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RESUMO

No presente trabalho desenvolveu-se uma rota sintética em fase solida para
obter de forma rapida o esqueleto da hiacintacina 110 utilizando-se L-Boc-prolina 101
como bloco de constru¢cdo. Nao ha relatos na literatura, até o momento, do uso da L-
prolina como material de partida para a sintese de nucleos pirrolizidinicos, entretanto o
estudo desta rota ¢ uma alternativa interessante porque possibilita a sintese destes
biciclos em apenas 4 etapas. A sintese iniciou com o acoplamento entre a L-Boc-
prolina 101 e a resina Merifield 41 em condi¢des cldssicas. Apds a retirada do
grupamento protetor com acido cloridrico por 40 minutos em temperatura ambiente,
procedeu-se a adi¢do de Michael do produto 103 ao propiolato de etila 116 gerando o
enaminodiéster 104. Na tltima etapa usou-se DBU sob irradi¢ao de microondas por 10
minutos, obtendo-se o azabiciclo 110 com redimento de 37%. Em solugdo, através da
adicao de Michael entre a L-prolina O-protegida 95 e alcinos e alceno ativados obteve-
se adutos cuja estereoquimica das olefinas foi sempre £, com bons rendimentos (60-
95%). Os enaminodiésteres 97 e 118 foram facilmente convertidos nos seus
correspondentes aminodiésteres 124 e 126 com NaBH(OAc); com redimento de 65%.
Na etapa da ciclizacdo de Dieckmann obteve-se sucesso utilizando Na/THF/3h sob
refluxo gerando o azabiciclo[3.3.0]Joctano desejado com rendimento de 50-60%. Os
analogos das hiacintacinas foram sintetizados a partir da redugdo dos produtos 109,
132 ¢ 133 com LiAIH4/THF e rendimentos de 52%. Os produtos 109, 132, 133, 135,
136 ¢ 137 foram testados para atividades antiparasitarias e apresentaram bons
resultados para a agdo carrapaticida com doses até¢ 0,625ug/ml em ovos e 1,25ug/ml

em larvas.

Palavras-chaves: Andlogos das hiacintacinas, Sintese organica, Rhipicephalus

(Boophilus) microplus, Sintese Organica em fase solida, L-prolina.






ABSTRACT
Solid and solution-phase synthesis of pyrrolizidines and the evaluation of its

activity against the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus

We present here an original solid-phase approach to synthesize rapidly the
hyacinthacine core 110 using L-proline N-Boc 101 as building block. There is no
reference in the literature wich uses L-proline as building block to synthesize this
pirrolizidine skeleton. The study of this possibility would be extremely interesting
because it could be used to prepare structural systems related to hyacinthacine in only
four steps. The synthesis initiates with the coupling of L-Boc-proline 101 to Merrifield
resin 41 under classical conditions. The protection group was removed with hidrogen
chloride and the Michael addition was proveeded with adduct 103 and ethyl propiolate
116, afording 104 in satisfactory yields. At least, the azabicycle 110 was obtained by
reacting 98 using DBU as catalyst at MW irradiation for 10 min, in good yields (37
%). In solution, we have proceed to Michael addition of L-proline O-protected 95 to
activated alkynoates/alkenes conducing to aducts where the stereochemistry of the
olefins was always E, with excellent yield (60-95%). Enaminoesters 97 and 118 could
be easily converted into the corresponding aminodiesters 124 and 126 by
NaBH(OACc); in 65% yield. In the step of the Diekmann cyclization of aminodiesters
the sistem Na/THF/3h at reflux afforded the derived azabicyclo[3.3.0]octanes in 50-
60% vyield. The analogs of the hyacinthacines were synthesized with reduction of
109, 132 and 133 with LiAlH4/THF in 52% yield with the stereochemistry to be
determined. The products 109, 132, 133, 135, 136 and 137 were tested for parasitic
activity and showed good results. Compounds 109, 132, 135 and 136 killed 100% of
the larvae at the concentrations of 5 pg/ml and 2.5 pg/ml being not toxic at the lower
concentrations. Compounds 133 and 137 were more toxic being lethal to the larvae at

concentrations of 1.25 pg/ml but did not case death at the lower concentrations.

Keywords: hyacinthacine core, organic synthesis, Rhipicephalus (Boophilus)

microplus, solid phase on organis synthesis, L-proline.






1 INTRODUCAO GERAL







Introduciao

Segundo Pelletier (1988) “alcaldide seria uma substincia organica, de origem
natural, ciclica, contendo um nitrogénio em um estado de oxidag¢do negativo e cuja
distribuigdo ¢é limitada entre os organismos vivos.” '

Os alcaloides fazem parte de um casto grupo de metabolitos secundarios, com
uma diversidade estrutural muito ampla. Extratos vegetais contendo estes compostos
sdo usados desde a antiguidade como medicamento, pogdes magicas € venenos: 0
filosofo Socrates foi morto na Grécia Antiga apds ingerir uma bebida a base de cicuta;
ja na Roma Antiga, Livia, a esposa do Imperador Augusto, servia aos adversarios
politicos do seu esposo, banquetes contendo beladona.'

Os alcaloides podem ser encontrados em todas as partes do vegetal, mas
acumulam-se preferencialmente em tecidos com crescimento ativo, em cé¢lulas
epidérmicas e hipodérmicas, em bainhas vasculares e em vasos linfaticos. Tem-se
observado que animais e insetos evitam plantas que produzem alcaldides, o que pode
acontecer devido ao gosto amargo destes compostos ¢ a sua toxicidade.'

Estes compostos possuem um amplo espectro de atividades bioldgicas como
por exemplo, a emetina como amebicida e emético; a atropina, a hiosciamina e a
escopolamina como anticolinérgicos; a quinina como antimaldrico; a camptotecina, a
vimblastina e a vincristina como antitumorais; a codeina € a noscapina como
antitussigenos; a morfina como hipnoanalgésico; a galantamina para o tratamento do
Mal de Alzheimer entre outros'.

A Dbiossintese destes compostos ocorre, de maneira geral, a partir de
aminodcidos como a L-lisina, o acido L-aspartico, a L-tirosina, o L-triptofano e a L-
histidina. O aminoacido nao protéico L-ornitina da origem aos alcaldides com nucleo

pirrolizidinico, pirrolidinico e tropanico'.(Figura 1.1)
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Figura 1.1: Biogénese das necinas .

Dentro desta diversidade de compostos existem alguns alcaldides que
mimetizam estruturalmente carboidratos e, por isso, sdo chamados de azagucares ou
iminoagucares. Esta semelhanca lhes permite participar dos mesmos processos que
metabolizam os carboidratos, através da inibi¢do de enzimas glicosidases. Com
ensaios bioldgicos percebeu-se que estes alcaldides, ao bloquear a agdo das
glicosidases, afetavam a sintese de oligossacarideos presentes na parede celular e,
conseqiientemente, perturbavam o processo de reconhecimento célula-célula, célula-
virus. Como este principio € utilizado no combate a doencas como cancer, AIDS e
hepatite, estes compostos tornaram-se potenciais candidatos a quimioterapicos, além
de contribuirem para a elucidacido e o entendimento da biossintese de carboidratos e

glicoproteinas®.



Os alcaldides que possuem um heterociclo nitrogenado com a presenca de

hidroxilas na cadeia carbonica e que possuam agao de inibir glicosidases sdo divididos

em cinco grupos: piperidinicos, nortropanos, indolizidinicos, pirrolizidinicos e

pirrolidinicos’ (Figura 1.2).
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Figura 1.2: Alcaloides poliidroxilados inibidores de glicosidases.

Os alcaldides pirrolizidinicos tém sido isolados, identificados e detectados em

diversos organismos, incluindo plantas e animais, sendo que suas principais fontes sao

as plantas superiores pertencentes as diversas familias das angiospermas. Estes

compostos possuem um perfil estrutural diverso, porém sua caracteristica geral ¢ a

presenca da base necina 4-azabiciclo[3.3.0]octano e o 4cido nécico nas posigdes 1 e 7

(Figura 1.3).!
7 Ta 1
6 4 2 + = O%\
N
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Figura 1.3: Base necina e 4cido nécico.
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Dentre as atividades bioldgicas de alcaldides pirrolizidinicos descritas na
literatura até o presente, podem ser destacadas a atividade antifungica®”’,
. . o e . , , . 10 TRy
antibacteriana’, atividade preventiva contra ulceras gastrica e duodenal = e a inibi¢ao

enzimatica®!!' %%,

Além disso, estudos envolvendo ensaios de radioligantes
mostraram a afinidade de certos alcaldides pirrolizidinicos com receptores importantes
como o SHT-2 (serotoninérgico) ¢ 0 mAChR (acetilcolina muscarinico)'.

Watt em 1909 isolou os primeiros alcaldides pirrolizidinicos pertencente a
subclasse das necinas. As bases necinas que possuem substituintes na posicao 1 ou na
posi¢do 7 (mais comum) sdo encontradas sempre com dacidos nécicos nestas

.~ 15 c 1 e o . Cer .
posicoes °. Ao sofrerem hidrolise, estes compostos ndo atuam mais como inibidores de

glicosidases e tornam-se agentes hepatotoxicos (Figura 1.4).

H . —OH H ~—OH
N N

(+) - isoretronecanol (-) -macronecina (+) -crotanecina
20 21 22

Figura 1.4: Compostos da familia necina

Em 1988, Nash e Molineux isolaram dois isOmeros constitucionais da
castanospermina, que ¢ um inibidor indolizidinico de glicosidases: a alexina'®, obtida
da leguminosa Alexa leiopetala, e a australina'’, extraida da Castanospermum australe
(Figura 1.5). Esses dois compostos sdo caracterizados pela presenca de um grupo
hidroximetila na posi¢ao C3.

O OH
Ho, - H

HO'

Castanospermina Australina Alexina
23 24 23

Figura 1.5: Alcaldides poliidroxilados



Nash e colaboradores isolaram, em 1994, a casuarina a partir da casca da
Casuarina equisitifolia (Figura 1.6). Esta planta era prescrita na Samoa Ocidental
para o tratamento de mulheres com cancer de mama. Enquanto que na India, as folhas
da Eugenia jambolana, que também possuem a casuarina, eram indicadas para o

tratamento de diabetes. '®

HO, H OH

HO! *110H
N
OH
Casuarina
26

Figura 1.6: Alcaldide pertencente a familia das necinas.

Em 1999, Asano e colaboradores identificaram novos alcaldides que se
caracterizavam pela existéncia de uma ramificacdo em C5 e foram denominados
hiacintacinas. Estes azaglcares pirrolizidinicos foram isolados das espécies

Hyacinthoides non-scripta e Scilla campanulata (Figura 1.7). "

H OH HO, H OH
! “10H “11OH HO
OH < OH
Hiacintacina A Hiacintacina B Hiacintacina B Hiacintacina C,
27 28 29 30

Figura 1.7: Alcaldides da familia das hiacintacinas.



Em 2007, Kato ¢ colaboradores isolaram dos bulbos da Scilla socialis onze

alcaldides do tipo hiacintacina (Figura 1.8), sendo que seis sdo moléculas inéditas e

algumas apresentaram inibicdo enzimatica. A hiacintacina C2 apresentou boa inibi¢ao

das enzimas B-glucosidase de bactéria e a- L- fucosidase de placenta humana com ICs,

=13 ¢ 17 uM respectivamente™.
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Figura 1.8: Alcalodides isolados da Scilla socialis.



1.1 Trabalhos anteriores do grupo de pesquisa em sintese organica medicinal

Este trabalho teve inicio com a dissertacdo de Mestrado de Pablo David Grigol
Martinez*', onde foi estudado a adi¢do de aminas secundérias ciclicas (pirrolidina,
piperidina e morfolina) e o - aminoacidos (L-prolina e derivados) a alcinos ativados.
Estas reacdes geravam o aduto de Michael com estereoquimica £ independente do
alcino ser substituido ou ndo e das condi¢des reacionais. Estas reacOes apresentaram
bons rendimentos (60-96%), porém havia dificuldade nas etapas de purificagdao, onde

muitas vezes ocorria degradacao e perda dos produtos.

Por este motivo, deseja-se empregar a Sintese Organica em Fase Solida (SOFS)
para facilitar a purificacdo e conseqlientemente aumentar o rendimento global da rota
sintética. A utilizagdo da SOFS para sintese de alcaloides do tipo hiacintacina nunca
foi descrita na literatura, o que pode disponibilizar uma nova alternativa para a sintese

destes compostos.

A grande vantagem desta técnica ¢ a purificacdo répida e eficiente, onde o
produto acoplado a uma resina ¢ lavado com diversos solventes, simplificando assim o
tempo de purificagdo e evitando a degradacdo dos produtos obtidos. A sintese
realizada deverd ser otimizada para que possa ser automatizada para a sintese

combinatdria em paralelo de novos derivados diferentemente substituidos.

Para melhor compreensdo dos trabalhos desenvolvidos nesta dissertacdo, esta
fo1 escrita em trés capitulos. O primeiro tratara da obtengdo de derivados de alcaloides
do tipo hiacintacinas empregando a SOFS, o segundo capitulo abordard a sintese em
solu¢do dessas moléculas e o terceiro capitulo relatara os ensaios biologicos realizados

com as moléculas sintetizadas.
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1.2 Objetivos

Considerando a promissora importancia para os quimicos medicinais dessa
classe de substancias, o presente trabalho tem como objetivo sintetizar derivados dos
alcaldides do tipo hiacintacinas em fase solida e em solugdo, paralelamente.

Além disso, pretende-se realizar uma avaliacdo preliminar dos compostos

sintetizados, a fim de testar possiveis atividades acaricidas e antifiingicas.
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CAPITULO 1 - SINTESE ORGANICA EM FASE SOLIDA - SOFS

2.1 Introducao

A partir de 1964 os quimicos sintéticos puderam contar com uma nova técnica
revolucionaria apresentada por Bruce Merrifield: a sintese organica em fase solida
(SOFS) ou simplesmente sintese em fase sélida. Ele desenvolveu esta metodologia
para a sintese de peptideos, utilizando polimeros insoliveis e inertes ao meio
reacional, chamados de resinas'. A SOFS consiste em ligar de forma covalente o
produto de partida a resina e a partir desta etapa, chamada de acoplamento,
desenvolve-se toda a rota sintética com o produto acoplado ao polimero, como se este
fosse um grupo protetor (GP). Esta técnica apresenta vantagens na quimioseletividade,
com a conseqiiente diminuicdo de reacdes paralelas e de formagdao de subprodutos.
Entretanto, a maior vantagem da SOFS ¢ a simplificacdo das etapas de purificagdao dos
produtos intermediarios sintetizados, que passa a consistir de um simples processo de
filtracdo e lavagem com um coquetel de solventes em cada etapa da rota sintética,
eliminando-se assim o excesso de solventes e reagentes (Figura 2.1)""'%. A wltima etapa
da rota consiste na liberagdo do produto final do polimero (clivagem), obtendo-se um

35
composto com alto grau de pureza.

