOAc -hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 7,25 (d, J = 9,0 Hz, 1H),
7,16 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 6,57 — 6,52 (m, 2H), 6,39 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 3,93 (s,
3H), 3,92 (s, 3H), 3,87 (s, 3H), 3,77 (s, 3H).

3.6.2.14 Sintese da 3-hidroxi-5,6-di-(O)-difenilmetilenodioxil-xantona (32)

CI Cl

31 32 O

Em uma solucdo de 31 (1g, 4,1 mmol) em acetonitrila (20 mL),
adicionou-se a,a-diclorodifenilmetano (0,9 mL, 4,9 mmol). A mistura foi agitada
a 150C durante 15 minutos sob irradiacdo de microo ndas. Apos o término
reacional, evaporou-se o solvente e o residuo foi purificado por coluna
cromatografica flash (silica, 20% EtOAc-hexano) conduzindo a formacao de 32
(1,26 g, 75%). Sélido marrom; R; = 0,5 (20 % EtOAc-hexano); RMN de *H (400
MHz, CD;0D) & 8,09 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,86 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,65 - 7,61
(m, 4H), 7,47 — 7,40 (m, 6H), 7,08 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 6,92 (d, J = 2,2 Hz, 1H),
6,88 (dd, J = 8,8, 2,2 Hz, 1H). RMN de **C (100 MHz, DMSO) & 174,2, 164,6,
157,7, 152,0, 140,9, 139,3, 133,7, 130,5, 129,4, 128,8, 126,6, 121,7, 119,8,
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118,4, 114,8, 114,3, 106,8, 102,9; EMAR (ESI) m/e 409,1071 (M+H)* calcd.
para [026H1705]+ : 409,1068.

3.6.2.15 Sintese da 3-metoximetil-5,6-di-(O)-difenilmetilenodioxi-xantona (33)
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Em uma solucédo de 32 (1g, 2,45 mmol) e DIPEA (1,3 mL, 7,35 mmol)
em diclorometano anidro (10 mL) foi adicionado cloreto de metoximetila (0,38
mL, 4,9 mmol) a temperatura ambiente. Apés 15 minutos, a reacéo foi tratada
com solucdo saturada de cloreto de amoénio (20 mL) e extraida com
diclorometano (2 x 10 mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio,
filtrada e evaporada sob presséo reduzida, conduzindo a formacgéo de 33 (1,06
g, 2,35 mmol, 96%). Solido marrom; R; = 0,70 (20 % EtOAc-hexano); RMN de
'H (400 MHz, CDCl3) & 8,23 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,93 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,68 —
7,63 (m, 4H), 7,44 — 7,38 (m, 6H), 7,17 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,01 (dd, J = 8,8, 2,3
Hz, 1H), 6,98 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 5,28 (s, 2H), 3,51 (s, 3H); RMN de *C (100
MHz, CDCl3) & 175,4, 162,5, 157,5, 152,4, 141,3, 139,4, 134,0, 129,7, 128,6,
126,5, 121,7, 120,0, 118,3, 116,4, 114,4, 106,2, 103,2, 94,5, 56,7; EMAR (ESI)
m/e 453,1333 (M+H)" calcd. para [CgH2106]" 453,1332.

3.6.2.16 Sintese da 3-metoximetil-5,6-diidroxi-xantona (34)
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Em uma solugéo de 33 (1,58 g, 3,5 mmol) em metanol/THF (1:3, 28 mL)
foi adicionado Pd/C 10% (0,4 g) e a mistura foi agitada sob atmosfera de

hidrogénio durante 12 horas a temperatura ambiente com o auxilio de um
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reator de alta pressao (300 bar). Apos o término reacional, a mistura foi filtrada
com celite e concentrada sob pressédo reduzida. O residuo foi lavado com
excesso de hexano e seco sob presséo reduzida, conduzindo a formacao de 34
(0,9 g, 3,12 mmol, 89%). Sdlido branco; Rf = 0,1 (50% EtOAc -hexano); RMN
de *H (400 MHz, DMSO0) 5 10,41 (s, 1H), 9,38 (s, 1H), 8,05 (d, J = 8,8 Hz, 1H),
7,50 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,05 (dd, J = 8,8, 2,3 Hz, 1H),
6,89 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 5,36 (s, 2H), 3,41 (s, 3H); RMN de **C (100 MHz,
DMSO) 6 175,1, 162,3, 157,6, 151,8, 147,0, 133,2, 128,2, 117,0, 116,0, 115,3,
114,6, 113,6, 103,5, 94,7, 56,7, 40,7, 40,5, 40,3, 40,1, 39,9, 39,7, 39,5; EMAR
(ESI) m/e 409,1072 [M+H]" calcd. para CysH1705": 409,1071.

3.6.2.17 Sintese da 3-metoximetil-5,6-bis((2-metilbut-3-en-2-il)oxi-xantona

(35)
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Em uma solucdo de 34 (0,62 g, 2,16 mmol) em THF anidro (20 mL)
adicionou-se o carbonato 17 (4,3 g, 21,6 mmol), com o emprego de uma
seringa, seguido de Pd(PPhs)4 (0,25 g, 0,22 mmol) a 0C. A reacdao foi agitada
nessa temperatura por 10 minutos, em seguida adicionou-se agua destilada (10
mL) e realizou-se extracdo com acetato de etila (2 x 15 mL). A fase orgéanica foi
seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob presséo reduzida. O
residuo foi purificado por coluna cromatografica (silica, 20% EtOAc-hexano)
conduzindo a formacéo de 35 (0,71 g, 1,66 mmol, 77% ). Oleo incolor; R; = 0,6
(20% EtOAc —hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 8,23 (d, J = 8,7 Hz,
1H), 7,90 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,11-7,08 (m, 2H), 7,03 (dd, J = 8,8, 2,1 Hz, 1H),
6,32-6,15 (m, 2H), 5,29 (s, 2H), 5,23 — 5,15 (m, 3H), 5,03 (d, J = 10,8 Hz, 1H),
3,52 (s, 3H), 1,61 — 1,53 (m, 12H); RMN de *C (100 MHz, CDCl3) & 176,3,
162,4, 157,6, 156,7, 143,8, 143,7, 128,4, 121,1, 117,4, 117,1, 116,4, 114,3,
113,9, 113,2, 103,4, 94,5, 83,8, 82,4, 56,6, 27,3, 27,1, EMAR (ESI) m/e
447,1776 [M+Na]" calcd. para CsH,g0sNa™: 447,1778.
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3.6.2.18 Sintese da 18-metoximetil-cluvenona (36)

(69%)

Uma solucéo de 35 (1,13 g, 2,66 mmol) em DMF (15 mL) foi agitada a
120 durante 1 hora. Apds o término da reacdo evap orou-se o solvente. O
residuo foi purificado por coluna cromatografica flash (silica, 20% EtOAc-
hexano) conduzindo a formac&o de 36 (0,9 g, 2,13 mmol, 80%). Oleo incolor; Ry
= 0,4 (20% EtOAc —hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) 5 7,88 (d, J = 8,8
Hz, 1H), 7,39 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 6,71 (dd, J = 8,8, 2,2 Hz, 1H), 6,64 (d, J = 2,2
Hz, 1H), 5,22 (s, 2H), 4,46 — 4,40 (m, 1H), 3,48-3,46 (m, 4H), 2,62-2,59 (m, 2H),
2,44 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 2,31 (dd, J = 13,5, 4,5 Hz, 1H), 1,69 (d, J = 5,8 Hz,
4H), 1,32 (s, 3H), 1,29 (s, 3H), 0,98 (s, 3H); RMN de *C (100 MHz, CDCls) &
203,5, 175,5, 163,9, 161,6, 135,0, 134,9, 133,3, 129,0, 118,7, 114,0, 111,7,
103,6, 94,2, 90,9, 84,7, 83,6, 56,6, 49,0, 46,9, 30,6, 29,3, 29,2, 25,6, 25,4, 17,0;
EMAR (ESI) m/e 447,1775 [M+Na]" calcd. para CsH,g0sNa™: 447,1778.