PURIFICACAO

Reaciio com excesso

do Reagente B Vacuo

Figura 2.1: Esquema sintético por sintese em fase solida.
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O processo de descobrimento de um novo farmaco pode ser feito através de
varias estratégias, todas envolvendo diversas etapas, onde o tempo total envolvido em
todo o processo ¢ de cerca de 15 anos, sendo que aproximadamente um ter¢o deste
tempo corresponde a identificacio e otimiza¢do do composto-protétipo.''

O desenvolvimento de estratégias em SOFS visando novos farmacos tem sido
bastante explorado desde a sintese de compostos benzodiazepinicos por Bunin e
Ellman'?, no inicio da década de 90. A partir dai outros grupos de pesquisam passaram
a investir nesta metodologia, como Janda e colaboradores em 1997, que sintetizaram
prostaglandinas, estruturas envolvidas em processos inflamatérios, regeneracao de
tecidos e resposta imunologica, imobilizadas em um suporte polimérico soluvel de
poliestireno clorometilado ndo entrecruzado."

A sintese em fase solida de compostos heterociclicos, bastante utilizados na
terapéutica, tais como indolinas'®, tetraidroquinolinas'> ou hidrobenzofuranos'®, vem
despertando um grande interesse da comunidade cientifica. Esta metodologia ¢
aplicada também na industria farmacéutica onde, por exemplo, o medicamento
efuvirtide também conhecido como Fuzeon®, que ¢ utilizado no tratamento contra
AIDS, ¢ sintetizado utilizando-se 36 aminoacidos, onde 4 das 8 etapas sdo realizadas
por SOFS."

Comparando-se as duas metodologias (SOFS e sintese em solugdo) podem-se
observar as vantagens da SOFS na etapa da purificagdo de seus intermediarios (Figura
2.2). Na sintese em solucao cada intermediario € isolado, purificado (na maioria das
vezes) e caracterizado, para sO entdo se prosseguir com rota até o final. A grande
revolugdo da sintese em fase solida, ao contrario, reside no fato de que os
intermedidrios sdo apenas filtrados e lavados, sem caracterizacdo, havendo apenas o
acompanhamento das reagdes por infra-vermelho'® ou por métodos colorimétricos'’.
Apenas ao final da sintese, etapa de clivagem, o produto ¢ caracterizado pelos métodos

usuais, como sera mais explicitado a seguir.
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Clivagem:
Produto puro

S () —

Isolamerto
L Simcsc o —- _— 1"!.1.11'.'E.u:~_!u;3»\::u  —
Sohucsio Cararterizacio

emcadaetapa

Figura 2.2: Comparacao entre as duas metodologias : sintese em solugao e SOFS.

A sintese em solug¢do ocorre ao se reagir um substrato e um reagente, onde a
reacdo ¢ normalmente acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou cromatografia gasosa (CG), apos
determinado periodo de tempo, quando ndo existe mais a mudanca dos parametros
cromatograficos em questdo, a reacdo atinge seu término, passando-se entdo para a
etapa de purificacdo. Esta, muitas vezes pode ser mais extensa que a propria sintese e
costuma-se empregar evaporagao de solventes, extracdo com solventes, cristalizacao e
cromatografia em coluna (CC), sendo que em muitas ocasides a realizagdo de mais de
uma CC se faz necessaria para a obtengdo do produto puro.’

Na etapa de purificagdo a demora ao isolar o produto ou o intermedidrio do
meio reacional pode levar a uma degradacdo do mesmo. Os fatores que podem
contribuir para isto sao o contato com o ar, a exposi¢ao a luz, o aquecimento excessivo
ou até mesmo reagdo com diversos produtos secundarios ou resquicios de reagentes.
As maiores desvantagens estdo relacionadas ao tempo e aos custos do material.*

Na SOFS, um bom planejamento da sintese ¢ fundamental para alcangar-se o
objetivo desejado. Deve-se observar a natureza do polimero escolhido, bem como dos
reagentes e dos substratos necessarios, a estrutura do produto que se deseja obter, os
métodos de acompanhamento das reagdes e, por fim, a metodologia empregada para a
clivagem do produto final da resina.>”

A resina utilizada em SOFS ¢ uma rede polimérica complexa formada por uma
cadeia principal, constituida por unidades de carbonos interligadas transversalmente,
por um mondmero bifuncional chamado de cross-linking. Em intervalos regulares,
encontram-se os ligantes (/inkers), partes reativas do polimero responsaveis pela

ligagdo covalente entre a resina e o produto de partida. Todo esse conjunto resulta em
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pequenas esferas (beads).” Na Figura 2.3 encontra-se esquematizado o polimero
obtido por Merrifield: observa-se uma pequena esfera (bead), em que a cada dois
atomos de carbono da cadeia principal da matriz polimérica existe uma cadeia
aromatica, que pode encontrar-se interligada por anéis benzénicos (divinilbenzeno)
intercalados ou entdo apresentar em posi¢ao para o grupo clorometileno, responséavel

pela parte reativa do polimero (linker)."

Figura 2.3: Esquema da Resina Merrifield

Na SOFS podem-se empregar diversos tipos de polimeros como a Resina
Merrifield (RM) citada anteriormente, que possui como ligante o grupamento
clorometileno e a Resina Wang (RW) que possui o grupamento hidroximetileno como
linker (Figura 2.4).° A RW possui maior labilidade em meio 4cidos devido ao seu

grupamento polar presente no linker, o que permite clivagem em ambientes menos

M@CHZCI .MN@CHZOQCHZOH

Resina Merrifield (RM) Resina Wang (RW)
41 42

agressivos.

Figura 2.4: RM ¢ RW.
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As duas resinas mais empregadas atualmente s3o a RW e a RM, apesar da limitagao
encontrada quando se necessita meios reacionais mais polares, como por exemplo, o
uso de alcoois como solventes de reacdo. Na Tabela 2.1 pode-se observar os
diferentes graus de solvatacao (aumento de volume em relagdo ao volume original sem

. . . N 20
a presenca de solvente) das resinas mencionadas em diferentes solventes organicos.

Tabela 2.1: Grau de solvatacao dos solventes frente a RW e RM.

Solvente RW RM
THF 6.0 7.7
DMSO 4.2 1.8
THF/H20 (1:1) 2.8 3.1
CH;CN 2.0 1.8
MeOH 1.6 1.8

Para contornar essa limitacdo e diversificar o grupo ligante, outras resinas

(Figura 2.5) tém sido desenvolvidas e ja existem muitas disponiveis no mercado como

por exemplo, a tentagel S RAM, a cloreto de tritila, a rinkamida e a MBHA..%"*!#2

NHFmocQoCH, NH,
o,
OCHj CHs
Rinkamida MBHA
43 44
NHF
MOCOCH, Ph
@ (PEG)+cocH,0 O .NWQ_FC'
Ph
OCHj
Tentagel S RAM Cloreto de tritila
45 46

Figura 2.5: Resinas utilizadas em SOFS.

Para a realizacdo deste projeto iniciou-se com a Resina Wang, porém apds

alguns testes constatou-se que a RM possuia o tipo de ligante mais adequado para o
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desenvolvimento da proposta sintética e também devido a facilidade de aquisi¢do, pois
o custo € menor.

Estudos paralelos desenvolvidos no laboratério confirmaram os relatos da
literatura de que esta resina liga-se com bons rendimentos a varios substratos de
partida, na maioria das vezes formando uma fungdo éster entre a RM e estes
substratos.

A partir do exposto, propde-se a sintese de derivados das hiacintacinas,
empregando-se a SOFS como metodologia. Até o presente, nenhuma citacdo na
literatura de sintese em fase solida dessa classe de moléculas foi encontrada. Os dados
publicados encontrados referem-se a sintese de hiacintacinas e de seus derivados

realizada em solugdo e serdo citados a seguir.

2.1.1 Sintese de Hiacintacinas

A importancia desta familia de compostos, tanto do ponto de vista de atividade
biologica quanto pelo interesse quimico em fun¢do de suas estruturas razoavelmente
complexas, pode ser comprovada pelo bom niimero de abordagens sintéticas descritas
na literatura no curto espago de tempo desde seu isolamento em 1999, que continua até
os dias de hoje.

Izquierdo e colaboradores sintetizaram em 2001 os compostos ndo naturais 7a-
epi-hiacintacina A, (47) e A, (48),” partindo de uma pirrolidona adequadamente
funcionalizada, derivada da D-frutose.”* Em 2002, utilizando a mesma estratégia, este
grupo publicou a primeira sintese da (+)-hiacintacina A; (31),” e finalmente em 2004

. , , .. . .2
publicaram a sintese de outros epimeros de hiacintacinas naturais.*

7a-epi-Hiacintacina A, 7a-epi-Hiacintacina A, Hiacintacina A;
a7 48 31

Figura 2.6: Compostos sintetizados.
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A sintese de 31 comeca com a conversdo da D-frutose natural, a fonte de
quiralidade utilizada, na pirrolidina quiral 49 em 7 etapas, com um rendimento global
de 20% a partir do carboidrato adequadamente protegido (Esquema 2.1).** A seguir a
hidroxila primaria ¢ oxidada e o aldeido obtido ¢ submetido a uma reagao de Wittig
levando ao composto 50 quantitativamente. A hidrogenacao da olefina, seguida pela
desprotecao das fungdes alcool e amina conduz a enamina 51 na etapa-chave da
sintese, na qual ¢ construido o esqueleto pirrolizidinico. A forma concava do biciclo
permite a hidrogena¢do da dupla estereosseletivamente, levando ao produto natural em

70% de rendimento a partir de 50.

(l)H o PBN y OBn y
1 a, b .
HI0Bn > Y ogn —9»
/N quant. N \
/
Boc OTBS O Boc OTBS
Hiacintacina Aj
49 50 51 31

Esquema 2.1: Reagentes: a) TPAP/ NMO; b) MeCOCH,PPh;; ¢) H,/Pd/C; HCL.

A primeira sintese da hiacintacina A, (55) foi publicada por Martin em 2001,”
e este composto ainda teve mais trés rotas sintéticas descritas até o presente.**°

A sintese de Martin comega com a arabinose protegida comercial 52 que foi
convertida em 4 etapas na divinilpirrolidina 53, em uma mistura epimérica 3:1, com
um rendimento global de 47%. Na etapa-chave da sintese, o cloridrato de 53 ¢
submetido a uma reagdo de metatese de olefina com a utilizagdo do catalisador de
Grubbs, levando a tetrahidropirrolizina 54 em 30% de rendimento. A hidrogenagao

desta fornece a hiacintacina A3 55 com 83% de rendimento (Esquema 2.2).

HO
a /
0 _— “11IOQH —» “11OH
30% N 83%
Hiacintacina A2
52 53 54 55

Esquema 2.2: Reagentes: a) Catalisador de Grubbs/ tolueno; b) H,/Pd/C
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Em setembro de 2005 foram publicadas por Renaud®' ¢ Donohoe,’” a primeira
(enantiosseletiva) e segunda sinteses da hiacintacina A; (27), sendo esta ultima a
primeira sintese de hiacintacinas ndo baseada em carboidratos como material de
partida quiral. E uma sintese racémica baseada em uma dihidroxilagio assimétrica de
Sharpless, que provavelmente terd uma versao enantiosseletiva publicada futuramente.
A sintese inicia com o pirrol N-protegido 56 que ¢ transformado em 4 etapas na
pirrolidina tetrassubstituida 57 com 51% de rendimento global. Este ¢ seletivamente
funcionalizado e convertido em 58 em 6 etapas com 81% de rendimento. A
desprotecdo do nitrogénio leva ao esqueleto pirrolizidinico em uma SN,
intramolecular, seguida pela desprote¢dio das hidroxilas, fornecendo a (*)-hiacintacina

Ay (27) com 81% de rendimento (Esquema 2.3).

OMs
ol
MeO,C,, 3 H :O\}\
- —_— : A0 —_— /1,, \
o= """ = R
/N — s - N
Boc Boc Boc”

CO,Me OTBS

56 57 58

Hiacintacina A,

27

Esquema 2.3: Reagentes: a) TESOT{/ 2,6-lutidina; b) (COCl),/ MeOH.

J& em 2007, foi comunicada por Calveras a sintese quimioenzimatica de

estereoisomeros de alcaldides do tipo hiacintacina, como a (-)-hiacintacina A, 63 (o
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enantiomero da (+)-hiacintacina A, (55), a 7-deoxi-2-epialexina 64 (o enantidmero da
3-epihiacintacina A;), a ent-7-deoxialexina 65 (o enantiomero da 7-deoxialexina) e a
2-epihiacintacina A, 66. Esta sintese baseou-se na adi¢ao aldolica do fosfato dihidroxi
acetona ao N- CbZ- prolinal 59 catalisada por L-rhamnulose 1-fosfato aldolase de
Escherichia coli e obteve-se 89% de rendimento dos produtos ja isolados (Esquema
2.4). A (-)-hiacintacina A, 63 foi testada e demonstrou ser boa inibidora da a-d-
glucosidase de ratos; enquanto que seu enantiomero natural, a hiacintacina A, 55, ndo

apresentou esta atividade.”

o OH O OH O
o _— : OPO,” OPO,*
Ho o, \)J\/ 2 u H H
HO OoPOZ — - + =
N
AN a oo s
Cbz
syn .
59 60 61 o |1, paic anti 62
H QH H o OH
CO‘OH + OH
N . N .
“—OH “—OH
63 80:20 64
y OH y OH
+ OH
CD‘OH N
'/’—OH OH
65 66

45:55

Esquema 2.4: Reagentes: a) RhuA; b) H,/Pd/C.

Ainda em 2007, Izquierdo e colaboradores® publicaram a sintese de dois
produtos. A primeira ¢ a sintese estereoespecifica da (+)-5-epi-hiacintacina As 74
(Esquema 2.5) obtida em 5 etapas com 21% de rendimento total. A sintese teve inicio
com a pirrolidina 67 que foi protegida com o grupamento Cbz gerando o produto 68.
Apos, este produto foi oxidado ao aldeido pirrolidinico 70 que em presenga de NaH
gerou o composto 71. Na etapa seguinte, a hidrogengao catalitica (Raney-nickel) de 71
desencadeou um processo tandem, onde houve hidrogenacdo da ligacdo dupla e N-

desprotecdo gerando o produto 72, que foi submetido a etapa seguinte, sem
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1solamento. Com a subseqiiente condensagdo intramolecular, gerou-se o intermedidrio
D5-pirrolizina A que foi hidrogenado gerando o produto 73. Com a remocao dos

grupos protetores de 73, obteve-se entdo a (+)-5-epi-hiacintacina As 74.

H

. OTBDPS 2 5reDPS OBn y OBn
R N \/ R N / /e,

o a o de -H,0
—a . LN oBn 22 OBn
A A SHN N\ N
BnO OBn BnO OBn OTBDPS OTBDPS
72

67 68 Lz A
b ( 69 R= CH;0H d
70 R= CHO

¢ € 71 R= (E)-HC=CHCOMe g OR

OR 73 R=Bn; R!= TBDPS
N © (7aRRI1- H
78 Rl A

ort fC7sR=R=Ac~/ 9

Esquema 2.5: Reagentes: a) CbzCl, Me,CO, K,COs; b) NMO, TPAP, DCM, peneira
molecular 4 A; ¢) (EtO),P(O)CH,COCH;, NaH, THF, t.a.; d) Raney-niquel/ H,/
MeOH; e) (1) 10% Pd-C/H,/HCI, amberlite IRA-400 (forma OH); (i1)) TBAF3H,0,
THF; f) Ac,0, DMAP(cat.), piridina, t.a.; g) MeONa (cat.), MeOH, t.a.

A segunda sintese deste mesmo trabalho, ¢ a sintese da ent-5-epi hiacintacina
A, 83 (Esquema 2.6) em 6 etapas com rendimento global de 10%. Esta sintese inicia
com o composto 76 que ¢ N-protegido na etapa seguinte gerando o produto 77. Este
produto ¢ oxidado ao aldeido pirrolidinico 79, que sem isolamento, ¢ utilizado na etapa
seguinte gerando o produto 80. A proxima etapa ¢ a hidrogenacao catalitica que leva

ao produto 81, que com a remocdo dos seus grupos protetores gera a ent-5-epi

hiacintacina A, 83.

H OPiv bz oy H ©Bn H OR

R/ N / N / = A
I R a R/, A d - d -

e — A oBn| — OR
\\~ o R o N N

BnO OBn BnO OBn OPiv OR!

76 77 B
b ( 78 R=CH,0OH e C8_1 Ri Bn.; R11_= Piv
79 R= CHO 82 R=Bn; R'= H
¢ { 80 R= (E)-HC=CHCOMe 83 R=Rl= HCD
9( gaRr=Ri=Ac’ ©

Esquema 2.6: Reagentes: a) CbzCl, Me,CO, K,COs; b) NMO, TPAP, DCM, peneira
molecular 4 A; ¢) PPh;=CHCOCH;, tolueno, 80°C.; d) 10% Pd-C/H,/HCI; ) MeONa
(cat.), MeOH; f) 10% Pd-C/Hy/HCI, amberlite IRA-400 (forma OH); g) Ac,0,
DMAP(cat.), piridina, t.a.
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As duas ultimas sinteses destes compostos citadas na literatura podem ser
conferidas no trabalho de Izquierdo e colaboradores também de 2007.% A primeira, é a
sintese da (+)- hiacintacia A; 27 (Esquema 2.7) onde partiu-se da pirrolidina 85 que
apo6s 3 etapas foi transformada no seu derivado N- Boc 86. A partir deste composto foi
realizada uma hidrogenagao catalitica, cujo produto ndo foi isolado, e seguiu-se com a
N-desprotecdo em meio acidificado gerando o intermediario 87. Na etapa seguinte
este composto 87 foi tratado com base para a lactamizacao interna e a concomitante O-
debenzoilagdo, gerando o produto 88. A reducdo da carbonila da lactama e a O-

debenzilacao de 88 resultou na (+)- hiacintacia A; 27.

OTBDPSOBn

", N > ab WA
1-OBnN " —_ > LHN 10BN

HN 0~ “oMe
OBz

85 86 R= OMe 87

88 R=Bn; X= 0
89 R=Bn; X=H,
e { 27 R=H; X= H,

Esquema 2.7: Reagentes: a) 10% Pd-C/H,, t.a.; b) (i) TFA, DCM, t.a.; (i) MeONa,
MeOH; c) MeONa (cat.), MeOH, aquecimento; d) H;B'SMe,, THF, MeOH,
aquecimento; e) 10% Pd-C/H,/HCl concentrado, amberlite IRA-400 (forma OH) e
cromatografia em Dowex S0Wx8 (200-400 mesh).

A segunda sintese deste trabalho ¢ a da (+)- hiacintacina Ag 94, que também
comecgou com a pirrolidina 85 (Esquema 2.8) que foi transformada no seu derivado N-
Boc até resultar no produto 90. A partir deste composto foi realizada uma
hidrogenacao catalitica, cujo produto ndo foi isolado, e seguiu-se com a N-desprote¢ao

gerando o intermediario 91. Na etapa seguinte ocorreu uma condensagdo
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intramolecular gerando o intermediario A, que ndo foi isolado, e finalmente a
hidrogenacao gerou o produto 92. A O-debenzoilagdo de 92 resultou no produto 93 e

a O- debenzilagao, na (+)- hiacintacia A 94.

OTBDPS O

OBn OBn OBn y OBn
|, N = N v, A N
7 > R a’b ‘Hzo
1-OBn ——> 1OBn —— 1OBn ————— \ 10BN
HN — BocN OHN N
OH OBz OBz OBz
91 A

85 90 R= Me 91 A
%
H QH H QBn
d
1IOH -~ *11OBN
- N B N
N OH < OR
94

92 R=Bz
¢ (55R=H

Esquema 2.8: Reagentes: a) 10% Pd-C/H,, MeOH, t.a.; b) (i) HCI concentrado,
MeOH, t.a.; (i1)) MeONa, MeOH; c) MeONa (cat.), MeOH, t.a.; d) 10% Pd-C/H,/HCl
concentrado, amberlite IRA-400 (forma OH’) e cromatografia em Dowex 50Wx8
(200-400 mesh).
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2.2 Objetivos

Sintetizar analogos de alcaldides do tipo hiacintacina por SOFS empregando a
L-prolina como material de partida sob diversas fontes de energia: temperatura

ambiente, refluxo do solvente e sob irradiacdo de microondas.



30

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Retrossintese e Esquema Geral da rota sintética

Na estratégia retrossintética planejada para esses alcaloides pirrolizidinicos
(Esquema 2.9), parte-se da L-prolina O-protegida 95 e do inoato 96 que em uma etapa
de condensacdo fornecem o enaminodiéster 97 que ja apresenta todos os carbonos do
esqueleto das hiacintacinas. Uma reducdo estereosseletiva da olefina leva ao
aminodiéster 98, que por uma condensacdo de Dieckemann fornece o esqueleto 4-
azabiciclo[3.3.0] 99. Finalmente, reagdes de interconversdo de grupos funcionais

levam aos compostos-alvo (100).

CO,Et
MCOEt > Cr{cozEt

OBn OBn

100 Ry= H; Ry= OH U
CO,Et
COEt + / CrcozEt
CO,Et
CNT — ~(
OBn
Esquema 2.9

A rota sintética escolhida para a SOFS dos alcaloides encontra-se no Esquema
2.10 e ¢ semelhante a sintese em solucao também desenvolvida neste trabalho (descrita
no capitulo 2), onde parte-se de um aminodcido barato e disponivel: a L-Boc-prolina
101. Na SOFS o rendimento das reagdes ¢ calculado ao final da rota sintética, com a
clivagem do produto da resina. Por esse motivo, esta sintese também pode ser
chamada de blind chemistry. Outros métodos para o célculo do rendimento também
podem ser utilizados, como por exemplo o método chamado cleave and analyse, onde

em cada etapa da rota sintética cliva-se a molécula da resina e analisa-se o produto
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obtido. Porém a realizacdo deste método nao foi possivel devido a dificuldade de

acesso as analises por RMN, optando-se analisar apenas a resina acoplada.

109 106 R=CHj4
108 R=H

o}

O)‘\/
N~

o
O~
\/\[O]/ O

107
C'\i}fcoza

11

Esquema 2.10: Condigdes: 1) K,CO;, KI, DMF, refluxo, 24 horas; i1) DCM, éter
etilico, HC1 3M sat., t.a., 40 min; ii1) (a,b) DIPEA, DMF, alcino, t.a., 48 horas; (c)
DIPEA, DMF, alceno, t.a., 48 horas iv) metanol, hexano, K,CO;, dgua, t.a., 10 horas;
v) CH;CN, acido acético, NaBH4, DMF, 0° C, 2 horas; vi) THF seco, Na°, refluxo, 4
horas; vii) DBU, microondas, 10 ciclos de 1 minuto, poténcia 540 W, sem solvente
(inchamento prévio da resina com DCM e nitrogénio).

2.3.1.a Etapa de acoplamento

Esta rota sintética ¢ inédita € mostrou-se promissora e simples, onde em apenas

4 etapas pode-se obter o esqueleto biciclico dos alcaldides do tipo hiacintacina.
Primeiro polimero utilizado: Resina Wang

A primeira etapa consiste no acoplamento da L-prolina 113 ao polimero. Num
primeiro momento escolheu-se a resina wang (RW) para esta etapa e as condigoes

reacionais testadas aparecem na Tabela 2.2.%°
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Tabela 2.2: Condi¢des reacionais no acoplamento entre a RW e o prolinato de etila.

Fonte de
Protocolo | Resina | solvente | DIC | DMAP | L-prolina energia tempo

Wang

1 1 eq DMF |4eq | leq 5eq t.a. 6hs*®

6hse

Wang 30 min

2 1 eq DMF |4eq | leq 5eq 75°C !
Wang 10 min

3 1 eq DMF | 4eq | leq 5eq microondas !
Wang Seq

4 1 eq DMF X X esterificada t.a. 48 hs *
Wang Seq

5 1 eq DMF X X esterificada 80° C 48 hs*

a) Reacido nao ocorreu.

Na primeira situacdo usou-se um protocolo ja conhecido na literatura e ndo se

obteve resultado positivo, bem como na segunda situagdo onde se aqueceu o meio

reacional. No terceiro protocolo, utilizou-se a irradiagdo de microondas, porém sem

sucesso. Nas situagdes 4 e S esterificou-se a L-prolina, transformando o grupamento

hidroxila em metoxila , porém as modificagdes ndo foram bem sucedidas.

Segundo polimero utilizado: Resina Merrifield

Com a falta de resultados positivos no acoplamento a RW, partiu-se entdo para

o uso de um segundo polimero: a Resina Merrifield.”” Utilizou-se os protocolos

presentes na Tabela 2.3 e nas trés condigdes de temperatura utilizadas ndo houve o

acoplamento esperado.

Tabela 2.3: Condig¢des reacionais no acoplamento entre a RM e a L-prolina.

Fonte de

Protocolo | Resina | solvente | Cs,CO; | KI | L-prolina energia tempo

RM 10
6 1 eq DMF 0,5 eq X 5eq MO min *
RM 24 hs

7 1 eq DMF 0,5 eq X 5eq t.a. !
RM 24 hs

8 1 eq DMF 1,5eq | 1,1 eq 5eq 80° C ?

a) Reacio nao ocorreu.
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Na terceira tentativa de acoplamento utilizou-se a L-Boc-prolina, onde o

grupamento amino do aminoacido encontra-se protegido, evitando desta forma reagdes

paralelas ou até mesmo a competi¢do com o grupamento carboxila na substituigdo. Na

Tabela 2.4 encontram-se as diversas condi¢des reacionais testadas.

Tabela 2.4: Condicdes reacionais no acoplamento entre a RM e a L-Boc-prolina.

L-Boc-
Protocolo | Resina | solvente | Cs,CO; | K,CO; | KI | prolina | Temperatua | tempo
RM 1,1
9 1 eq DMF 1,5 eq X eq | 3eq refluxo 6 hs?
RM 1,1 48 hs
10 1 eq DMF 1,5 eq X eq | 3eq refluxo b
RM 1,1 24 hs
11 1 eq DMF 1,5 eq X eq | 3eq refluxo b
RM 1,1 48 hs
12 1 eq DMF 1,5 eq X eq | 1,5eq refluxo b
RM 1,1 24 hs
13 1l eq DMF X 1,5eq [ eq | 1,5¢€q refluxo b
RM 1,1 24 hs
14 1 eq DMF X 1,5eq | eq | L,leq refluxo ¢

a) Reaciao iniciou; b) Reacoes aconteceram com sucesso; ¢) Reacdo otimizada.

No protocolo 9 onde a reagdo totalizou 6 horas pode-se constatar por

espectroscopia de infravermelho (IV) bandas com baixa intensidade referentes ao

estiramento C=0 das carboxilas de éster. Para contornar esta dificuldade, a reacao

permaneceu por 24 horas conforme protocolo 10 e constatou-se por IV que houve

aumento da intensidade destas bandas (Figura 2.7).

4100 3600

3100

2600

2100

1600 1100

600

Figura 2.7: Espectro de IV da etapa de acoplamento.
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Para confirmar o sucesso da reacdo de acoplamento utilizou-se o protocolo 11,
onde a reagdo permaneceu por 48 horas. Apds a lavagem da resina, fez-se a analise por
IV nido se constatando diferencas de intensidade das bandas referentes ao estiramento
C=0 das carboxilas quando comparado com o protocolo anterior. J4 nas fases de
otimizagdo utilizou-se o reagente 4-(4-nitrobenzil) piridina (NBP) '°. Preparou-se uma
solucao contendo 5,4 mg de NBP, 0,25 ml de DMF, 0,25 ml de diclorometano e 1 gota
de trietilamina. A metade desta solu¢do ¢ adicionada a uma aliquota de 10 mg de
resina retirada da reagdo e a outra metade ¢ adicionada a 10 mg de RM que ainda nao
reagiu (branco). A amostra que cont¢tm a RM adquire uma coloracdo azul violeta e
apés 10 minutos esta cor estabiliza e a aliquota que foi retirada da reagdo nao
apresentara coloracdo a partir do momento em que o acoplamento tenha acontecido.
Este teste colorimétrico tem 99% de precisao e estd esquematizado abaixo.

AN
& _ca B —’.\/Nl/

N~
NO, NO,

Esquema 2.11

Quando a solucao entra em contato com a resina, o NBP desloca o cloreto
através de uma substituicdo. O complexo formado entre o NBP ¢ a resina gera uma
coloragdo azul violeta. Nos protocolos 12 e 13 diminui-se a equivaléncia da L-Boc-
prolina e constatou-se que o acoplamento acontecia com sucesso. Além disso, no
protocolo 13 utilizou-se o carbonato de potéssio (reagente menos toxico e mais barato)

com sucesso nesta etapa.