3.6.2.19 Sintese da 18-hidroxi-cluvenona (9)
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O composto 36 (58 mg, 0,14 mmol) foi dissolvido em uma solucao anidra
de cloreto de zinco (0,5 mol.L™* em THF, 3 mL). A mistura foi agitada a 110C
durante 7 horas sob irradiacdo de microondas. ApOos o término reacional,
adicionou-se agua destilada (5 mL) e extraiu-se a solu¢cdo com acetato de etila
(2 x 15 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio, filtrada e evaporada
sob presséo reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatogréafica flash

(silica, 50% EtOAc-hexano) conduzindo a formacéao de 9 (42 mg, 0,11 mmol,
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79%). Sélido branco; R; = 0,4 (40% EtOAc —hexano); RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) 8 7,88 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,40 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 6,64 — 6,57 (m, 3H),
6,52 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 4,43 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 3,49 (dd, J = 6,0, 5,1 Hz, 1H),
2,62 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 2,46 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 2,33 (dd, J = 13,7, 4,7 Hz,
1H), 1,71 (s, 3H), 1,68 (s, 1H), 1,34 (s, 3H), 1,30 (s, 3H), 1,01 (s, 3H); RMN de
13C (100 MHz, CDCls) 8 203,4, 175,9, 164,5, 162,1, 135,2, 134,9, 133,5, 129,6,
118,6, 112,8, 111,9, 103,4, 90,7, 84,8, 84,1, 48,9, 46,9, 30,5, 29,2, 29,2, 25,6,
25,45, 17,12; EMAR (ESI) m/e 381,1697 [M+H]" calcd. para [C2s Has Os]™:
381,1696.

3.6.2.20 Sintese de 6-hidroxi-18-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etoxi-cluvenona (37),
6-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etoxi-cluvenona (41) e 18-(2-(2-(2-

metoxietoxi)etoxi)etoxi-cluvenona (45)

oy
CHa(OCH,CH,);0Ts 0
[ o

(@]

k/o\
10: 6,18-dihidroxi 37 : 6-hidroxi-18-(0)-alquila (75%)
8 : 6-hidroxi 41 : 6-(0)-alquila (65%)
9 : 18-hidroxi

45 : 18-(O)-alquila (86%)

Em uma solucao das hidroxicluvenonas 8, 9 ou 10 (13,0 umol) em DMF
(0,3 mL) foram adicionados carbonato de potassio (4 mg, 26,0 umol) e tosilato
de 2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etila (12,4 mg, 39,0 umol) sob atmosfera de
argonio. As reacbes com as hidroxicluvenonas 9 e 10 foram agitadas a
temperatura ambiente durante 8 horas e a reacdo com 8 foi agitada a 60T
durante 10 horas. Apés o término reacional foi adicionado solugdo saturada de
cloreto de sddio (0,5 mL) e a solucédo foi extraida com éter etilico (3 x 1 mL). A
fase organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob
pressdo reduzida. O residuo foi purificado por placa preparativa (30% EtOAc —
hexano) conduzindo aos compostos 37, 41 e 45, em rendimentos de 75, 65 e
86% de rendimento, respectivamente.

37; Solido amarelo; Ry = 0,6 (40% EtOAc —hexano); RMN de *H (400 MHz,
CDCl3) 6 7,41 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 6,08 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 6,07 (d, J = 2,1 Hz,
1H), 4,42 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 4,18 — 4,14 (m, 2H), 3,88 — 3,84 (m, 2H), 3,75 —
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3,72 (m, 2H), 3,70 — 3,66 (m, 4H), 3,57 — 3,55 (m, 2H), 3,49 (dd, J = 7,0, 3,8 Hz,
1H), 3,38 (s, 3H), 2,60 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 2,42 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 2,33 (dd, J =
13,1, 4,4 Hz, 1H), 1,67 (s, 3H), 1,39 (s, 3H), 1,29 (s, 4H), 1,10 (s, 3H). RMN de
3¢ (125 MHz, CDCl3) 6 203,6, 174,1, 165,1, 162,6, 161,7, 136,2, 134,7, 131,4,
118,2, 105,1, 94,8, 94,6, 90,0, 84,4, 83,3, 71,9, 71,0, 70,8, 70,6, 70,4, 69,3,
59,1, 48,4, 46,5, 30,4, 29,7, 28,9, 25,7, 25,6, 17,2; EMAR (ESI) m/e 565,2412
[M+Na]" calcd. para [Cag Hag Og Na] *: 565,2411

41; Sélido amarelo; Ry = 0,4 (40% EtOAc —hexano); RMN de 'H (400 MHz,
CDCl3) 6 7,38 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,26 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 6,66 (d, J = 8,2 Hz,
1H), 6,57 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 4,49 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 4,21 (td, J = 10,4, 5,0 Hz,
2H), 3,99 — 3,94 (m, 2H), 3,88 — 3,76 (m, 8H), 3,70 — 3,63 (m, 4H), 3,55 (dd, J =
5,8, 3,5 Hz, 2H), 3,44 (dd, J = 6,7, 4,2 Hz, 1H), 3,37 (s, 3H), 2,61 (d, J = 7,7 Hz,
2H), 2,38 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 2,30 (dd, J = 13,3, 4,5 Hz, 1H), 1,69 (s, 3H), 1,43
(s, 1H), 1,39 (s, 3H), 1,29 (s, 3H), 1,09 (s, 3H); RMN de *3C (100 MHz, CDCl3) &
203,6, 175,7, 160,4, 136,8, 136,2, 135,0, 132,3, 118,7, 110,8, 106,0, 90,0, 84,6,
83,5, 72,1, 71,2, 70,9, 70,7, 69,5, 69,2, 59,2, 48,6, 46,9, 30,5, 29,2, 29,2, 25,9,
25,8, 17,2; EMAR (ESI) m/e 549,2461 [M+Na]" calcd. para [C3 Has Og Na]™:
549,2459.

45; Sélido branco; R; = 0,4 (40% EtOAc —hexano); RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) & 7,87 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,38 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 6,64 (dd, J = 8,9, 1,9
Hz, 1H), 6,47 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 4,43 (t, J = 7,1 Hz, 1H), 4,22 — 4,15 (m, 2H),
3,91 — 3,86 (m, 2H), 3,74 (dd, J = 5,4, 3,2 Hz, 2H), 3,70 — 3,64 (m, 4H), 3,56
(dd, J = 11,2, 6,2 Hz, 2H), 3,50 — 3,45 (m, 1H), 3,37 (s, 3H), 2,60 (d, J = 8,3 Hz,
2H), 2,44 (s, 1H), 2,31 (dd, J = 13,5, 4,1 Hz, 1H), 1,70 (s, 3H), 1,33 (s, 3H), 1,29
(s, 3H), 0,99 (s, 3H); RMN de **C (100 MHz, CDCls) & 203,5, 175,4, 165,7,
161,7, 135,0, 134,9, 133,1, 129,0, 118,8, 113,4, 111,1, 101,6, 90,9, 84,7, 83,6,
72,1, 71,1, 70,8, 70,8, 69,5, 68,1, 59,2, 49,0, 46,9, 30,6, 29,9, 29,3, 25,6, 25,4,
17,1; EMAR (ESI) m/e 527,2643 [M+H]" calcd. para [C3o Hag Og]": 527,2639.
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3.6.2.21 Sintese de 6-hidroxi-18-(2-(2-(2-metoxietoxy)etoxi)etoxi-cluvenona (38)

OH

oy/4

=/2\ O
0= o

Em uma solucédo de 10 (4,6 mg, 0,01 mmol) em diclorometano anidro
(0,2 mL) foi adicionado EDC (2,3 mg, 0,01 mmol) a temperatura ambiente e sob
atmosfera de argbnio. Apos 22 horas, adicionou-se agua destilada (1 mL) e
extraiu-se a solucdo com diclorometano (2 x 2 mL). A fase organica foi seca
com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob presséao reduzida. O residuo
foi purificado por placa preparativa (50% EtOAc-hexano), conduzindo a
formacdo de 38 (2,7 mg, 48%). Solido amarelo; R = 0,24 (50% EtOAc —
hexano); RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 12,28 (s, 1H), 7,49 (d, J = 6,9 Hz,
1H), 6,37 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 6,34 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 4,42 — 4,38 (m, 3H), 3,86
- 3,82 (m, 2H), 3,75 — 3,72 (m, 2H), 3,69 — 3,66 (m, 2H), 3,57 — 3,53 (m, 4,7
Hz, 3H), 3,39 (s, 3H), 2,62 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 2,46 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 2,38 —
2,33 (m, 1H), 1,66 (s, 3H), 1,37 — 1,34 (m, 4H), 1,29 (s, 3H), 1,07 (s, 3H). RMN
de *C (100 MHz, CDCls) & 202,7, 180,6, 168,1, 164,2, 160,5, 158,3, 135,6,
135,4, 133,6, 118,7, 104,3, 103,2, 101,5, 90,6, 84,6, 83,7, 72,1, 71,3, 70,9,
70,8, 68,8, 59,3, 48,9, 47,1, 30,4, 29,9, 29,3, 29,2, 25,7, 25,1, 17,0. EMAR
(ESI) m/e 579,2201 (M + Na)" calc. para (CsgHzs010Na)™: 579,2202.