Esquema 2.12: Acoplamento - Produto 102. Condig¢des: K,COs3, KI, DMF, refluxo, 24
horas.
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E finalmente com o protocolo 14 obteve-se uma reagdo otimizada, onde o

pouco excesso de L-Boc-prolina ndo prejudicou o resultado positivo do acoplamento.

2.3.1.b Segunda etapa: Desprotecio do grupamento amino

A segunda etapa desta rota sintética consistiu na desprote¢do do grupamento

amino da L-Boc-prolina ja acoplada a RM (Esquema 2.13).

O O

N, NH
Boc
102 103

Esquema 2.13: desprotecao do grupamento amino do aminoacido L-prolina- Produto
103. Condigoes: DCM, éter etilico, HCI 3M, t.a.

No protocolo 15 utilizou-se diclorometano/TFA numa propor¢dao de 97:3 a
temperatura ambiente por 6 horas e pode-se constatar por espectroscopia de IV que
ndo ocorreu a desprotecdo, pois ao subtrair o espectro desta reacdo do espectro
correspondente ao da RM néo se constatou a banda proxima a 3400 cm™, o que pode
indicar amina secundaria. Partiu-se entdo para o protocolo 16 onde se utiliza
diclorometano, éter etilico e HCI 3M num periodo de tempo de 45 minutos a 1 hora
em temperatura ambiente.”’ Com este protocolo obteve-se um produto de cor
levemente amarela. Apesar da perda consideravel de massa, que indica a provavel
retirada do grupamento Boc, ndo estava sendo possivel visualizar nos espectros de

infravermelho as diferencgas ocorridas nesta etapa.
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Para contornar este problema utilizou-se uma técnica ja conhecida de subtracao
de espectros® (espectro da reacdo subtraido do espectro da Resina Merrifield) e com
isso visualizou-se uma banda alargada em torno de 3496 cm” que pode indicar a

presencga de amina secundaria (Figura 2.8).

2600 2100

L -10
L -20
L -30
L -40

r -50

L -60

Figura 2.8: Subtragdo entre os espectro de IV do produto 103 e da Resina Merrifield.

Com o aumento do tempo reacional para 1 hora e 15 minutos percebeu-se uma
diminuicdo na intensidade da banda em 1755 cm™, o que pode indicar que parte do

produto tenha sido clivada.

2.3.1.c Terceira etapa: Adicao de Michael

A terceira etapa consistiu na adicdo de Michael onde foram utilizados trés

aceptores diferentes.

Primeiro Aceptor: Propiolato de etila

NH N%\[rov

103 104

Esquema 2.14: Adi¢ao de Michael — Produto 104. Condi¢des: DIPEA, DMF,
propiolato de etila, t.a., 96 hs.

O primeiro aceptor empregado foi o propiolato de etila que ¢ um reagente
comercializado. Esta etapa da sintese foi adaptada da sintese cldssica e utilizou-se num

primeiro momento o protocolo 17 (ver Tabela 2.5) que ao ser analisado por
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espectroscopia de IV ainda apresentou a banda em torno de 3496 cm™ que podia estar
indicando a presenga de amina secundaria, ndo confirmando a adicdo de Michael.
Ap6s, utilizou-se os protocolos 18, 19 e 20 que ao analisar-se a resina proveniente
destas reagdes, percebeu-se que a banda em torno de 3496 cm ndo estava mais

presente no espectro (Figura 2.9), indicando que a adi¢ao estava acontecendo.

r 10

— M/\M H" - ' o
3600 310cv 2600 2100 1% 110 600

r-10

--15

Figura 2.9: Subtragdo entre os espectro de IV do produto 104 ¢ da Resina Merrifield.

Como nesta metodologia utilizada ndo se pode constatar por espectroscopia de
IV a quantidade de produto que havia se formado, deixou-se a reacdo por 96 horas

conforme estd descrito no protocolo 21.

Tabela 2.5: Condig¢des da adicao de Michael utilizando propiolato de etila.

Protocolo Aduto de michael Base Solvente | Temperatura | Tempo
propiolato de etila | DIPEA

17 1 eq 3eq CH;CN 65° C 48 hs *
propiolato de etila | DIPEA

18 1,1 eq 1 eq DMF t.a. 48 hs®
propiolato de etila | DIPEA

19 3eq 1 eq DMF t.a. 48 hs "
propiolato de etila | DIPEA

20 2eq 2eq DMF t.a. 46 hs”
propiolato de etila | DIPEA

21 1,1 eq 1 eq DMF t.a. 96 hs ¢

a) Reacido nao ocorreu; b) Reacio estava ocorrendo; ¢) Reacio otimizada.

Para analisar com maior clareza o sucesso destas reagdes, procedeu-se a
clivagem, onde o produto foi retirado da resina conforme a reagao iv. Apos a clivagem

o produto 107 foi analisado por espectroscopia de infravermelho e apresentou todas as
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bandas necessarias para a confirmacao de sua estrutura. Este produto ndo teve sua

estrutura analisada por RMN, pois a quantidade de amostra era muito pequena.
Segundo Aceptor: Inoato de etila

O segundo aceptor utilizado foi o inoato de etila que € um produto preparado no

laboratorio (Esquema 2.15).

[N
w
[N
(6]

Esquema 2.15

Foram utilizados os protocolos 22, 23, 24 e 25 apenas variando o tempo

reacional conforme Tabela 2.6.

Tabela 2.6: Condi¢des da adigdo de Michael utilizando inoato de etila.

Aduto de Fonte de
Protocolo michael Base Solvente energia Tempo
inoato de etila
22 1,1 eq DIPEA 1 eq DMF t.a. 34hs?
noato de etila
23 1,1 eq DIPEA 1 eq DMF t.a. 48 hs *
inoato de etila
24 1,1 eq DIPEA 1 eq DMF t.a. 72 hs *
inoato de etila
25 1,1 eq DIPEA 1 eq DMF t.a. 7 dias *
noato de etila 10 min
26 1,5¢eq DIPEA 1,5¢eq| DCM microondas ?

a) Reacido nao ocorreu.

As andlises por espectroscopia de IV (Figura 2.10) ainda apresentavam a banda
da amina secundaria em 3496 cm’, indicando assim o insucesso da reacdo nas
condicdes utilizadas. Com este aceptor ndo se utilizou aquecimento convencional, pois
haveria possibilidade de polimerizagdo do inoato de etila. Para tanto, tentou-se o

protocolo 26 com aquecimento nao convencional em microondas. Apos 10 minutos de
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reagdo, utilizando a poténcia de 540 W, pode-se constatar ainda a presen¢a da banda

em 3496 cm™.

r 10

00 { 2600 V 2100 | 1 1100 0
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L 40

- -50

Figura 2.10: Subtracdo entre os espectro de IV do produto 105 e da Resina Merrifield.
Terceiro aceptor: Crotonoato de etila

O terceiro aceptor de Michael utilizado foi um alceno derivado do acido crotdnico

(Esquema 2.16).

103 106

Esquema 2.16

Utilizou-se o protocolo 27 (ver Tabela 2.7) onde ndo se obteve resultados
positivos. A partir disso, aqueceu-se a reagdo no protocolo 28 e aumentou-se a

quantidade de base, porém a adigao de Michael ndo ocorreu.

Tabela 2.7: Condigoes da adicdo de Michael utilizando crotonoato de etila.

Fonte de
Protocolo | Aduto de michael Base Solvente energia Tempo
crotonoato de etila DIPEA
27 1,5 eq 1 eq DMF t.a. 48 hs *
crotonoato de etila DIPEA DCM
28 1,5 ¢eq 1,5 eq CH;CN 40°C 4 dias *
crotonoato de etila DIPEA
29 1,5 eq 1,5 eq DCM microondas | 9 dias*

a) Reacdo nao ocorreu.
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O ultimo protocolo testado foi 0 29 onde se utilizou a irradiagdo por microondas
com poténcia 540W, também sem sucesso.Acredita-se que o grupamento volumoso
vicinal a tripla ligagdo possa causar impedimento estérico quando em reagdo com
polimeros acoplados, neste caso com a L-prolina. Isto pode ser uma hipdtese para que
nao tenha ocorrido a adi¢ao de Michael com o inoato de etila. J& com o crotonoato de
etila, acredita-se que por se tratar de um alceno, seja menos reativo que os alcinos

utilizados, e com isso a rea¢dao nao tenha acontecido com sucesso.

2.3.1.d Quarta etapa: Reducao da ligacio dupla

0]

N%\O[Orov AHM—' Qi\\o[er&

104 108

Esquema 2.17

A etapa seguinte ¢ a de redugdo seletiva da ligacdo dupla conjugada com a carboxila
do éster do composto 104 (Esquema 2.17), onde foi utilizado o protocolo 30: NaBH,/
AcOH, CH;CN, 0° C - ta., 3 horas™, Ap6s 3 horas de reagdo verificou-se
desprendimento de produto da resina e confirmou-se por espectroscopia de IV que
parte do produto ligado a resina foi clivado, isso provavelmente ocorreu devido ao
meio extremamente acido da mistura reacional. Outros protocolos foram testados em

solucdo, para posterior adaptacdo a SOFS, porém nao se obteve o resultado esperado.

2.3.1.e Quinta etapa: Ciclizacio e clivagem

Condensacao de Dieckmann

Com a dificuldade de acesso ao equipamento de infravermelho, procedeu-se
imediatamente a etapa vi onde se utilizou sédio metalico e THF na tentativa de

ciclizar o produto 108 e conseqlientemente retird-lo da resina. Mas como ja era
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esperado ndo se obteve resultado positivo, pois na etapa anterior houve clivagem do

produto da resina.
Baylis- Hilmann

Tendo em vista a dificuldade de vencer a etapa anterior, tentou-se a ciclizagao

sem reduzir a dupla ligagao.

@)
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104 110

Esquema 2.18: Ciclizagdao via Baylis-Hillman — Produto 110. Condigdes: DBU,
microondas, 10 ciclos de 1 minuto, poténcia 540 W, sem solvente (inchamento prévio
da resina com DCM e nitrogénio).

No protocolo 31 (Tabela 2.8) utilizou-se irradiacdo por microondas 540W e
DBU como catalisador obtendo-se 37 % de rendimento ap6s 10 minutos de reagdo. Ja
no protocolo 33, onde ndo se utilizou catalisador, supde-se que o produto seja obtido
através do ion iminium (intermediario E) e o rendimento obtido foi de 1,7 % (ver
Esquema 2.19).

O protocolo 31 mostrou-se o melhor para a obtengdo do produto 110 que apos
sua ciclizagdo por microondas, foi purificado por cromatografia em coluna para
retirada do excesso de DBU. Porém, ao analisar-se os RMNs do produto percebeu-se

que ainda havia resquicios do catalisador utilizado.

Tabela 2.8: Condi¢des para a reagdo de ciclizagao.

Protocolo | Catalisador | Solvente | Temperatura | Tempo | Rendimento
31 DBU DCM microondas 10 min 37 % *
32 PPh3 DCM microondas 10 min P
33 X DCM microondas | 20 min 1,7% *

a) Reacio ocorreu; b) Reacao nao ocorreu.

Quando em presenga de DBU acredita-se que a ciclizagdo ocorra pelo
mecanismo da reacdo de Baylis-Hillman (ver Esquema 2.19). Para confirmar este

mecanismo, utilizou-se PPh; como base (protocolo 32), nas mesmas condi¢gdes do
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protocolo 31, porém nao houve liberacdo de produto do polimero. Outros grupos de

pesquisa ja tentaram ciclizar compostos utilizando este catalisador, porém sem

41
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2.4 Conclusoes

Nesta etapa do trabalho desenvolveu-se uma rota sintética por SOFS, onde se
obteve um derivado de alcaldide pirrolizidinico com 37% de rendimento apos a
purificacdo por cromatografia em coluna, que apesar de parecer puro na CCD,
apresentou algumas impurezas no espectro de RMN, que se acredita ser resquicios do
catalisador utilizado.

Esta rota mostrou-se promissora, pois em apenas quatro etapas o produto ja
estava formado e clivado da Resina Merrifield. Esta metodologia proporcionou a
obten¢do de intermediarios puros, sem perda de produto e sem dificuldade nas
purificagdes. A rota aqui desenvolvida pode ser automatizada e empregada em quimica
combinatéria para o desenvolvimento de novas substancias bioativas (kits).

No futuro, outros experimentos serdo realizados utilizando-se outros aceptores
de Michael, possibilitando assim, a obtengdo de uma quimioteca de derivados
pirrolizidinicos. Este ¢ o primeiro relato de sintese de anéis pirrolizidinicos por sintese

em fase solida.
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2.5 Parte Experimental

2.5.1 Obten¢ao do produto 102

Boc 102

A RM (1 eq) adicionou-se DMF, KI (1,1 eq), Cs,CO; (1,5 eq) e apds 15
minutos adicionou-se a prolina N-Boc (1,1 eq). A reacdo ocorreu sob refluxo por 48
horas. A Lavagem da resina foi feita trés vezes com agua, diclorometano, etanol e éter

etilico.

IV (KBr): bandas intensas em 1757 cm™, indicando a presenga de carbonila ¢ em 1145

-1 .. . A e qe
cm que pode indicar a presenca de nitrogénio ligado a carbono.

2.5.2 Obtencao do produto 103
o)

O)\OA.
NH 103

A RM (1 eq) foi adicionado DCM _éter etilico e HCI 3M. A reagdo ocorreu sob

t.a. por 40 min. A Lavagem da resina foi feita com diclorometano, etanol e éter etilico.

IV (KBr): banda intensa em 1755 cm™ que indica presenca de carbonila de éster e em
1157 cm™ que indica nitrogénio ligado a carbono. Na subtragdo de espectros o
aparecimento de uma banda alargada em torno de 3496 cm™ pode indicar a presenca

de amina secundaria.
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2.5.3 Obtenc¢ao do produto 104

A RM acoplada (leq) foi adicionado DMF e DIPEA (1,5 eq). Apés 15 minutos
adicionou-se o propiolato de etila (1,1 eq). A reacdo ocorreu a t.a. por 96 horas. A

lavagem da resina foi realizada com diclorometano, etanol e éter etilico.

IV (KBr): banda intensa em 1753 cm™ referente a carbonila do éster. Desaparecimento

da banda alargada em 3496 cm™' referente a amina secundaria.

2.5.4 Obtencio do produto 107

A RM acoplada (1 eq) adicionou-se 4 ml de metanol, 0,5 ml de hexano e K,COsx
(5,7 eq) em 1 ml de 4gua. A reacdo ocorreu sob t.a. por 10 horas. A fase aquosa

extraida com acetato de etila.