3.6.2.22 Sintese de 6-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etoxi-cluvenona (42) e 18-(2-(2-
(2-metoxietoxi)etoxi)etoxi-cluvenona (46)

CH3(OCH,CH,),0CH,COCI,
Pi

0]

8 : 6-hidroxi 42 : 6-(0)-acila (57%)
9 : 18-hidroxi 46 : 18-(0O)-acila (98%)
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Em uma solucdo de 8 ou 9 (5 mg, 13 umol) em diclorometano anidro
(0,2 mL) e piridina anidra (0,2 mL) foi adicionado uma solucéo de cloreto de 2-
(2-(2-metoxietoxi)etoxi)acetila (8 mg, 39 pmol) em diclorometano anidro (0,2
mL) a temperatura ambiente sob atmosfera de argbnio. Apds 8 hora em
agitacdo para o composto 9 e 1 hora para o composto 8 foi adicionado agua
destilada (1 mL) e a solucédo foi extraida com diclorometano (2 x 2 mL). A fase
organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob presséo
reduzida. O residuo foi purificado por placa preparativa (50% EtOAc-hexano)
conduzindo a formacdo de 42 e 46 em rendimentos de 57 e 98%,

respectivamente.

42; Sélido amarelo; Ry = 0,5 (40% EtOAc —hexano); RMN de 'H (400 MHz,
CDCl3) 6 7,50 (t, J = 8,2 Hz, 1H), 7,30 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 6,99 (dd, J = 8,2, 1,0
Hz, 1H), 6,73 (dd, J = 7,9, 1,0 Hz, 1H), 4,54 (m, 2H), 4,44 — 4,38 (m, 1H), 3,91
(dd, J = 5,2, 3,7 Hz, 2H), 3,77 — 3,71 (m, 2H), 3,67 (dd, J = 5,5, 3,7 Hz, 2H),
3,56 (dd, J = 5,6, 3,7 Hz, 2H), 3,47 (dd, J = 6,7, 4,2 Hz, 1H), 3,38 (s, 3H), 2,61
(d, 3 =9,5 Hz, 2H), 2,43 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 2,31 (dd, J = 13,5, 4,6 Hz, 1H),
1,69 (s, 3H), 1,36 (s, 4H), 1,29 (s, 3H), 1,05 (s, 3H); RMN de **C (100 MHz,
CDCl3) 6 203,0, 175,1, 169,5, 160,9, 150,2, 136,1, 135,4, 135,2, 133,9, 118,8,
116,8, 116,8, 112,4, 90,4, 84,6, 83,6, 72,1, 71,2, 70,8, 70,7, 68,9, 59,2, 48,8,
47,0, 30,5, 29,2, 25,6, 25,4, 17,1. EMAR (ESI) m/e 563,2252 (M + Na)" calc.
para [Cap Hzs Og Na]™: 563,2253.

46; Sélido branco; Ry = 0,4 (40% EtOAc —hexane); RMN de 'H (400 MHz,
CDCl3) & 7,97 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,44 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 6,89 (d, J = 2,1 Hz,
1H), 6,84 (dd, J = 8,6, 2,1 Hz, 1H), 4,43 (s, 2H), 4,42 — 4,35 (m, 1H), 3,87 —
3,82 (m, 2H), 3,74 (dd, J = 5,5, 3,5 Hz, 2H), 3,69 — 3,65 (m, 2H), 3,56 (dd, J =
5,6, 3,6 Hz, 2H), 3,50 (dd, J = 6,7, 4,5 Hz, 1H), 3,38 (s, 3H), 2,62 (d, J = 9,5 Hz,
2H), 2,47 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 2,34 (dd, J = 13,6, 4,5 Hz, 1H), 1,68 (s, 3H), 1,30
(s, 3H), 1,29 (s, 3H), 0,96 (s, 3H); RMN de *3C (100 MHz, CDCls) & 203,0,
175,7, 168,4, 160,6, 156,4, 135,1, 134,6, 134,3, 128,7, 119,1, 117,2, 115,9,
111,1, 91,2, 84,8, 83,7, 72,1, 71,3, 70,9, 70,8, 68,8, 59,3, 49,0, 47,0, 30,5, 29,9,
29,3, 25,5, 25,3, 17,0, 1,26; EMAR (ESI) m/e 563,2252 (M + Na)" calc. para
[Cs0 Has Og Na]": 563,2253.
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3.6.2.23 Sintese de 6-hidroxi-18-(4-bromobutoxi)-cluvenona (39), 6-(4-

bromobutoxi)-cluvenona (43) e 18-(4-bromobutoxi)-cluvenona (47)

1,4-Dibromobutane
_ =

Br

10 : 6,18-dihidroxi 39 : 6-hidroxi-18-(0)-alquila (78%)
8 : 6-hidroxi 43 : 6-(0)-alquila (68%)
9 : 18-hidroxi 47 : 18-(0)-alquila (85%)

Em uma solucédo de 8, 9 ou 10 (5 mg, 13,0 umol) em DMF anidro (0,3
mL) foi adicionado carbonato de potassio (3 mg, 0,02 mmol) e 1,4-
dibromobutano (14 mg, 65 pmol) a temperatura ambiente sob atmosfera de
argonio. As reagbes com 10 e 9 permaneceram em agitacdo a temperatura
ambiente durante 8 horas, enquanto a reagcdo com 8 permaneceu em agitacéo
a 80T durante 16 horas. Apos o término reacional foi adicionado agua
destilada (1 mL) e a solucdo foi extraida com éter etilico (3 x 2 mL). A fase
organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob presséo
reduzida. O residuo foi purificado por placa preparativa (50% EtOAc-hexano),
conduzindo a formacao de 39, 43 e 47 em 78, 68 e 85% de rendimento,

respectivamente.

39; Oleo incolor; R; = 0,5 (40% EtOAc —hexano); RMN de *H (500 MHz, CDCly)
5 12,47 (s, 1H), 7,43 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 6,08 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,05 (d, J =
2,3 Hz, 1H), 4,45 (dd, J = 8,3, 7,0 Hz, 1H), 4,06 (t, J = 6,1 Hz, 2H), 3,52 — 3,49
(m, J = 6,4 Hz, 3H), 2,62 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 2,44 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 2,35 (dd,
J = 13,7, 4,8 Hz, 1H), 2,08 — 2,05 (m, 2H), 2,00 — 1,97 (m, 2H), 1,70 (s, 3H),
1,41 (s, 3H), 1,35 — 1,32 (m, 1H), 1,31 (s, 3H), 1,12 (s, 3H); RMN de *C (125
MHz, CDCls) & 202,9, 179,3, 167,6, 164,9, 160,8, 135,1, 133,7, 118,2, 101,1,
95,3, 94,4, 90,1, 84,4, 83,4, 67,5, 48,7, 46,8, 33,1, 30,3, 29,7, 29,2, 29,0, 29,0,
27,5, 25,5, 25,1, 16,9; EMAR (ESI) m/e 531,1377 [M+H]" calc. para [C27 Hsz Br
Og]*: 531,1374.
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43; Oleo incolor; R; = 0,5 (50% EtOAc-hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCl5) &
7,38 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,27 (m, 1H), 6,65 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,54 (d, J = 8,4
Hz, 1H), 4,48 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 4,09 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,54 (t, J = 6,0 Hz,
2H), 3,46 — 3,41 (m, 1H), 2,60 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 2,39 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 2,32
— 2,27 (m, 1H), 2,20-2,14 (m, 2H), 2,07-2,00 (m, 2H), 1,69 (s, 3H), 1,66-1,64
(m, 1H), 1,37 (s, 3H), 1,28 (s, 3H), 1,07 (s, 3H); RMN de **C (100 MHz, CDCls)
5 203,6, 175,7, 161,4, 160,6, 136,6, 136,3, 134,9, 132,4, 118,8, 110,5, 110,5,
105,3, 90,0, 84,6, 83,6, 68,1, 48,7, 46,8, 34,0, 30,5, 29,9, 29,5, 29,2, 29,2, 27,7,
25,8, 25,7, 17,2; EMAR 515,1428 (M + H)* calc. para [Cy; Hs2 Os Br]":
515,1426.

47; Oleo incolor; R; = 0,5 (50% EtOAc —hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls)
67,88 (d, J =8,8 Hz, 1H), 7,38 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 6,61 (dd, J = 8,8, 2,1 Hz,
1H), 6,45 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 4,44 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 4,06 (t, J = 5,9 Hz, 2H),
3,52 — 3,45 (m, 3H), 2,60 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 2,43 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 2,32 (dd,
J =135, 4,6 Hz, 1H), 2,10 — 2,05 (m, 2H), 2,02 — 1,96 (m, 2H), 1,71 (s, 3H),
1,66 (s, 1H), 1,34 (s, 3H), 1,25 (s, 3H), 1,00 (s, 3H); RMN de **C (100 MHz,
CDCl3) 6 203,5, 175,4, 165,8, 161,8, 135,0, 134,9, 133,1, 129,0, 118,8, 113,3,
111,0, 101,4, 90,9, 84,7, 83,6, 77,5, 77,2, 76,9, 67,6, 49,0, 46,9, 33,4, 32,1,
30,6, 29,9, 29,4, 29,3, 27,8, 25,6, 25,4, 22,9, 17,1, 14,3; EMAR (ESI) m/e
515,1428 [M+H]" calc. para [C,7 Ha, Br Os]™: 515,1428.

3.6.2.24 Sintese de 6-hidroxi-18-(4-(bromotrifenil-fosfanil)butoxi-cluvenona (40),
6-(4-(bromotrifenil-fosfanil)butoxi-cluvenona  (44) e  18-(4-(bromotrifenil-

fosfanil)butoxi-cluvenona (48)

39 : 6-hidroxi-18-(0)-alquila 40 : 6-hidroxi-18-(0)-alquila (92%)
43 : 6-(0)-alquila 44 : 6-(0)-alquila (85%)
47 : 18-(0)-alquila 48 : 18-(0)-alquila (98%)

Em uma solucéo de 39, 43 ou 47 (1 mol/equiv.) em acetonitrila anidra foi
adicionado trifenilfosfina (5 mol/equiv.) a temperatura ambiente. A reacao foi

agitada a 150C durante 2 horas sob irradiacdo de microondas. Apos o término
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reacional o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi
recristalizado em diclorometano e hexano, conduzindo a formacao de 40, 44 e
48 em 92, 85 e 98% de rendimento, respectivamente.

40; Sélido branco; R; = 0,2 (30% MeOH-CH,Cl,); RMN de *H (500 MHz, CDCl5)
612,41 (s, 1H), 7,91 - 7,85 (m, 7H), 7,82 — 7,79 (m, 3H), 7,73 — 7,69 (m, 5H),
7,42 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 5,98 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 5,95 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 4,47
— 4,41 (m, 1H), 4,14 (s, 2H), 4,04 (s, 2H), 3,50 (dd, J = 6,9, 4,2 Hz, 1H), 2,59 (d,
J=9,4 Hz, 2H), 2,43 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 2,37 — 2,26 (m, 4H), 1,86 (s, 2H), 1,70
(s, 3H), 1,38 (s, 3H), 1,30 (s, 5H), 1,07 (s, 3H); RMN de *3C (125 MHz, CDCl3) &
202,9, 179,2, 167,5, 164,6, 160,9, 135,0, 135,0, 134,9, 133,8, 133,7, 132,1,
132,0, 130,5, 130,4, 129,9, 128,5, 128,4, 118,7, 118,3, 118,0, 101,1, 95,8, 94,0,
90,1, 84,3, 77,2, 77,0, 76,7, 67,3, 48,7, 46,8, 31,5, 30,4, 29,0, 28,9, 25,5, 25,1,
22,6, 19,2, 16,9; EMAR (ESI) m/e 713,3032 [M-Br] calc. para [Cas Has Og P] ™
713,3029.

44; Sélido branco; Ry = 0,1 (30% MeOH-CH.Cl,); RMN de 'H (400 MHz,
CDCls): & 7,88-7,66 (m, 15H), 7,42 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,02 (d, J = 6,8 Hz, 1H),
6,63 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,39 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 4,21 (s, 2H), 4,11 — 4,00 (m,
2H), 3,42 (dd, J = 6,5, 4,4 Hz, 1H), 2,58 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 2,38 (d, J = 9,3 Hz,
1H), 2,31 (dd, J = 13,2, 4,4 Hz, 1H), 2,25 (s, 2H), 1,85 (s, 2H), 1,68 (s, 4H), 1,28
(s, 3H), 1,13 (s, 3H), 1,05 (s, 3H); RMN de *3C (100 MHz, CDCl;) d 203,5,
175,8, 161,1, 160,3, 136,8, 135,0, 134,1, 134,0, 131,6, 130,6, 130,5, 119,2,
118,9, 118,4, 110,6, 106,0, 89,9, 84,6, 83,7, 69,0, 48,5, 46,9, 30,4, 29,2, 29,1,
26,0, 25,7, 22,6, 22,1, 20,4, 17,2; EMAR 697,3077 calc. para [Css Has Os P]
(M-Br)*: 697,3074.

48; Solido branco; R; = 0,1 (30% MeOH-CH,Cl,); RMN de *H (400 MHz, CDCl5)
5 7,89-7,77 (m, 10H), 7,71-7,67 (m, 5H), 7,37 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 7,17 (d, J =
8,8 Hz, 1H), 6,51 (dd, J = 8,8, 2,2 Hz, 1H), 6,40 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 4,43 (t, J =
7,2 Hz, 1H), 4,20 — 4,11 (m, 2H), 4,03 (dd, J = 16,8, 12,9 Hz, 2H), 3,46 (dd, J =
6,5, 4,5 Hz, 1H), 2,58 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 2,42 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 2,35 (s, 1H),
2,33-2,24 (m, 2H), 1,87 (s, 2H), 1,71 (s, 4H), 1,31 (s, 3H), 1,28 (s, 3H), 0,96 (s,
3H); RMN de *C (100 MHz, CDCls) & 203,5, 175,4, 165,7, 161,8, 135,2, 135,0,
134,8, 134,0, 133,9, 133,1, 131,1, 130,7, 130,6, 128,9, 118,9, 118,0, 113,3,
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111,0, 101,7, 90,9, 84,7, 83,7, 68,3, 67,5, 48,9, 46,9, 38,9, 30,7, 30,5, 29,2,
29,1, 25,6, 25,4, 23,9, 23,2, 19,4, 17,1, 14,3, 11,1; EMAR (ESI) m/e 697,3077
[M-Br]" calc. para [Cas Has Os P]™: 697,3075.

3.6.2.25 Sintese do 2-fluor-3,6-dimetoxibenzoato de metila (50)

OCHj,4 OCH,
5 3 (a) n-BuLi 5 1 COCH,
—_—
) ©
F F
1 3
_CH
OCH, cl )J\o ®  OCH;,
49 (96%) 50

Em uma solucao de 49 (3,9 g, 24,9 mmol) em THF anidro (150 mL) foi
adicionado gota a gota com o emprego de uma seringa 1,6 mol.L™ n-BuLi em
hexano (18,7 mL, 29,9 mmol) a -78C. Apos 1 hora sob agitacdo nessa
temperatura foi adicionado cloroformato de metila (2,30 mL, 29,9 mmol) gota a
gota com o0 emprego de uma seringa. A reacado permaneceu sob agitacao por 4
horas a -78C. Apds o término reacional a reacdo foi tratada com agua
destilada (10 mL) e extraida com acetato de etila (2 x 50 mL). A fase organica
foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob presséo reduzida. O
residuo foi purificado por coluna cromatografica flash (silica, 9% EtOAc-
hexano) conduzindo a formac&o de 50 (5,2 g, 96%). Oleo incolor; Ry = 0,15
(25% EtOAc-hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 6,94 (t, J = 9,2 Hz, 1H),
6,59 (dd, J = 9,2, 1,5 Hz, 1H), 3,90 (s, 3H), 3,81 (s, 3H), 3,77 (s, 3H). RMN de
13C (100 MHz, CDCl3) & 164,0, 150,8 (d, J = 5,7 Hz), 150,3 (d, J = 252,3 Hz),
141,7 (d, J = 10,8 Hz), 115,5 (d, J = 3,2 Hz), 113,0 (d, J = 16,7 Hz), 106,1 (d, J
= 3,7 Hz), 57,0, 56,3, 52,5. EMAR (ESI) m/e 237,0534 (M + Na)" calc. para
(C10H11FO4Na) * 237,0535.