IV: 2929 cm™ referente (CH), 1701 cm™ (CO, éster), 1400 cm™ (C-N).
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2.5.5 Obtenc¢ao do produto 110
0

CO,Et
CI\':/>7 2 110

Oleo marrom C;H;3NO;  PM= 195 g/mol
Rendimento: 37 %

"A RM acoplada (1 eq) adicionou-se diclorometano seco para inchar a resina
em atmosfera de N,. Apos adicionou-se DBU (1eq) e reagiu-se em microondas durante
10 ciclos de 1 minuto utilizando poténcia 540W. Apds filtrou-se a resina com DCM e
éter etilico. O filtrado adquiriu coloragdo marrom escura. O filtrado foi concentrado
em evaporador rotatdrio e purificado por cromatografia em coluna utilizando silica gel
como fase estaciondria e como eluente metanol/cloreto de amonio na proporg¢ao de 9:1,

obtendo-se um rendimento de 37%.

[a]p’=-1 (C= 1,68, etanol)

RMN 'H (300MHz, CDCl;) & (ppm): 7,70 (1H;, s); 3,60 (2H, q, J= 7,1 Hz); 3,38-3,00
(1H+2H+2H,, m); 2,05-1,95 (2Hg4, m); 1,50 (3H,, t, J= 7,1 Hz).

RMN APT (50MHz, CDCl;) & (ppm): C-f (176,5); C-L (166,2); C-j (132,5); C-k
(98,1); C-e (60,3); C-m (49,5); C-b (45,04); C-d (27,5); C-c (23,2); C-n (14,0).
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CAPITULO 2 — SINTESE EM SOLUCAO DE ANEIS PIRROLIZIDINICOS
3.1 Introducao

A segunda parte desta dissertacao trata da sintese em solugdo de derivados de
alcaldides pirrolizidinicos, bem como seus intermedidrios. Descreve a sintese e
algumas caracteristicas quimicas e estruturais desses sistemas biciclicos, que foram
obtidos com o intuito de, a partir deles, sintetizarem-se alcaloides do tipo hiacintacina
e com isto realizar testes farmacologicos. A sintese ¢ original, utilizando-se como
produto de partida um aminoécido barato e disponivel, a L-prolina 113. Em duas das
rotas sintéticas propostas, utilizam-se alcinos deficientes eletronicamente, também
conhecidos como alcinos ativados. Esta denominagdo refere-se a capacidade de
atuarem como eletréfilos em reagdes de adicdes de Michael. Compostos com ligagdes
triplas polarizadas por grupos retiradores de elétrons possuem capacidade de gerar
produtos com diferentes grupos funcionais, permitindo que novas ligagdes se
estabelecam com uma variedade de reagentes como, por exemplo, aminas, enolatos,

cetonas e alcenos. !
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3.2 Objetivos

Sintetizar andlogos de alcaldides do tipo hiacintacina por Sintese em solugdo,

empregando a L-prolina como material de partida.

3.3 Resultados e discussao

Como mencionado na Introdugdo, a rota sintética a seguir (Esquema 20) foi
iniciada por Pablo D. Grigol' em sua dissertagio de mestrado e apresentou muitos
problemas de purificagdo, por isso desenvolvemos uma outra rota em SOFS,
apresentada no capitulo anterior.

E comum em SOFS realizar algumas das etapas em solug¢io simultaneamente as
realizadas com a resina, objetivando a otimizacdo da reacdo envolvida. Em fung¢ado
disso, desenvolveu-se trés rotas sintéticas (esquemas 3.1, 3.9 ¢ 3.11) com o objetivo de
obter-se o anel pirrolizidinico, onde a L-prolina 113 foi utilizada como produto de
partida em todas as rotas. No esquema 31 estd a continuagao da rota em solucdo a
partir dos produtos 109, 132 e 133 obtidos na rota 2 (Esquema 3.9). Estas trés rotas

sintéticas foram desenvolvidas em paralelo a sintese em fase solida.

3.3.1 Primeira rota sintética proposta

A primeira rota proposta inicia com a O-protecao da L-prolina seguindo-se com
a adi¢dao de Michael utilizando-se trés aceptores diferentes, sendo estes, dois alcinos e
um alceno. A etapa seguinte consiste na reducao seletiva da ligagdo dupla conjugada
ao grupamento éster. A partir dos aminodiésters seria feita uma reducdo a dialcoois
para posterior oxidacdo a dialdeidos. Estes dialdeidos ja apresentariam todos os
carbonos necessarios para a obtencdo produto 131 e seria obtido através de uma

condensacao aldolica.
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Além disso, o produto final ja teria uma hidroxila ligada ao biciclo, o que

diminuiria uma etapa da rota sintética para a obten¢ao das hiacintacinas.
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i i 116
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NH /——=——CO,Et N OEt
NH BnGO o6 2 7/\”/
114 R;=CH; N

95 R,=CH,CHs
115 R1=CH(CHa),

[
[
w

= H; Ry;=CHj

=H; R1:CH2CH3
=CH,OBN;R1=CHs
=CH,OBN;R,=CH,CHs

NwOEt

127R=H 121
HZOBn 128 R= CH,0Bn 122
2
2
12

CHa; Ry= CH,CHs
CHgs; R;=CH(CHz3),
H; Ry;=CHs

H; R;=CH,CH3
CHzOBn Rq.= CH3
CH,0Bn; R1=CH,CH3;

_9
130R

N |-

-
w

[N
i

a1

R=
R=
R=
R=
R=
R=

-
N

6

¥
e

Esquema 3.1: Rota sintética em solucdo 1. Condigdes: i) SOCl,, alcool, 0° C, 5 horas;
i1) propiolato de etila ou crotonoato de etila, DIPEA, CH3CN, 0° C- 65° C, 42 horas;
ou, inoato de etila, DIPEA, CH;CN, 0° C- ta., 7 dias; ii1)) NaBH,, acido acético,
CH;CN, 0° C, 2 horas; iv) LiAlH,, THF, 0° C- t.a., 5 horas; v) PCC, diclorometano,
t.a., 3 horas; vi) piperidina, 4cido acético, tolueno, 100° C, 1 hora.

3.3.1.a Primeira etapa: Esterificacdo da L-prolina

A primeira etapa desta rota sintética consiste na esterificagdo da L-prolina, onde
este aminodacido j4 teria o grupamento éster necessario para a etapa da condensagdo de

Dieckmann.
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Utilizou-se 3 alcoois diferentes para a esterificagio’: metanol (protocolo 34),

etanol (protocolo 35) e isopropanol (protocolo 36).

o) @)
i
NOH @*0&
NH NHz @
114 R;=CH3
113 95 R;=CH,CHjs

115 R;=CH(CHj3);
Esquema 3.2: Esterificacdao da L-prolina. Condig¢des: SOCl,, alcool, 0° C, 5 horas.

O isopropanol foi empregado em fun¢ao de formar um melhor grupo de saida, o
que favoreceria a ciclizacdo. Entretanto isso nao se confirmou, pois a reagao forneceu
baixos rendimentos (40%). Desta forma, a etoxila foi selecionada por sua facilidade de

remogao e por nao promover impedimento estérico.

Tabela 3.1: Condigdes da esterificagdo da L-prolina.

Protocolo Alcool SOCl, | Temperatura | Tempo | Rendimento
alcool metilico

34 1,6 ml/mmol 2eq refluxo 5 horas 95%*
alcool etilico

35 1,6 ml/mmol 2 eq refluxo 5 horas 95%*

alcool

isopropilico 95%*

36 1,6 ml/mmol 2 eq refluxo 5 horas

a) Reacio ocorreu.

3.3.1.b Segunda etapa: Adicao de Michael

A partir disso, procedeu-se entdo a adi¢do de Michael > com o propiolato de
etila (reagdo 11) onde foi observado um maior rendimento ao se aquecer o meio
reacional. De acordo com o espectro de RMN 'H do composto 118 (Figura 3.1),
observa-se os sinais olefinicos como dubletos em 7,54 ppm e 4,52 ppm com J= 13,0
Hz caracteristicos de geometria trans. Além disso, pode-se observar um tripleto em

1,20 ppm com J= 7,2 Hz referente as metilas das etoxilas.
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10 2 8 7 6

22.37 11.45 18.80 29,09

Figura 3.1: Espectro de RMN 1H do composto 118.

Essa mesma adi¢do também foi realizada com o inoato de etila 96, onde a
reacdo ocorre durante 7 dias a temperatura ambiente € ndo se observou aumento no
rendimento ou diminui¢do do tempo reacional quando o meio foi aquecido a uma
temperatura de 65°C.

@]

o
ii
OR, - ORy
® OEt
NH ,© Y/\H/

pd

R @]
114 R,=CHg 117 R =H; Ry=CHjs
95 R;=CH,CHgy 118 R = H; Ry=CH,CHjs
115 R1:CH(CH3)2 1_19 R:CHzan,R1:CH3
QL R:CHzan;R]_:CHzCHg

Esquema 3.3: Adi¢ao de Michael. Condi¢des: propiolato de etila, DIPEA, CH;CN, 0°
C- 65° C, 42 horas ou inoato de etila, DIPEA, CH;CN, 0° C- t.a., 7dias.

Esta adicdo também foi feita com o crotonoato de etila, onde o melhor

protocolo foi 0 mesmo utilizado para o propiolato de etila.
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Observou-se que apods as 42 horas havia a formag¢do de subprodutos.

o) O
® OR; - - OR;
NH; -, © N woa
R O
95 R;=CH,CHs 121 R= CHg; Ry= CH,CHj
115 R1=CH(CHg), 122 R=CHg; R;=CH(CHj3),

Esquema 3.4: Adi¢dao de Michael. Condi¢des: crotonoato de etila, DIPEA, CH;CN, 0°
C- 65° C, 42 horas.

A Tabela 3.2 mostra os rendimentos das adicdes de Michael, onde se pode
constatar que esta etapa ¢ adequada a rota sintética planejada gerando produtos com

alto rendimento (50 a 95%) e poucas impurezas.

Tabela 3.2: Condicdes para a adicdo de Michael.

Protocol Solvent | Temperatur | Temp | Rd

0 Aduto de Michael | Base e a 0 t %
Propiolato de etila | DIPEA

37 1 eq 3eq | CH;CN 65° C 42hs |95°
DIPEA

38 Inoatodeetilal eq | 3eq | CH;CN t.a. 7 dias | 75*
Crotonoato de etila | DIPEA

39 leq 3eq | CH;CN 65° C 42hs [60*

Crotonoato de etila | DIPEA 50

40 leq 3eq | CH;CN 65° C 72 hs

a) Reacao ocorreu e esta otimizada; b) Reacao ocorreu, maior formacao de

impurezas.

3.3.1.c Terceira etapa: Reduc¢io da ligacdo dupla

Na etapa seguinte (protocolo 30: NaBH,/ AcOH, CH;CN, 0° C - t.a, 3 horas) foi
realizada a reducdo dos enaminoésteres’ 117, 118, 119 ¢ 97, onde os protocolos ja

estavam otimizados resultando nos produtos 123, 124, 125 ¢ 126.
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0]
iii
N OEt N

R (0] R (0]

OEt

R =H; R1=CH3
R =H; R1=CH2CH3

119 R=CH,OBn:R1=CHs
R=CHZOBH;R1=CH2CH3

-
[e¥]

23 R=H; Ry=CHj
24 R= H; R1=CH2CH3
25 R=CH,OBnN; R,;=CHs

26 R=CH,0Bn; R;=CH,CH3

N
~

=
[6)]

=

Esquema 3.5: Reducgdo do enaminoéster. Condi¢des: NaBH,/ AcOH, CH;CN, 0° C -
t.a., 3 horas.

Pelas analises de RMN 'H do composto 124 ( Figura 3.2) percebe-se o

desaparecimento dos dois dubletos correspondentes aos protons olefinicos.

|
d i h
e o~
cC o9
N L O
b ~
© 124
|
|
li |
.||
. I~ £ % l
Jlafiu!, | AIEL\- 'hlJ 'II' Jl
e L___ o ﬂ_’.-'l I-.\_____'_hﬂ_ﬂ.l '-{-___lh i-l_;'! I'._h_'.ll ¥ |1_~u£v" "\.w‘__“_‘__
9 8 7 6 5 4 3 . 2 1 : _-.0 Ip.pml

16.68 4.90 4.84 5.03 29.18
4.13.78 14.02 14.44

Figura 3.2: Espectro de RMN 1H do composto 124.

Além deste, outros protocolos foram testados utilizando condi¢des reacionais
mais brandas, para que posteriormente pudessem ser aplicados a SOFS. No protocolo
41 seguiu-se as condi¢des descritas em Marshall and Carrol (1969)°, onde foi utilizado
NaBH, e etanol, porém sem resultados positivos. Apos, testou-se também o protocolo
42 em que foi utilizado o NaBH,, CuBr e metanol seco’; entretanto, os resultados nio

foram positivos havendo a formacgao de sub-produtos de dificil separacgao.
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Tabela 3.3: Condi¢des para redu¢dao do enaminoéster a diéster.

Protocolo | NaBH, Etanol Metanol CuBr Temperatura | Tempo
41 1,1 eq 1,3 1/mmol X X t.a. 48 hs *
42 10 eq X 1,5eq | 20 ml/mmol 0°C -t.a. 72 hs?

a) Reacio nao ocorreu.

3.3.1.d Quarta etapa: Reducio a dialcool

Os produtos 123 e 125 foram reduzidos a dialcodis 127 e 128 (reacio iv), para

posteriormente serem oxidados a dialdeidos e através de uma condensacao aldolica

formarem o esqueleto das hiacintacinas. Esta reagdo permitiria a obtencdo das

hiacintacinas de forma mais répida e seletiva. Os produtos foram obtidos utilizando-se

o protocolo 43: LiAlH,. (2,66 eq) em THF seco, temperatura inicial de 0°C chegando a

ta. por 5 horas’. Os rendimentos obtidos foram de 77-95%, gerando poucas

impurezas, nao havendo necessidade de purificacao.

OR;

R (0]

123 R= H; R{=CH3

125 R=CH,0Bn; R;=CHj

OEt

H
CH,0Bn

Esquema 3.6: Reducao dos diésteres. Condicoes: LiAlH,, THF, 0° C- t.a., 5 horas.

3.3.1.e Quinta etapa: Oxidacao a dialdeido

Na etapa v utilizou-se PCC na tentativa de oxidar os dialcois 127 e 128 a

aldeidos, para posterior ciclizagao.

Esquema 3.7

R (e}
129R=H
130 R= CH,OBn
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O protocolo utilizado foi o0 44: PCC (2 eq) em diclorometano, a t.a. por 3 horas, mas os

produtos obtidos nio foram os esperados®.