6.2.26 Sintese do acido 2-fluoro-3,6-dimetoxibenzéi  co (51)

OCH,3 OCH,4
5 f CO,CH3 LiOH CO,H
MeOH/H,0 (3:1)
3 F 70°C F
OCH;s (100%) OCH,4
50 51

Em uma solucédo de 50 (3,10 g, 14,5 mmol) em metanol/agua (3:1, 80
mL) foi adicionado hidroxido de litio (1,74 g, 72,5 mmol). A reacao foi agitada a
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70T durante 1,5 horas. ApOs o término reacional ev aporou-se 0 excesso de
metanol sob pressdo reduzida. O residuo foi acidificado com HCI (1 mol.L™?) até
pH 2 e a solugdo foi extraida com diclorometano (2 x 50 mL). A fase organica
foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob pressao reduzida,
conduzindo a formacao de 51 (2,90 g, 100%). Solido branco; Ry = 0,24 (50%
EtOAc-hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 10,24 (s, 1H), 7,02 (t, J = 9,2
Hz, 1H), 6,67 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 3,87 (s, 3H), 3,84 (s, 3H); RMN de *3C (100
MHz, CDCl3) & 167,5, 151,2 (d, J = 4,5 Hz), 151,1 (d, J = 257,7 Hz), 142,2 (d, J
= 10,5 Hz), 116,7 (d, J = 3,5 Hz), 111,2 (d, J = 13,2 Hz), 106,37 (d, J = 3,8 Hz),
57,2, 56,7. EMAR (ESI) m/e 223,0377 (M + Na)" calc. para (CoHoFO4sNa)",
223,0378.

3.6.2.27 Sintese do (2-fluor-3,6-dimetoxifenil)(2,3,4-trihidroxifenil)metanona (52)

HO

OCH;
COzH HO OH
D — R
. POCI ZnCl,
OCHj
51 52 (40%) 53 (10%)

Em um baldo de fundo redondo contendo 51 (1,10 g, 5,50 mmol), 1,2,3-
trinidroxibenzeno (0,69 g, 5,50 mmol) e cloreto de zinco (6,81 g, 50,0 mmol) foi
adicionado POCI; (12 mL) a temperatura ambiente sob atmosfera de argénio. A
reacdo foi agitada a 65T durante 2,5 horas. Apds o término reacional, a reacao
foi resfriada até temperatura ambiente e foi adicionado gelo moido. A solucao
foi extraida com acetato de etila (3 x 25 mL). A fase organica foi seca com
sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob pressao reduzida. O residuo foi
purificado por coluna cromatogréfica flash (silica, 25-33% EtOAc-hexano)
conduzindo a formacgé&o de 52 (0,68 g, 40%) e 53 (0,13 g, 10%).

52: Solido amarelo; Ry = 0,42 (50% EtOAc-hexano); RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) 8 12,30 (bs, 1H), 7,01 (t, J = 9,2 Hz, 1H), 6,85 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 6,68
(dd, J = 9,2, 1,7 Hz, 1H), 6,45 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 6,03 (bs, 1H), 5,62 (bs, 1H),
3,88 (s, 3H), 3,73 (s, 3H); RMN de *3C (100 MHz, acetona-dg) & 207,5, 197,1,
154,7, 154,0, 152,2 (d), 150,2 (d), 143,7 (d), 134,0, 127,2, 119,2 (d), 116,8 (d),
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116,4, 110,0, 108,6 (d), 58,1, 57,7; EMAR 331,0588 calc. para C;5H;3FO¢Na (M
+ Na)™: 331,0586.

53: Solido amarelo; R; = 0,31 (50% EtOAc-hexano); RMN de 'H (400 MHz,
acetona-dg) 6 7,10 (t, J = 9,1 Hz, 1H), 6,82 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 6,80 (d, J = 2,3
Hz, 1H), 6,45 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 3,70 (s, 3H); RMN de **C (100 MHz, acetona-
de) & 197,4, 154,6, 153,9, 151,4, 150,8, 148,4, 140,7, 133,9, 127,2, 1204,
116,4, 109,9, 109,3, 57,7; EMAR 317,0432 calc. para Ci4H1:FOgNa (M + Na)*:
3170434,

3.6.2.28 Sintese do 5,6-dihidroxi-1,4-dimetoxi-xantona (54)

OCH,
OCH;

DIPEA, ACN
M.O., 180 °C, 22 min

(74%)

Em uma solucéo de 52 (130 mg, 0,42 mmol) em acetonitrila (13 mL) foi
adicionado DIPEA (0,37 mL, 2,10 mmol) a temperatura ambiente. A reacéao foi
agitada a 180T durante 22 minutos sob irradiacdo de microondas. Apés o
término reacional a solucéo foi evaporada sob pressao reduzida e o residuo foi
purificado por coluna cromatografica flash (80% EtOAc-hexano) conduzindo a
formacao de 54 (89,5 mg, 74%). Solido branco; R; = 0,17 (67% EtOAc-hexano);
RMN de 'H (400 MHz, DMSO) & 7,44 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,36 (d, J = 9,0 Hz,
1H), 6,87 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 6,82 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 3,89 (s, 3H), 3,79 (s, 3H);
RMN de *3C (126 MHz, DMSO) & 175,0, 153,3, 151,3, 147,5, 145,7, 1423,
1329, 117,2, 116,6, 116,4, 113,2, 112,4, 105,4, 56,9, 56,6; EMAR 311,0526
calc. para Ci1sH1,0¢Na (M + Na)*: 311,0529.

3.6.2.29 Sintese do 1,4-dimetoxi-5,6-bis((2-metilbut-3-en-2-il)oxi-xantona (55)

o
OCHj OCH
\)(OJ\ > :
17
Pd(PPhs), Hed o Q
(77%)




201

Em uma solugéo de 54 (98,9 mg, 0,34 mmol) em THF anidro (17 mL) foi
adicionado 17 (0,68 mL, 3,40 mmol), via seringa, e Pd(PPhs)s (39,3 mg, 0,03
mmol) a 0C sob atmosfera de argonio. A reagcdo perm aneceu sob agitacao a
0T durante 24 horas. Apds o término reacional foi adicionado agua destilada
(10 mL) e a solucédo foi extraida com acetato de etila (2 x 15 mL). A fase
organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob pressao
reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatografica flash (silica, 25%
EtOAc-hexano) conduzindo a formacéo de 55 (111 mg, 77%). Oleo incolor; R; =
0.43 (50% EtOAc-hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 7,87 (d, J = 9,1 Hz,
1H), 7,15 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,08 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,69 (d, J = 9,0 Hz, 1H),
6,41 (dd, J = 17,6, 10,7 Hz, 1H), 6,19 (dd, J = 17,6, 10,9 Hz, 1H), 5,13-5,21 (m,
3H), 4,97 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 3,96 (s, 3H), 3,95 (s, 3H), 1,61 (s,3H), 1,54 (s,
3H). RMN de **C (100 MHz, CDCls) & 176,3, 156,2, 153,6, 151,2, 147,9, 143,7,
143,6, 142,6, 135,8, 120,8, 117,2, 116,2, 113,8, 112,9, 104,2, 83,8, 82,0, 56,7,
56,4, 27,0, 26,7. EMAR 447,1778 calc. para CsH.s0¢Na (M + Na)™: 447,1777.

3.6.2.30 Sintese da 6,17-dimetoxi-cluvenona (56)

OCH,

(@]
O DMF, 120 °C, 4 h
—_—
HsCO O Q (88%)
e
i

Uma solucdo contendo 55 (111 mg, 0,26 mmol) em DMF (7,5 mL) foi

aquecida a 120 durante 4 horas. Apds o término re acional a solucao foi
evaporada sob pressdo reduzida e o residuo foi purificado por coluna
cromatografica flash (silica, 25% EtOAc-hexano) conduzindo a formacéo de 56
(97,8 mg, 88%); Sélido amarelo; R; = 0.40 (50% EtOAc -hexano); RMN de *H
(400 MHz, CDCl3) 6 7,31 (d, J = 6,9 Hz,1H), 7,04 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,47 (d, J
= 9,0 Hz, 1H), 4,52 (t, J = 15,3 Hz, 1H), 3,88 (s, 3H), 3,85 (s, 3H), 3.45 (dd, J =
6,9, 4,2 Hz, 1H), 2,62-2,60 (m, 2H), 2,40 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 2,31 (dd, J = 13,4,
4,6 Hz, 1H), 1,78 (s, 3H), 1,39 (s, 3H), 1,30 (s, 3H), 1,28 (dd, J = 3,6, 1,2 Hz,
1H), 1,09 (s, 3H). RMN de **C (100 MHz, CDCls) & 203,3, 176,1, 154,3, 151,2,
143,0, 136,4, 132,5, 118,7, 118,5, 110,9, 102,8, 90,0, 84,5, 83,6, 57,0, 56,4,
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48,5, 46,7, 29,5, 29,1, 29,0, 25,6, 25,4, 16,9; EMAR 447,1778 calc. para
CosH2506Na (M + Na)+: 447,1776.

3.6.2.31 Sintese de 1,5,6-trihidroxi-4-metoxi-xantona (58)

OCH,

Em uma solucéo de 54 (0,1 g, 0,35 mmol) em diclorometano anidro (3
mL) foi adicionado gota a gota, via seringa, uma solucéo de BBrz (1 mol.L?, 0,4
mL) a 0OC. A reagdo permaneceu sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente durante 13 horas. Apdés o término reacional foi adicionado agua
destilada (5 mL) e a solucéo foi extraida com acetato de etila (3 x 15 mL). A
fase organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob
presséao reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatografica flash (80%
EtOAc-hexano) conduzindo a formacéo de 58 em 62% de rendimento. Sélido
branco; R; = 0,3 (60% EtOAc-hexano); RMN de *H (400 MHz, CDs0D) & 7,57
(d, J =8,8 Hz, 1H), 7,28 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,88 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 6,58 (d, J
= 9,0 Hz, 1H), 3,95 (s, 3H); RMN de *3C (100 MHz, Acetona-ds) & 181,7, 155,0,
154,8, 152,2, 146,7, 146,0, 140,3, 132,8, 120,8, 117,1, 114,3, 113,4, 108,7,
57,0.

3.6.2.32 Sintese da 1-hidroxi-4-metoxi-5,6-bis((2-metilbut-3-en-2-il)oxi-xantona
(59)

17 (@]
Pd(PPhg)4 O
—_—
(63%) H, CO O Q
d o
i

Em uma solucédo de 58 (60 mg, 0,22 mmol) em THF anidro (10 mL) foi
adicionado 17 (0,44 mL, 3,40 mmol), via seringa, e Pd(PPhs), (28,8 mg, 0,03
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mmol) a 0C sob atmosfera de argdnio. A reacdo perm aneceu sob agitacao a
0<C durante 18 horas. Apds o término reacional foi adicionado agua destilada
(5 mL) e a solucdo foi extraida com acetato de etila (2 x 15 mL). A fase
organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob presséo
reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatografica flash (silica, 10%
EtOAc-hexano) conduzindo a formacdo de 59 em 63% de rendimento. Oleo
incolor; Ry = 0.7 (20% EtOAc-hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 12,17
(s, 1H), 7,85 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,22 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,14 (d, J = 9,0 Hz,
1H), 6,70 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,36 (dd, J = 17,5, 10,8 Hz, 1H), 6,18 (dd, J =
17,5, 10,8 Hz, 1H), 5,29 — 5,12 (m, 4H), 4,98 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 3,95 (s, 3H),
1,62 (s, 6H), 1,57 (s, 3H); RMN de **C (100 MHz, CDCl;) d 182,1, 157,9, 154,8,
152,8, 146,1, 143,7, 143,6, 140,5, 136,2, 120,4, 117,2, 115,9, 114,4, 113,5,
109,2, 108,8, 84,4, 82,6, 76,5, 57,6, 27,4, 27,0; EMAR 433,1622 calc. para [Cy4
Has Og Na]* (M + Na)* 433,1624.

3.6.2.33 Sintese da 6-hidroxi-17-metoxi-cluvenona (60)

OH

0
Q DMF, 120°C
—_—
H, O © Q (72%)
e d
=/ e _

Uma solucdo contendo 59 (40 mg, 0,1 mmol) em DMF (7 mL) foi

aquecida a 120 durante 4 horas. Apdés o término re acional a solucao foi
evaporada sob pressdao reduzida. O residuo foi purificado por coluna
cromatografica flash (silica, 20% EtOAc-hexano) conduzindo a formacéo de 60
em 72% de rendimento. Sélido amarelo; Rt = 0,50 (50% EtOAc -hexano); RMN
de 'H (400 MHz, CDCls) & 11,55 (s, 1H), 7,49 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 7,12 (dd, J =
8,9, 1,8 Hz, 1H), 6,47 (dd, J = 8,9, 1,8 Hz, 1H), 4,45 — 4,38 (m, 1H), 3,84 (s,
3H), 3,57 — 3,51 (m, 1H), 2,64 (d, J = 9,5 Hz, 2H), 2,47 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 2,36
(dd, J = 13,6, 4,2 Hz, 1H), 1,78 (s, 3H), 1,36 (s, 3H), 1,31 (s, 4H), 1,00 (s, 3H);
RMN de **C (100 MHz, CDCls) & 202,8, 181,6, 156,2, 149,5, 140,7, 135,4,
135,0, 134,0, 124,1, 119,0, 107,6, 106,5, 90,4, 84,7, 84,0, 57,9, 49,0, 47,1,
29,8, 29,3, 29,3, 25,7, 24,9, 16,8; EMAR 433,1622 calc. para [C24 Hzs O NaJ"
(M + Na)™ 433,1623.



204

3.6.2.34 Sintese de 6,17-diona-cluvenona (57)

PhI(OCOCF,),
o ——> 17
CHyClp,1h, O
-78 °C até -30°C
(68%)

57

Em uma solucéo de 60 (20 mg, 0,05 mmol) em diclorometano anidro (1
mL) foi adicionado PIFA (24 mg, 0,06 mmol) a -78TC sob atmosfera de argénio.
A reacdo foi aquecida espontaneamente até -30C durante 1 hora. ApGs o
término reacional, foi adicionado agua destilada (1 mL) e a solucgéo foi extraida
com diclorometano (2 x 3 mL). A fase organica foi seca com sulfato de
magnesio, filtrada e evaporada sob pressao reduzida. O residuo foi purificado
por placa preparativa (silica, 50% EtOAc-hexano) conduzindo a formagéo de 57
em 68% de rendimento. Solido amarelo; R; = 0,20 (50% EtOAc —hexano); RMN
de *H (400 MHz, CDCl5) & 7,44 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 6,88 (d, J = 10,3 Hz, 1H),
6,79 (d, J = 10,3 Hz, 1H), 4,66 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 3,55 (dd, J = 7,0 e 4,2 Hz,
1H), 2,56-2,52 (m, 3H), 2,36 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 1,75 (s, 3H), 1,42 (s, 3H), 1,35
(s, 4H), 1,32 (s, 3H). RMN de **C (125 MHz, CDCls) & 201,1, 182,7, 180,6,
174,0, 160,3, 138,0, 135,1, 134,5, 133,8, 133,5, 119,2, 110,2, 93,9, 84,2, 83,9,
49,1, 46,4, 29,7, 29,7, 28,9, 28,9, 25,5, 24,4, 17,75. EMAR 417,1309 calc. para
[C2s H2, OsNa]™ (M + Na)™ 417.1308.

3.6.2.35 Sintese de (E)-3-(1H-pirrol-2-il)acrilato de terc-butila (63)

0
Yo Ph3P§)L0J< ’ o
N 62 - W /k
\ / H (75%) \ 0
61 63

Em uma solucdo de 61 (1 g, 10,5 mmol) em diclorometano (20 mL) foi
adicionado uma solucéo de 62 (7,92 g, 21,0 mmol) em diclorometano (30 mL) a
temperatura ambiente. A reacdo permaneceu sob agitacdo magnética por 30
horas. ApGs o término reacional a solugéo foi evaporada sob pressao reduzida
e o residuo foi purificado por coluna cromatografica flash (silica, 40% EtOAc-

hexano) conduzindo a formacao de 63 (1,52 g, 7,9 mmol, 75%). Sélido branco;
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Rf = 0,5 (40% EtOAc-hexano); RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 5 9,08 (s, 1H),
7,47 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 6,89 (dd, J = 3,8, 2,6 Hz, 1H), 6,53 (s, 1H), 6,26 (dd, J
= 6,0, 2,5 Hz, 1H), 6,00 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 1,53 (s, 9H); RMN de 3C (100
MHz, CDCl3) & 167,5, 133,7, 128,7, 122,3, 114,0, 113,4, 110,9, 80,4, 28,5,
28,2; EMAR (ESI) m/e 216,0995 [M+Na]" calc. para [Ci; His N O, Na]":
216,0996.