3.3.1.f Sexta etapa: Condensacio alddlica

Apos a etapa v, devido a reconhecida instabilidade dos aldeidos, procedeu-se
imediatamente a reagdo de condensacdo aldolica, onde se utilizou o protocolo 45:
Piperidina (2 gotas), Acido acético (1 gota), tolueno, 100°C, 1 hora. Porém, as
analises espectroscopicas ndo confirmaram o sucesso desta etapa. Sabe-se agora que
esta reagdo nao poderia ser bem sucedida, pois na etapa anterior ndo se obtiveram os

dialdeidos desejados.

129 R=H
130 R= CH,OBn 131

Esquema 3.8
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3.3.2 Segunda rota sintética proposta

A segunda rota sintética proposta foi desenvolvida a partir da retrossintese
proposta no capitulo 1 deste trabalho. As quatro primeiras reagdes sao idénticas as
propostas na rota 1. A ultima etapa, que ¢ a diferencial, consiste na ciclizagdo do

produto através de uma condensagdo de dieckmann.

o) O =-CO,Et

i i 116
OH ———> OR; — OR;
NH /——=——CO,Et N OEt
NH BnG o6 2 W

114 R1=CHgj R o

95 R;=CH,CHj 117 R = H; Ry=CH
115 Ry=CH(CH3), 118R = H’ Ri—CHECHs

19 R=CH,OBN;R1=CHs;
R= CHzan Rl—CH2CH3

-
[N
w

[E=y

L (o,
N N OEt

R O
109 R= H 121 R= CHa; Ry= CH,CHj
132 R=CH,0Bn 122 R= CH3 Rl—CH(CH3)2
133 R= CHj 123 R= H; R;=CHs
124 R= H; R;=CH,CHs
125 R=CH,0Bn; Rl—CH3
126 R=CH,0Bn; R;=CH,CH3;

Esquema 3.9: Rota sintética em solucdo.2.Condic¢des: i) SOCI,, metanol, 0° C, 5
horas; 11) propiolato de etila ou crotonoato de etila, DIPEA, CH;CN, 0° C- 65° C, 42
horas; ou, inoato de etila, DIPEA, CH3;CN, 0° C- t.a., 7 dias; ii1)) NaBHy,, 4cido acético,
CH;CN, 0° C, 2 horas; iv) THF, Na°®, refluxo, 4 horas.

3.3.2.a Ultima etapa: Condensacio de Dieckmann

As etapas 1, 11 e 1i1 j& se encontram descritas no item 3.3.1 e a seguir sera

apresentada a etapa iv que ¢ diferencial da primeira rota. Numa outra tentativa de

\

sintetizar o esqueleto das hiacintacinas, procedeu-se a condensacdo de Dieckmann
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utilizando so6dio metélico cujo protocolo € classico. Utilizou-se o protocolo 46: sodio

metalico e THF seco sob refluxo por 4 horas, obtendo-se os produtos 109, 132 ¢ 133.

0]

) OH
OR; LS
B ——E
NwOEt \ CO,Et

N
R o R

121 R= CHa; Ry= CH,CHs 109 R=H

122 R=CHa; R;=CH(CHa), 132 R= CH,OBn

123 R= H; R;=CHj 133 R= CHj

12_4 R=H,; R1=CH2CH3
12_5 R=CHzan, R1=CH3
& R=CHzan, R1=CH2CH3

Esquema 3.10: Condensacao de Dieckmann. Condig¢des: Sodio metalico (4 eq), THF
(refluxo), 4 horas.

A purificagdo foi feita utilizando-se cromatografia em coluna, com a fase
estacionaria de silica gel e a fase movel etanol p.a., fornecendo os produtos com
rendimentos em torno de 60%. Pelas analises de RMN 'H do composto 109 (Figura
3.3) percebe-se o quadrupleto em 3,94 ppm (o pico referente ao solvente CDClI;
apresenta-se deslocado para campo mais alto, portanto todos os demais sinais foram

recalculados) com J= 7,1 Hz refere-se apenas a dois hidrogénios (2H,,).

- = L VRl CAO S - A M et
1.20 2.17 8.85 3.79 4.63 9.13 27.93
0.26 5.41 7.49 6.29 4.80 7.11 10.84

Figura 3.3: Espectro de RMN 1H do composto 109.
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3.3.3 Terceira rota sintética proposta

A terceira rota empregada foi baseada nos resultados obtidos primeiramente em fase
solida, como ja comentado no Capitulo 1 desta dissertagdo. Da mesma maneira que em SOFS
esta rota propde dois mecanismos distintos para a ciclizagao em solucdo. As etapas i e ii ja
encontram-se descritas no item 3.3.1 e a seguir serd descrita a etapa iii que ¢ o diferencial da
primeira rota. Apesar do sucesso da condensagdo de Dieckmann na rota 2, pensou-se numa
segunda alternativa para obter-se o produto ciclizado num menor numero de etapas, como ja

ocorrera na SOFS.

O

O =-CO,Et
i ii 116
OH ———> OR; OR,
NH ——=——CO,Et N OEt
NH BnO o6 2 W

114 R1=CHg3 R O
113 25 Ry=CH;CHs 117 R = H; R,=CH
115 R;=CH(CHg), TeR-H R oo

118 R = H; R;=CH,CH3
119 R=CH,OBn;R1=CHj
97 R=CH,0Bn;R;=CH,CHj

O
R
110R=H

Esquema 3.11: Rota sintética em solu¢do 3. Condigdes: i) SOCI,, metanol, 0° C, 5
horas; i1) propiolato de etila, DIPEA, CH;CN, 0° C- 65° C, 42 horas; ou, inoato de
etila, DIPEA, CH;CN, 0° C- t.a., 7 dias;; ii1)) DBU, PPh; ou sem base, microondas
540W, 10 ciclos de 1 minuto.

3.3.3.a Ultima etapa: Ciclizaciao (via Baylis-Hillman)

Utilizou-se DBU como catalisador e a reacdo ocorreu em microondas com
poténcia de 540W durante 10 ciclos de 1 minuto cada (protocolo 47). Além disso,
precisava-se confirmar os mecanismos de ciclizacdo por Baylis-Hillman e via iminium

dos produtos obtidos na fase solida. Para isto, utilizou-se PPh; e seguiram-se as
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mesmas condi¢cdoes do protocolo anterior (protocolo 48). Ambas as reagOes foram

realizadas sem solvente.

? 0
O)\ORl fii
N WOH C,\V:/}—coza
R 0 R
117 R = H; R;=CHj 110 R=H

R
R = H; R;=CH,CHs

119 R=CH,OBn;R1=CHs;
R:CHzan;R]_:CHZcHg

Esquema 3.12: Ciclizagdo por Baylis-Hillman. Condi¢des: DBU, PPh; ou sem base,
microondas 540W, 10 ciclos de 1 minuto.

A mesma reagdo também foi feita sem o uso de catalisador (protocolo 49) onde
observou-se mudanga no Rf do produto de partida e pelo espectro de RMN pode-se

constatar que o produto formado ¢ o mesmo obtido com os protocolos 47 ¢ 48.

Tabela 3.4: Condicdes da ciclizacdo por Baylis Hillman.

Fonte de Rendimento
Protocolo | Catalisador energia Tempo

microondas

47 BDU 540W 10 min 80 % *
microondas

48 PPh; 540W 10 min 80 % *
microondas

49 X 540W 10 min 50 % *®

a) Reacio ocorreu.
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3.3.4 Tentativas de funcionalizacao dos produtos obtidos nas rotas anteriores

Objetivando estudar a reatividade quimica dos biciclos obtidos em solugao 109,
132 e 133, algumas reagdes foram realizadas e podem ser visualizadas no Esquema
3.13. A inser¢do de grupamento amina nesses ané€is pirrolizidinicos foi planejada

devido a reconhecida importancia dos compostos aminados na terapéutica.

OH OH OH OH
co ! N\ v ~ vii ~
134 TOBn R R 142
. 109R=H 135R=H
u 132 R= CH,OBn 136 R=CH,0Bn
133 R=CHg 137 R=CHjs
OMs \ J
v
N CO,Et OMs
138 ~OBn N \OMS
iii 139
v vi
HN
HNT
N CO,Et </\'§<‘\N/\/
N H
140 —O0Bn 141

Esquema 3.13: Rota sintética em solugdo 4. 1 e iv) LiAlH,, THF, 0°C - t.a., 5 horas; ii
e v) MsCl, trietilamina, diclorometano, t.a., 2h 30 min; ii1 e vi) Diclorometano, n-
propilamina, tracos de bicarbonato de sodio, t.a., 3 dias; vii) Diclorometano,
cloroformio, TsCl, piridina, t.a. , 3h.

3.3.4.a Primeira etapa: Reducido dos grupamentos ligados ao biciclo

Apos a ciclizagao procedeu-se a reducao dos grupamentos ligados ao biciclo

dos produtos 109, 132 ¢ 133 (reacdes 1 ¢ iv). Constatou-se que ao utilizar 2.5 eq de
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LiAlH,4, na reagdo i, houve apenas a reducdo de um desses grupamentos ligados ao

biciclo, onde o grupamento €ster manteve-se inalterado (produto 134).

OH OH
\ xvi
_— N
! CO,Et \ OH

b R
109 R=H 135 R=H

132 R= CH,OBn 136 R=CH,0Bn
133 R= CHj 137 R= CHs

Esquema 3.14: Redugdo dos grupamentos carbonilicos e carboxilicos dos produtos
ciclizados. Condi¢oes: LiAlH4, THF, 0°C - t.a., 5 horas.

Na tentativa de reduzir também o grupamento éster, utilizou-se 4.0 ¢ 5.0 eq de LiAlH4
(reacdo iv), e os dados espectroscopicos confirmaram os produtos obtidos (135, 136 ¢ 137) na
reacdo iv. Porém, observou-se que quanto mais LiAlH4 utiliza-se, mais subproduto ¢ formado.
Pela analise do espectro de RMN APT do composto 135 (Figura 3.4) pode-se observar o
desaparecimento dos picos correspondentes aos carbonos Cp em 173,9 ppm ¢ Cr em 172,1

ppm, constatando-se que houve redugao completa dos grupamentos carbonilicos.

q
OH |
d
e
f
a L OH |
N r
b i 135 ‘
|
N
| ' ‘|
PR - Iil ) )‘L\.\lﬂl #Li
RS | i ﬁwrﬂ _Wj o, o s
200 180 160 140 120 100 BO i | 60 40 20 PEmM

Figura 3.4:Espectro de APT do composto 135.
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Os produtos foram purificados por cromatografia em coluna utilizando-se silica

gel como fase estacionaria e etanol como fase movel, fornecendo os produtos com

rendimentos de 40-60%.

Tabela 3.5: Condigoes de redugao dos compostos ciclizados.

Protocolo | LiAlH,; | Solvente | Temperatura | Tempo | Rendimento
50 2,5eq THF 0°C - t.a. 5 horas 60 % *
51 4,0 eq THF 0°C-ta. |5horas| 60%"
52 5,0 eq THF 0°C - t.a. 5 horas 40 % ¢

a) Reduziu apenas o grupamento enol; b) Reduziu os dois grupamentos; c)
Reduziu os dois grupamentos, mas gerou muitas impurezas.

3.3.4.b Segunda etapa: Mesilacao e Tosilacao dos compostos

No intuito de sintetizar analogos aminados dos alcaldides do tipo hiacintacina,

procedeu-se a etapa seguinte: reacdo de mesilagdo (reagdes ii € V).
OH OMs

iiev

135 139

Esquema 3.15

Com a demora das andlises espectroscopicas, optou-se por continuar a rota
sintética, visto que por CCD pode-se constatar o aparecimento de um novo produto.
Porém apos as analises pode-se constatar que o produto € instavel e degradou no tubo

de RMN, entre uma analise ¢ outra.

Tabela 3.6: Condigdes de mesilacdo do composto 135.

Protocolo MsCl Trietilamina Solvente Temperatura | Tempo
2h

53 1,1 eq 1,5 eq DCM / CHCl, t.a. 30 min *
2h

54 2,2 eq 3,0 eq DCM / CHCl; t.a. 30 min *

a) Reacio nao ocorreu.
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3.3.4.c Terceira etapa: Aminacio

A proxima etapa foi a de aminagcdo dos compostos mesilados (reagdo vi)
utilizando-se a n-propilamina, porém ndo apresentou os produtos esperados tendo-se

em vista que a etapa anterior ndo foi bem sucedida.

OMs HNT
Vi
e o
13

141

Esquema 3.16

As condigdes reacionais estdo apresentadas na Tabela 3.7, porém a analise

espectroscopica nao confirmou os produtos esperados.

Tabela 3.7: Condi¢des de aminagdo dos compostos mesilados.

n-
Protocolo | propilamina | NaHCOQO; | Solvente Temperatura | Tempo
55 1,5 eq tragos DCM/ CHCl, | t.a. 3 dias *
56 3,0 eq tracos DCM/ CHCl; | t.a. 3 dias?

a) Reacio nio ocorreu.

Para posterior reagdo com a amina, procedeu-se primeiramente a tosilagdo do
produto 135, utilizando o protocolo 57: cloreto de tosila (1,5 eq), cloroféormio seco e
piridina (2 eq) a temperatura ambiente por 3 horas. Houve modificagdo no Rf do

produto, porém a analise espectroscopica ndo confirmou a tosilagao.

OH OH
Vii
N N
OTs

142

-
(98]
[&)]

Esquema 3.17
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3.4 Conclusoes

Pode-se concluir que a sintese em solug¢do foi eficiente para a obtengdo de
analogos de alcaldides do tipo hiacintacina. A rota 2 mostrou-se mais favoravel a
obtengdo dos compostos em questdo e a rota 1 serd testada com outros protocolos.
Além disso, a terceira rota também precisa de estudos adicionais, mas ja demonstra
uma tendéncia de que analogos insaturados poderdo ser obtidos. A maioria das reagdes
apresentou rendimentos satisfatorios, porém ainda podem ser otimizadas a fim de
evitar-se a etapa de purificagdo que causa muitas vezes perda ou degradagao de alguns

intermediarios.
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3.5 Parte Experimental
3.5.1 Obtencao dos produtos 114, 95, 115.

3.5.1.a Obten¢ao do produto 114
o]

d
€ e
c g
NH, ¢/©
a

b 114

Oleo incolor a levemente dourado  C¢H;,NO,Cl  PM= 165 g/mol

A uma solucao de metanol (2 ml) e L-prolina (1 Eq, 5 mmol) adicionou-se a 0°
C o0 SOCI, (2 Eq, 10 mmol). Retirou-se o banho de gelo até atingir a t.a. e deixou-se

em refluxo por 5 horas. Fez-se uma destilacdo a pressdo ambiente.
Rendimento: 95%.

RMN 'H (200MHz, D,0, & ppm): 4,85-4,25 (1H,, m); 3,7 (3H,, s); 3,4-3,2 (2H,, m);
2,45-1,85 (2H+2H,, m).

RMN APT (50MHz, D,0, & ppm): C-f (170,5); C-g (60,0); C-¢ (54,0); C-b (46,5);
C-d (28,0); C-¢ (23,0).

IV (filme, DCM): 1745 cm™ (C=0, éster), 1240 (C-O, éster).

3.5.1.b Obtenciao do produto 95
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Oleo incolor a levemente dourado  C,H;;NO,Cl = PM= 179 g/mol

A uma solug¢do de etanol (2 ml) e L-prolina (1 Eq, 5 mmol) adicionou-se a 0° C
o SOCI, (2 Eq, 10 mmol). Retirou-se o banho de gelo até atingir a t.a. e deixou-se em

refluxo por 5 horas. Fez-se uma destilacdo a pressdao ambiente.

Rendimento: 95%.
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RMN 'H (200MHz, D,0, & ppm): 4,37 (1H,, m); 4,21 (2H,, q, J=7,1 Hz); 3,40-3,27
(2H,, m); 2,40-1,91 (2H+2Hg, m); 1,19 (3H,, t, J=7,1 Hz).

IV (filme, DCM): 1745 cm™ (C=0, éster), 1240 (C-O, éster).

3.5.1.c Obtencao do produto 115
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Oleo incolor a levemente dourado  CgH;(NO,Cl ~ PM= 193 g/mol

A uma solu¢ao de isopropanol (1.6 ml/mmol) e L-prolina (1 Eq) adicionou-se a
0° C o SOCI, (2 Eq). Retirou-se o banho de gelo até atingir a t.a. e deixou-se em

refluxo por 5 horas. Fez-se uma destilacdo a pressdao ambiente.
Rendimento: 96%.

IV (filme, DCM): 1745 cm™ (C=0, éster), 1240 (C-O, éster).

3.5.2 Obtencao do produto 96
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Oleo amarelo Cj;3H;O;  PM=220 g/mol

A uma solugdo do alcino (1 eq) em THF seco adicionou-se o BuLi 1,25M (1,2
eq) a uma temperatura de -78 ° C, apos 30 minutos adicionou-se o cloroformato de
etila (3 eq). Apos a adigdo retirou-se o banho de gelo e a reacdo atingiu a t.a. e reagiu
por mais 3 horas. Ao encerrar adicionou-se agua e NH,Cl at¢ PH 7. Apds, lavou-se
com solucdo saturada de NaCl, extraiu-se com ¢éter etilico e destilou-se a pressao

reduzida.

Rendimento: 64%.
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RMN 'H (200MHz, CDCl;, & ppm): 7,31-7,38 (5SHa,, m); 4,62 (2H,, 5); 4,29 (2Hj, s);
4,20 (2Hy, q, J=7,1 Hz); 1,32 3H,, t, /= 7,1 Hz).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-e (153,1); C-Ar (136,7; 128,5; 128,1; 127,9);
C-c (83,1); C-d (78,2); C-a (72,0); C-£ (62,1); C-b (56,7); C-g (14,0).

IV (filme, DCM): 2900 cm ' (C-H), 2250 cm ™ (ligagdo tripla), 1950 cm ™ a 1850 cm

" (harménicas de aromatico), 1710 cm ™ (C=0, éster), 1250 cm ' (C-O, éster).

3.5.3 Obtencao dos produtos 117,118, 119, 97, 121 e 122.

3.5.3.a Obtencao do produto 117
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Oleo amarelo a marrom claro  C;;H;;NO4  PM= 227 g/mol

A uma solugdo de prolinato de metila (1 eq) em CH;CN a O° C adicionou-se
DIPEA (3eq) em CH;CN, apos 15 minutos adicionou-se o propiolato de etila (1 eq)
em CH;CN. O banho de gelo foi retirado e a reacao foi aquecida a 65 ° C por 2 dias.

Filtrou-se o precipitado branco formado e evaporou-se em rota vapor.

Rendimento: 80-95%.

RMN 'H (200MHz, CDCl;, & ppm): 7,59 (1H;, d, J=13,2Hz); 4,57 (1Hy, d, J=
13,2Hz); 4,07-4,18 (2H,+1H,, m); 3,72 (3H,, s); 3,20-3,50 (2Hy, m); 1,94-2,29 (4Hq,
m); 1,26 (3H,, t. J=7,1Hz).

RMN APT (S0MHz, CDCl;, 6 ppm): C-f (173,1); C-L (169,8); C-j (148,7); C-k
(88,1); C-e (63,1); C-m (59,7); C-g (53,2); C-b (49,3); C-d (30,9); C-c (24,4); Cn
(15,3).

IV (filme, DCM): 2981 cm ' (C-H), 1743 cm "' ¢ 1689 cm ' (C=0, éster e
enaminoéster), 1614 cm ™' (C=C), 1145 cm ' (C-O, éster).
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3.5.3.b Obtencao do produto 118
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Oleo amarelo a marrom claro  Cpp,H;oNO, PM=241 g/mol

A uma solu¢do de prolinato de etila (1 eq) em CH3;CN a O° C adicionou-se
DIPEA (3eq) em CH;CN, apos 15 minutos adicionou-se o propiolato de etila (1 eq)
em CH;3;CN. O banho de gelo foi retirado e a reacao foi aquecida a 65 ° C por 2 dias.

Filtrou-se o precipitado branco formado e evaporou-se em rota vapor.
Rendimento: 80-95%.
[a]p"=-73 (C= 1,86, etanol)

RMN 'H (200MHz, CDCl; & ppm): 7,54 (1H;, d, J=13 Hz); 4,52 (1H,, d, J= 13 Hz);
4,01-4,18 (2Hg+2H,+1H,, m); 3,40-3,22 (2H,, m); 1,88-2,20 (2H+2H,, m); 1,20
(3H,+3H,, t, J=7,2H7).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-f (171,9); C-L (169,2); C-j (147,9); C-k
(87,1); C-m (61,4); C-g (64,6); C- e (53,6); C-b (46,0); C-d (30,1); C-c (23,6); Cn
(14,5); C-h (14,1).

IV(filme, DCM): 2981 cm ' (C-H), 1743 cm "' ¢ 1689 cm ' (C=0, éster e
enaminoéster), 1614 cm ' (C=C), 1145 cm ' (C-O, éster).

3.5.3.c Obtenc¢ao do produto 119
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Oleo amarelo a marrom claro  C;4;H,sNOs — PM= 287 g/mol
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A uma solucao de prolinato de metila (1 eq) em CH3CN foi adicionada DIPEA
(leq) a O° C, apds 15 minutos adicionou-se o inoato (1 eq). Retirou-se o banho de gelo
e a reagdo atingiu t.a. e permaneceu por 5 dias. Filtrou-se o precipitado branco

formado e evaporou-se em rota vapor. Rendimento: 75%.

RMN 'H (200MHz, CDCl;, 6 ppm):7,28-7,36 (5H,,, m); 4,93 (2H,, s); 4,49-4,73
(IHe+1H+2H,, m); 4,12 (2H,, q, J= 7,1Hz); 3,30-3,62 (2H,+3H,, m); 1,89-2,22
(2H.+2Hy4, m); 1,26 (3H,, t, J/=7,1Hz).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-f (173,2); C-L (168,2); C-j (155,9); C-Ar
(138,0; 128,1; 128,0; 127,6); C-k (88,5); C-p (72,3); C-o (64,1); C-e (60,4); C-m
(58,8); C-g (52,1); C-b (48,4); C-d (30,5); C-c (22,7); C-n (14,6).

IV (filme, DCM): 2983 cm "' (C-H), 1850-1900 cm ~' (harménicas de aromatico),
1743 cm ' (C=0, éster), 1675 cm ' (C=C), 1453 cm ~' (C=C, aromatico), 1143 cm ™
(C-0, éster).

3.5.3.d Obtencao do produto 97
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Oleo amarelo a marrom claro  C;sH»;NOs  PM= 301 g/mol

A uma solugdo de prolinato de etila (1 eq) em CH3;CN foi adicionada DIPEA
(leq) a O° C, apods 15 minutos adicionou-se o inoato (1 eq). Retirou-se o banho de gelo
e a reacdo atingiu t.a. e permaneceu por 5 dias. Filtrou-se o precipitado branco

formado e evaporou-se em rota vapor.
Rendimento: 75%.

[oz]D20 =-11 (C= 2,50, etanol)
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RMN 'H (200MHz, CDCl; & ppm): 7,27-7,35 (5Ha,, m); 4,91 (2H,, s); 4,47-4,63
(IH+1H+2H,, m); 3,98-4,15 (2H,+2H, m); 3,25-3,51 (2H,, m); 1,90-2,12
(2HA2H,, m); 1,17 3H+3H,, t, J=7,1Hz).

RMN APT (S50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-f (172,7); C-L (168,2); C- j (155,9); C-Ar
(138,1; 128,5; 128,2; 128,0; 127,8; 127,5); C-k (88,5); C-p (72,2); C-g (64,1); C-o
(61,3); C-m (60,9); C-e (60,5); C-b (48,3); C-d (30,4); C-c (24,4); C-n (14,5); C-h
(14,0).

IV (filme, DCM): 2983 c¢cm ' (C-H), 1850-1900 cm "' (harménicas de aromatico),
1743 cm ™' (C=0, éster), 1675 cm ' (C=C), 1453 cm "' (C=C de aromatico), 1143 cm
' (C-0, éster).

3.5.3.e Obtenciao do produto 121
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Oleo laranja  C;3Hp;3NO,  PM=257 g/mol

A uma solugdo de prolinato de etila (1 eq) em CH3;CN a O° C adicionou-se
DIPEA (1.5eq) em CH;3;CN, apo6s 15 minutos adicionou-se o crotonoato de etila (1 eq)
em CH;CN. O banho de gelo foi retirado e a reagdo foi aquecida a 65° C por 42 horas.
Filtrou-se o precipitado branco formado e evaporou-se em rota vapor. A purificagao
fo1 feita por cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase estacionaria e

como eluente acetato de etila/ hexano na propor¢ao de 4:1.
Rendimento: 60 %.
[oz]D20 = -7 (C= 2,28, etanol)

RMN 'H (200MHz, CDCl; & ppm): 4,10 (2H,,, q, J=7,1Hz); 4,05 (2H,, q, J=7,1Hz);
3,54-3,49 (1H,, m); 3,41-3,37 (2H,, m); 3,23-3,21 (1H;, m); 2,38-2,32 (2H,, m); 2,10-
1,98 (2H+2H,, m); 1,31 (3H,, d, J=6,8 Hz); 1,22 (3H,+3H,, t, /= 7,6 Hz).
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RMN APT (S50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-L (167,3); C-f (166,2); C-g (65,2); C-e
(58,3); C-j (53,1); C-m (45,1); C-b (43,1); C-k (41,5); C-d (28,0); C-c (22,6); C-0
(17,0); C-n (11,9); C-h (11,6).

IV (filme, DCM): 2981 cm ' (C-H), 1737 cm ' (C=0, éster), 1197 cm ™' (C-O, éster).

3.5.3.f Obtencio do produto 122
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Oleo laranja C4H,sNO,  PM=271 g/mol

A uma solugdo de prolinato de isopropila (1 eq) em CH3CN a O° C adicionou-
se DIPEA (1.5eq) em CH;CN, apos 15 minutos adicionou-se o crotonato de etila (1
eq) em CH3;CN. O banho de gelo foi retirado e a reagao foi aquecida a 65 ° C por 42
horas. Filtrou-se o precipitado branco formado e evaporou-se em rota vapor. A
purificacdo foi feita por cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase

estacionaria e como eluente acetato de etila/ hexano na propor¢ao de 4:1.

Rendimento: 60 %.

RMN 'H (200MHz, CDCl; & ppm): 5,04- 4,98 (1H,, m); 4,33 (2H,, q, J= 6,8 Hz);
3,54-3,49 (1H,, m); 3,41-3,37 (2Hy, m); 3,23-3,21 (1H;, m); 2,38-2,32 (2Hy, m); 2,10-
1,98 (2H.+2Hg4, m); 1,41 (3H,+3H,, d, J=6,7 Hz); 1,31 (3H,, d, J/=6,8 Hz); 1,22 (3H,, t,
J=7,6 Hz).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-L (167,5); C-f (166,5); C-g (69,9); C-e
(58,3); C-j (53,2); C-m (45,1); C-b (43,2); C-k (41,6); C-d (28,0); C-c (22,8); C-h e C-i
(20,8); C-0 (17,1); C-n (11,6).

IV (filme, DCM): 2981 cm ™' (C-H), 1737 cm ' (C=0, éster), 1197 cm ™' (C-O, éster).
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3.5.4 Obtencio do produto 120
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Oleo incolor C¢H;(0, PM=114 g/mol

Ao acido crotdnico (1 eq) adiciona-se alcool etilico (1,1 eq) e diclorometano,
ap6s adiciona-se DMAP (0,1eq). Resfria-se a reagdo a 0 ° C e adiciona-se o DIC (1
eq). A reagao permaneceu por 30 minutos a 0 ° C ¢ 18 horas a t.a., foi filtrada e

evaporada em evaporador rotatorio.
Rendimento: 80%

IV (filme, DCM): desaparecimento da banda de hidroxila em 3200 cm 11705 cm ™!
(C=0, éster), 1245 cm ' (C-0, éster).

3.5.5 Obtencao dos produtos 123, 124, 125 e 126.

3.5.5.a Obtencio do produto 123
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Oleo amarelo C;;H;oNO, PM=229 g/mol

A uma solucao de 4cido acético (21 eq) e CH;CN (6ml / mmol) foi adicionado
o NaBH, (7 eq) em CH;CN lentamente, a uma temperatura de O° C. Apds o término
do borbulhamento adicionou-se o enaminoéster (1 eq) em CH3;CN. A reacdo
permaneceu por 1 hora e 30 minutos a O° C e atingiu a t.a. nos tltimos 30 minutos de
reacdo. A reagdo foi encerrada com 7 ml de agua, 3 ml de CH,Cl,, 3 ml de hexano e
NH,CI até PH 5. Apos extraiu-se a fase aquosa com CH,Cl, e evaporou-se o solvente.
A purificacdo foi feita por cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase

estacionaria e como eluente acetato de etila/ hexano na propor¢ao de 4:1.