3.6.2.36 Sintese de 3-(1H-pirrol-2-il)propanoato de terc-butila (64)
H,, Pd/C
W k T 8%) W /%

Em uma solucdo de 63 (1,37 g, 7,1 mmol) em metanol (30 mL) foi
adicionado 10% Pd/C (0,15 g). A mistura foi agitada sob atmosfera de
hidrogénio (300 bar) durante 2 horas a temperatura ambiente com auxilio de
um reator de alta pressdo. Apds o término da reacdo a solucao foi filtrada
usando celite e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi purificado por
coluna cromatogréfica (silica, 50% EtOAc-hexano) formando 64 (1,08 g, 5,5
mmol, 78%). Oleo amarelo; Rf = 0,3 (40% EtOAc-hexano); RMN de *H (400
MHz, CDCls) & 8,61 (s, 1H), 6,68 (s, 1H), 6,10 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 5,91 (s, 1H),
2,87 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 2,55 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 1,45 (s, 9H); RMN de *3C (100
MHz, CDCl3) 6 173,8, 131,6, 116,9, 108,0, 105,6, 81,0, 35,9, 28,3, 22,8; EMAR
(ESI) m/e 218,1151 [M+Na]" calc. para [C1; Hi7 N Oz Na]*: 2181146.

3.6.2.37 Sintese de 66

H O

N
@) Pocng,X\_/f(H
N o 65 = SN o
Wok (b) BF3.0Et, ) N‘,B( NS o}
64 (59%) FF )L
66

Em uma solucéo de 64 (1,12 g, 5,7 mmol) em diclorometano (50 mL)
foram adicionados 65 (0,78 g, 6,3 mmol) e POCI; (0,6 mL, 6,3 mmol,

solubilizados em 4 mL de diclorometano) a 0C. A reacao foi agitada a

temperatura ambiente durante 7 horas. A reacgédo foi resfriada até 0C e foram
adicionados DIPEA (4,2 mL, 24 mmol) e BF3.0Et; (2,8 mL, 23 mmol). A solucéo
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foi agitada a temperatura ambiente por 12 horas. Apos o término da reacéao foi
adicionado agua destilada (40 mL) e a solucédo foi extraida com diclorometano
(2 x 50 mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e
evaporada sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por coluna
cromatografica flash (silica, 40% EtOAc-hexano) formando 66 (1,18 g, 3,4
mmol, 59%). Sélido verde; Rf = 0,4 (40% EtOAc-hexano); RMN de H (400
MHz, CDCl3) & 7,07 (s, 1H), 6,87 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 6,27 (d, J = 4,0 Hz, 1H),
6,10 (s, 1H), 3,25 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,66 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,56 (s, 3H), 2,24
(s, 3H), 1,44 (s, 9H); RMN de **C (100 MHz, CDCl3) & 172,0, 160,2, 158,1,
143,8, 135,2, 133,5, 128,3, 123,9, 120,5, 116,9, 80,7, 34,6, 29,9, 28,3, 24,2,
15,1, 11,5; EMAR (ESI) m/e 371,1713 [M+Na]" calc. para [C1gH23BF,N,NaO,]":
371,1713.

3.6.2.38 Sintese de 67

\_N N= 0] HCI N N<

B —— Vg
F )4 (56%) F F
66 67

(0]
Em uma solucdo de 66 (44 mg, 0,15 mmol) em THF (6 mL) e agua

0}
OH

destilada (4 mL) foi adicionado gota a gota HCI (37%, 2,4 mL) a temperatura
ambiente. A reacdo foi agitada durante 28 horas. Apos o término da reacédo a
solucéo foi extraida com acetato de etila (2 x 10 mL). A fase organica foi seca
com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob presséao reduzida. O residuo
foi purificado por coluna cromatografica flash (silica, 60% EtOAc-hexano)
formando 67 (24,5 mg, 0,08 mmol, 56%). Sélido verde; Rf = 0,5 (60% EtOAc-
hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 7,08 (s, 1H), 6,88 (d, J = 3,5 Hz, 1H),
6,28 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 6,11 (s, 1H), 3,29 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,82 (t, J = 7,6
Hz, 2H), 2,56 (s, 3H), 2,25 (s, 3H); RMN de *3C (100 MHz, CDCl;) d 177,86,
160,9, 156,7, 144,2, 133,5, 132,4, 128,2, 124,0, 120,7, 116,8, 33,1, 29,9, 23,8,
15,2, 11,5; EMAR (ESI) m/e 314,1123 [M+Na]" calc. para [C14H15BF2N,O,Na]":
314,1126.

3.6.2.39 Sintese de (2-aminoetil)carbamato de terc-butila (69)
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NH, o000 N_ o
N Tgagy T HNTTY \{/

(6]
68 69

Em uma solugéo da diamina 68 (2,75 g, 45,8 mmol) em dioxano (16 mL)
foi adicionado gota a gota uma solugcéo de dicarbonato de di-terc-butila (1 g,
4,58 mmol) a temperatura ambiente. Apos 6 horas em agitacdo magnética, a
solucéo foi tratada com agua destilada (30 mL) e extraida com acetato de etila
(2 x 50 mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e
evaporada sob presséo reduzida, conduzindo a formacgéo de 69 (0,68 g, 4,26
mmol, 93%). Soélido branco; Rf = 0,6 (10% MeOH-CH,Cl,); RMN de *H (400
MHz, CDCI3) 6 4.92 (s, 1H), 3,18 (dd, J = 11,3, 5,9 Hz, 2H), 2,80 (t, J = 5,9 Hz,
2H), 1,61 (s, 2H), 1,44 (s, 9H); RMN de *3C (100 MHz, CDCls) & 156,3, 79,2,
67,2, 39,8, 38,6, 33,5, 28,6; EMAR (ESI) m/e 161,1285 [M+H]" calc. para [C;
Hi7 N2 O] 161,1283.

6.2.40 Sintese de 70

H
HNT N\H/O\{/

0]
69

EDC, HOBt
(87%)

Em uma solucédo de 67 (32 mg, 0,11 mmol) em diclorometano (1 mL)
foram adicionados EDC (26 mg, 0,14 mmol) e HOBt (18,4 mg, 0,14 mmol) a
temperatura ambiente. Apos 2 horas sob agitacdo magnética, a solugéo foi
tratada com agua destilada (1 mL) e extraida com diclorometano (2 x 3 mL). A
fase organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob
pressdo reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatografica flash
(silica, 40% EtOAc-hexano) formando 70 (42 mg, 0,1 mmol, 87%). Sdlido
vermelho; Rf = 0,4 (40% EtOAc-hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 7,09
(s, 1H), 6,88 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 6,28 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 6,16 (s, 1H), 6,12 (s,
1H), 3,33 - 3,23 (m, J = 14,6, 6,4 Hz, 4H), 3,15 (dd, J = 10,4, 5,1 Hz, 2H), 2,64
(t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,56 (s, 3H), 2,25 (s, 3H), 1,41 (s, 9H); RMN de **C (100
MHz, CDCl3) 6 172,7, 160,7, 157,2, 156,6, 144,2, 133,5, 128,3, 124,0, 120,7,
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117,6, 79,6, 40,7, 40,3, 36,0, 28,5, 25,1, 15,2, 11,5; EMAR (ESI) m/e 456,2229
[M+Na]+ calc. para [021 Hog B F> Ny O3 Na] +456,2228

3.6.2.41 Sintese do BODIPY FL EDA (71)

=TSN HCI, Et,0 =TT\

N\_N N= o - = -
F,B\F NH A( (91%) F,B\ N\H\\

o}
70 HN\\< 71 NH,.HCI
o}

Em uma solucdo de 70 (15 mg, 35 pmol) em dioxano (0,5 mL) foi
adicionado uma solucdo de acido cloridrico (1 mL, 1 mol.L™ em éter etilico
anidro) a temperatura ambiente sob atmosfera de argbnio. Apos 2 horas sob
agitacdo magnética, os solventes foram evaporados, conduzindo a formacéo
de 71 (12 mg, 32 pmol, 91 %). Solido vermelho; Rf = 0,1 (20% MeOH-CH,Cl,);
RMN de *H (400 MHz, CDsOD) & 7,42 (s, 1H), 6,99 (s, 1H), 6,31 (s, 1H), 6,20
(s, 1H), 3,44 (s, 2H), 3,21 (s, 2H), 3,03 (s, 2H), 2,65 (s, 2H), 2,48 (s, 3H), 2,26
(s, 3H); RMN de **C (100 MHz, CDs;0OD) & 174,8, 160,2, 157,0, 144,7, 135,3,
133,6, 128,4, 124,7, 120,2, 116,4, 39,9, 37,1, 34,7, 24,1, 13,7, 10,1; EMAR
(ESI) m/e 334,1886 [M-CI]" calc. para [C1s H22 B F2 N4 O]": 334,1888.

3.6.2.42 Sintese de 6-bromo-hexanoato de terc-butila (73)

NH
0 CI3CJ\OJ< 5 O
BF . OEt rv\/\)J\
Br\/\/\)J\ OH #> 0

72

(74%) 73 )<

Em uma solugéao de 72 (0,5 g, 2,56 mmol) em diclorometano (2,5 mL)
foram adicionados uma solucdo de 2,2,2-tricloroacetimidato de terc-butila (1,4
g, 6,4 mmol) em cicloexano (7,5 mL) e BF3;.OEt, (55 mg, 0,38 mmol) a
temperatura ambiente. Apos 22 horas sob agitagdo magnética, a solucao foi
tratada com agua destilada (10 mL) e extraida com acetato de etila (2 x 50 mL).
A fase organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob
pressdo reduzida. O residuo foi purificado por coluna cromatografica flash
(silica, 10% EtOAc-hexano) formando 73 (0,48 g, 1,89 mmol, 74%). Oleo
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incolor; Rf = 0,7 (10% EtOAc-hexano); RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 3,38 (t,
J =6,8 Hz, 2H), 2,20 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,85 (dd, J = 14,5, 7,2 Hz, 2H), 1,58
(dt, J = 14,9, 7,4 Hz, 2H), 1,42 (s, 11H); RMN de **C (100 MHz, CDCls) & 173,0,
80,3, 35,5, 33,8, 32,6, 28,3, 27,7, 24,4; EMAR (ESI) m/e 251,0641 [M+H]" calc.
para [C1oH20BrO,]": 251,0637.

3.6.2.43 Sintese de 74

0
Br\/\/\)J\ K2COs 0o
(0] +

0, O /
=4 o (1%
73 )< o)

Em uma solucéo de 8 (27 mg, 0,07 mmol) em DMF anidro (1 mL) foram
adicionados carbonato de potassio (29,3 mg, 0,21 mmol) e 73 (35,2 mg, 0,14
mmol) a temperatura ambiente sob atmosfera de argonio. A reacéo foi agitada
durante 24 horas a 60C. A mistura foi tratada com &agua destilada (1 mL) e
extraida com éter etilico (2 x 5 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de
magnésio, filtrada e evaporada sob pressado reduzida. O residuo foi purificado
por coluna cromatografica flash (silica, 40% EtOAc-hexano) formando 74 (19,7
mg, 0,04 mmol, 51%). Oleo incolor; Rf = 0,7 (40% EtOAc-hexano); RMN de *H
(400 MHz, CDCl3) 6 7,37 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,28 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 6,63 (d, J
= 8,4 Hz, 1H), 6,53 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,49 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 4,05 (t, J = 6,4
Hz, 2H), 3,44 (dd, J=6,7, 4,1 Hz, 1H), 2,61 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 2,39 (d, J = 9,6
Hz, 1H), 2,33 — 2,22 (m, 3H), 1,94 — 1,85 (m, J = 11,1, 6,6 Hz, 2H), 1,70 (s, 3H),
1,62 -1,55(m,J = 11,7, 4,8 Hz, 4H), 1,43 (s, 9H), 1,29 (s, 4H), 1,08 (s, 3H);
RMN de **C (100 MHz, CDCls) & 203,7, 175,7, 173,3, 161,3, 160,8, 136,7,
136,2, 134,9, 132,3, 118,7, 110,6, 110,3, 105,4, 90,0, 84,7, 83,5, 80,2, 69,0,
48,6, 46,9, 35,6, 30,5, 29,2, 29,2, 28,9, 28,3, 25,8, 25,7, 25,6, 24,9, 17,2; EMAR
(ESI) m/e 573,2823 [M+Na]" calc. para [Cs3 H42 O7 Na]": 573,2825.

3.6.2.44 Sintese de 75
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O O
oy/4 of
ZnBr,, DCM
Za 0 (61%) == o)
0= o 0= o

Em uma solucéo de 74 (17 mg, 0,03 mmol) em diclorometano anidro (1
mL) foi adicionado brometo de zinco anidro (35 mg, 0,15 mmol) a temperatura
ambiente sob atmosfera de argdnio. Apds 8 horas de agitacéo, a solucéo foi
tratada com solucdo saturada de cloreto de sédio (1 mL) e extraida com
diclorometano (2 x 3 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de magnésio,
filtrada e evaporada sob pressao reduzida. O residuo foi purificado por coluna
cromatografica flash (silica, 40% EtOAc-hexano) formando 75 (9,4 mg, 0,02
mmol, 61%). Sélido amarelo; R; = 0,30 (50% EtOAc -hexano); RMN de *H (500
MHz, CDCl3) 6 7,38 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,29 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 6,63 (dd, J =
8,4, 0,8 Hz, 1H), 6,53 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,51 — 4,45 (m, 1H), 4,05 (td, J = 6,3,
2,8 Hz, 2H), 3,44 (dd, J = 6,8, 4,1 Hz, 1H), 2,60 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 2,44 — 2,37
(m, J = 16,1, 8,5 Hz, 3H), 2,32 — 2,28 (m, 1H), 1,94 — 1,89 (m, 2H), 1,75 — 1,72
(m, 2H), 1,69 (s, 3H), 1,64 - 1,60 (m, J = 7,4, 3,4 Hz, 2H), 1,38 (s, 3H), 1,28 (s,
3H), 1,25 (s, 1H), 1,07 (s, 3H); RMN de *3C (125 MHz, CDCls) d 203,5, 177,7,
175,8, 161,5, 161,3, 160,7, 136,5, 136,2, 134,8, 132,4, 118,6, 110,2, 105,3,
89,8, 84,5, 83,4, 68,9, 48,5, 46,7, 33,8, 30,3, 29,1, 28,6, 25,7, 25,6, 25,6, 24,4,
17,0; EMAR (ESI) m/e 517,2197 [M+Na]" calc. para [Ci Hizs O; Na] *;
encontrado: 517,2202.

3.6.2.45 Sintese de 76

HATU, DIPEA
B

(94%)




211

Em uma solucéo de 75 (4 mg, 7,8 umol) em diclorometano anidro (0,5
mL) foram adicionados 71 (3,5 mg, 9,4 umol), HATU (3,6 mg, 9,4 pmol) e
DIPEA (3 pL, 16 umol) a temperatura ambiente e sob atmosfera de argobnio.
ApoOs 2 horas, a solucédo foi tratada com agua destilada (1 mL) e extraida com
diclorometano (2 x 2 mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio,
filtrada e evaporada sob pressao reduzida. O residuo foi purificado por placa
preparativa (silica, 60% acetona-tolueno) formando 76 (6 mg, 7,3 pmol, 94%).
Sélido vermelho; R; = 0,4 (60% acetona-tolueno); RMN de *H (500 MHz, CDCl5)
67,36 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,11 (s, 1H), 6,87 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 6,62 (d, J = 7,8
Hz, 1H), 6,52 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,25 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 6,12 (s, 1H), 4,47
(dd, J = 8,6, 6,7 Hz, 1H), 4,07 — 3,98 (m, J = 9,9, 6,0 Hz, 2H), 3,46 — 3,40 (m,
1H), 3,34 - 3,20 (m, J = 22,1, 14,9, 8,6 Hz, 6H), 2,69 — 2,50 (m, 7H), 2,37 (d, J
= 9,5 Hz, 1H), 2,25 (s, 3H), 2,20 — 2,16 (m, J = 10,4, 4,3 Hz, 2H), 1,87 — 1,82
(m, 2H), 1,72 - 1,67 (m, 5H), 1,56 — 1,50 (m, 2H), 1,36 (s, 3H), 1,27 (s, 3H),
1,06 (s, 3H); RMN de *C (125 MHz, CDCls) d 203,3, 175,6, 173,8, 1728,
161,2, 160,6, 136,5, 136,1, 135,2, 134,6, 133,2, 132,3, 128,1, 123,8, 120,5,
120,4, 118,6, 117,2, 110,1, 105,3, 97,6, 95,2, 89,8, 86,1, 84,6, 83,3, 69,1, 68,1,
48,5, 46,7, 40,1, 39,6, 36,5, 35,6, 31,9, 30,2, 29,6, 29,3, 28,9, 28,5, 25,8, 25,5,
25,5, 25,1, 24,8, 22,6, 16,9, 14,9, 14,1, 11,3; EMAR (ESI) m/e 832,3904
[M+Na]" calc. para [Cas Hsz B F2 Ns O7] *: 832,3905.
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