Rendimento: 65%.
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RMN 'H (200MHz, CDCl; & ppm): 4,14 2H,,, q, J=7,1Hz); 3,73 (3H,, s); 2,98-3,28
(2Hy+1H,, m); 2,66-2,85 (1H;, m); 2,35-2,59 (2H,+1H;, m); 2,02-2,23 (1Hg, m); 1,79-
2,02 (2H+1Hg, m); 1,26 (3H,, t, J= 7,1Hz).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-L (174,2); C-f (172,0); C-g (65,6); C-m
(60,5); C-j (53,2); C-e (52,0); C-b(49,7); C-k (33,5); C-d (29,2); C-c (23,1); C-n
(14,2).

IV (filme, DCM): 2981 cm ' (C-H), 1737 cm ' (C=0, éster), 1197 cm ™' (C-O, éster).

3.5.5.b Obtenciao do produto 124
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Oleo amarelo C;,Hy,NO, PM=243 g/mol

A uma solucao de acido acético (21 eq) e CH;CN (6ml / mmol) foi adicionado
o NaBH, (7 eq) em CH;CN lentamente, a uma temperatura de O° C. Apds o término
do borbulhamento adicionou-se o enaminoéster (I eq) em CH3;CN. A reagdo
permaneceu por 1 hora e 30 minutos a O° C e atingiu a t.a. nos ultimos 30 minutos de
reacdo. A reacgdo foi encerrada com 7 ml de dgua, 3 ml de DCM, 3 ml de hexano e
NH,CI até PH 5. Apos extraiu-se a fase aquosa com CH,Cl, e evaporou-se o solvente.
A purificacdo foi feita por cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase

estacionaria e como eluente acetato de etila/ hexano na propor¢do de 4:1.
Rendimento: 65%.
[a]p"=-12 (C= 0,93, etanol)

RMN 'H (200MHz, CDCl;, 6 ppm): 4,12 (2H,,, q, /=7,1Hz); 4,07 (2H,, q, /=7,1Hz);
3,23-3,20 (1H,, m); 3,08-2,96 (2H,, m); 2,80-2,67 (2H;, m); 2,51-2,41 (2Hy, m); 2,11-
1,73 (2H.+2Hg4, m); 1,20 (3H,+3H,, t, J= 7,1Hz).
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RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-f (173,9); C-L (172,0); C-g (65,4); C-m
(60,3); C-5 (52,9); C-e (51,7); C-b (49,5); C-k (33,2); C-d (29,0); C-c (22,8); C-n
(13,9); C-h (13,8).

IV (filme, DCM): 2981 cm ' (C-H), 1737 cm ' (C=0, éster), 1197 cm ™' (C-O, éster).

3.5.5.c Obtenc¢ao do produto 125
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Oleo amarelo a marrom claro  C;,H,,NOs  PM= 289 g/mol

A uma solucao de 4cido acético (21 eq) e CH;CN (6ml / mmol) foi adicionado
o NaBH, (7 eq) em CH;CN lentamente, a uma temperatura de O° C. Apds o término
do borbulhamento adicionou-se o enaminoéster (1 eq) em CH3;CN. A reacdo
permaneceu por 1 hora e 30 minutos a O° C e atingiu a t.a. nos tltimos 30 minutos de
reacdo. A reagdo foi encerrada com 7 ml de agua, 3 ml de CH,Cl,, 3 ml de hexano e
NH,Cl até PH 5. Apds extraiu-se a fase aquosa com DCM e evaporou-se o solvente. A
purificagdo foi feita por cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase

estacionaria e como eluente acetato de etila/ hexano na propor¢ao de 4:1.

Rendimento: 65%.

RMN 'H (200MHz, CDCI;, 6 ppm): 7,23-7,42 (5Hy,, m); 4,49 (2H,, s); 4,08 (2H, q,
J=17,1Hz); 3,67 (3H,, s); 3,45-3,75 (1H.+2H +2H,, m); 3,03-3,16 (1H,, m); 2,64-2,84
(1Hy); 2,51-2,62 (2Hy, m); 1,71-2,15 (2H.+tH4, m); 1,22 (3H,, t, J= 7,1Hz).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-L (175,3); C-f (172,4); C-Ar (138,2; 128,2;
127,5; 127,4); C-p (73,0); C-o (71,7); C-e (62,4); C-m (60,3); C-j (56,4); C-g (51,7);
C-b (48,9); C-k (33,9); C-d (29,7); C-c (23,7); C-n (14,1).

IV (filme, DCM): 2979 cm ' (C-H), 1969 cm "' a 1890 cm *' (harménicas de
aromatico), 1735 cm ™' (C=0, éster), 1454 cm ' (C=C), 1182 cm ™' (C-O, éster).
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3.5.5.d Obtencao do produto 126
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Oleo amarelo a marrom claro  C;sHyNOs  PM= 303 g/mol

A uma solucao de 4cido acético (21 eq) e CH;CN (6ml / mmol) foi adicionado
o NaBH, (7 eq) em CH;CN lentamente, a uma temperatura de O° C. Apds o término
do borbulhamento adicionou-se o enaminoéster (1 eq) em CH3;CN. A reacdo
permaneceu por 1 hora e 30 minutos a O° C e atingiu a t.a. nos tltimos 30 minutos de
reacdo. A reagdo foi encerrada com 7 ml de agua, 3 ml de CH,Cl,, 3 ml de hexano e
NH,CI até PH 5. Apos extraiu-se a fase aquosa com CH,Cl, e evaporou-se o solvente.
A purificacdo foi feita por cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase

estacionaria e como eluente acetato de etila/ hexano na propor¢ao de 4:1.
Rendimento: 65%.

[a]p 2= -18 (C= 2,26, etanol)

RMN 'H (200MHz, CDCl; 6 ppm): 7,38-7,24 (5Hy,, m); 4,49 (2H,, s); 4,17 (2Hy, q,
J=1,1Hz); 4,09 (2H,, q, J= 7,1Hz); 3,45-3,71 (1H.+2H ;+2H,, m); 3,01-3,12 (1Hy, m);
2,59-2,77 (1Hy); 2,53-2,59 (2Hy, m); 2,05-1,79 (2H.+Hg4, m); 1,24 3H,+3H,, t, J=
7,1Hz).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 3 ppm): C-L (172,1); C-f (171,9); C-Ar (137,9; 128.2;
127,5; 127,3); C-p (72,9); C-o (71,3); C-e (62,3); C-m (60,4); C-j (56,4); C-g (49.2);
C-b (48,9); C-k (33,6); C-d (29,4); C-c (23,4); C-h (13.9); C-n (13.9).

IV (filme, DCM): 2979 cm ' (C-H), 1969 cm ' a 1890 cm ' (harménicas de
aromatico), 1735 cm ' (C=0, éster), 1454 cm ™' (C=C), 1182 cm ' (C-O, éster).
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3.5.6 Obtencao dos produtos 127 e 128

3.5.6.a Obtencao do produto 127

e a
(e
a
b N\/k\/OHr
J L 127

Oleo amarelo CgH;;NO, PM= 159 g/mol

Ao LiAlH, (2,66 eq) adicionou-se THF seco a O° C sob atmosfera inerte, apos
adicionou-se o diéster (1 eq) em THF seco. Retirou-se o banho de gelo ¢ a reagdo
atingiu t.a. onde permaneceu por 5 horas quando adicionou-se agua (4,12 eq, 4,78
mmol) e NaOH 5% (2,6 eq, 1,16 mmol) e manteve-se a mistura reacional t.a.

overnigth.
Rendimento: 95 %.

RMN 'H (300MHz, CDCL, & ppm): 3,41-3,90 (2Hq2H;, m); 2,23-2,71
(2Hy+2H+1H,, m); 1,62-1,91 (2H+2H+2H,, m).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 8 ppm): C-¢ (66,0); C-L (63,7); C-f (63,5); C-b (54.8);
C-j (54,5); C-c (29,9); C-d (27,5); C-k (23.5).

IV (filme, DCM): 3419 cm ' (OH), 2968 cm ' (C-H), 1051 cm ' (C-O de 4lcool

primario).

3.5.6.b Obtenc¢iao do produto 128
d q
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Oleo amarelo C;;H»sNO;  PM=219 g/mol
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Ao LiAlH, (2,66 eq) adicionou-se THF seco a O° C sob atmosfera inerte, apos
adicionou-se o diéster (1 eq) em THF seco. Retirou-se o banho de gelo e a reagdo
atingiu t.a. onde permaneceu por 5 horas quando adicionou-se agua (4,12 eq, 4,78
mmol) e NaOH 5% (2,6 eq, 1,16 mmol) e manteve-se a mistura reacional t.a.

overnigth.
Rendimento: 77 %

RMN 'H (300MHz, CDCl;, & ppm): 7,37-7,18 (5Hy,, m); 4,43 (2H,, s); 3,64-3,23
(QH#2H +2H,, m); 3,01-3,23 (1H, m); 2,72-2,98 (2Hy*+1H, m); 143-1,81
(ZHC+2Hd+2Hk, 1'1’1)

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-Ar (138,0; 128,7; 128,6; 127,9); C-p (73.,5);
C-o (71,7); C-L (64,7); C-f (64,0); C-e (62,5); C-b (61,6); C-j (57,9); C-k (35,1); C-c
(30,7); C-d (28,5).

IV (filme, DCM): 3384 cm ' (OH), 2991 cm ™ (C-H), 1930 cm ' a 1890 cm '

(harménicas de aromatico), 1049 cm ' (C-O de 4lcool primario).

3.5.7 Obtencao dos produtos 109, 132 e 133

3.5.7.a Obtencao do produto 109

b 109
Oleo marrom  C;H;sNO;  PM= 197 g/mol

A uma solugdo do éster (1eq) em THF seco adicionou-se s6dio metalico em
excesso. A reacao foi aquecida a refluxo por 4 horas. Encerrou-se a reacdo com HCI
3M até PH 1,5 e extraiu-se com cloroférmio. A purificagdo foi feita por cromatografia
em coluna utilizando silica gel como fase estaciondria e como eluente etanol ou

metanol.
Rendimento: 50-60%.

[a]p=-16 (C= 1,86, etanol)
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RMN 'H (300MHz, CDCls, & ppm): 3,94 (2H,,, q, J= 7,1 Hz); 2,96-2,81 (1H+2H,,
m); 2,49-2,29 (2Hy, m); 2,13-1,93 (2H+2Hg, m); 1,04 (3H,, t, J= 7,1 Hz).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-L (173,9); C-f (172,1); C-k (119,1); C-e
(65,7); C-m (60,5); C-j (53,1); C-b (49,7); C-d (33,7); C-c (23,0); C-n (14,0).

IV (filme, DCM): 3241 cm ' OH, enol), 1685 cm ™' (C=0, éster), 1661 cm ' (C=C),
1096 cm ™' (C-0, éster), 908 cm ' (C=C fora do plano).

3.5.7.b Obtencao do produto 132

132
Oleo marrom  C;3H»3NO,  PM= 257 g/mol

A uma solugdo do éster (1eq) em THF seco adicionou-se s6dio metalico em
excesso. A reacdo foi aquecida a refluxo por 4 horas. Encerrou-se a reacdo com HCl
3M até PH 1,5 e extraiu-se com cloroférmio. A purificagdo foi feita por cromatografia
em coluna utilizando silica gel como fase estacionaria e como eluente etanol ou

metanol.

Rendimento: 50-60%.

RMN 'H (300MHz, CDCl;, 6 ppm): 7,29-7,21 (5Ha,, m); 4,59 (2H,, s); 4,24-4,00
(1H;+2Hy, m); 3,89-3,62 (1H.+1H,, m); 3,15-2,83 (2H,, m); 2,33-1,89 (2H+2Hq4, m);
1,20 (3H,, t, J= 7,2 Hz).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-L (172,1); C-f (165,1); C-Ar (137,2; 127.8;
127,5; 127,2); C-k (120,1); C-p (72,6); C-e (70,1); C-j (68,5); C-0 (67,6); C-m (60,2);
C-b (56,6); C-d (26,9); C-c (24,0); C-n (13,7).
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IV (filme, DCM): 3250 cm "' (OH, enol), 2980 cm ™' (C-H), 1900-1950 cm '
(harménicas de aromatico), 1694 cm ™' (C=0, éster), 1453 cm ' (C=C), 1100 cm ' (C-
O, éster).

3.5.7.c Obtencio do produto 133

133
Oleo marrom C;;H;;NO; PM=211 g/mol

A uma solugdo do éster (1eq) em THF seco adicionou-se s6dio metalico em
excesso. A reacao foi aquecida a refluxo por 4 horas. Encerrou-se a reacdo com HCI
3M até PH 1,5 e extraiu-se com cloroférmio. A purificagdo foi feita por cromatografia
em coluna utilizando silica gel como fase estacionaria e como eluente etanol ou

metanol.
Rendimento: 55 %.
[a]p™" = -6 (C= 2,66, ctanol)

RMN 'H (300MHz, CDCl;,  ppm): 3,65 (2H,, q, J= 7,1 Hz); 3,47-2,97 (IHe+1H;,
m); 2,04 (2Hy, t, J= 7,2 Hz); 166-1,54 (2H.+2H4, m); 1,16 (32H,, t, J= 7,1 Hz); 1,06
(3H,, d, /= 7,4 Hz).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-L (172,2); C-f (157,5); C-k (109,1); C-e
(61,7); C-m (57,4); C-j (43,6); C-b (38,4); C-d (29,6); C-c (19,0); C-o0 (14,5); Cn
(13,4).

IV(filme, DCM): 3241 cm ' (OH, enol), 1685 cm ™' (C=0, éster), 1661 cm ' (C=C),
1096 cm ' (C-0, éster), 908 cm ' (C=C fora do plano).
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3.5.8 Obtencio do produto 110
0

d o

b 110
Oleo marrom  C;oH;3sNO;  PM= 195 g/mol
Rendimento: 80%

Ao enaminoéster adicionou-se DBU ou PPh; como catalisador e a reacdo
ocorreu em microondas com poténcia de 540W durante 10 ciclos de 1 minuto cada,
sem solvente. A purificacdo foi feita por cromatografia em coluna utilizando silica gel
como fase estaciondria e como eluente metanol/hidroxido de amonio na proporcao de
9:1.

[a]p’=-1 (C= 1,68, etanol)

RMN 'H (300MHz, CDCl;, 6 ppm): 7,70 (1H;, s); 3,60 (2H,,, q, J= 7,1 Hz); 3,38-
3,00 (1H+2H+2H,, m); 2,05-1,95 (2Hg4, m); 1,50 (3H,, t, J= 7,1 Hz).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-f (176,5); C-L (166,2); C-j (132,5); C-k
(98,1); C-e (60,3); C-m (49,5); C-b (45,04); C-d (27,5); C-c (23,2); C-n (14,0).

3.5.9 Obtencao dos produtos 134, 135, 136 e 137

3.5.9.a Obtenc¢ao do produto 134

134

Oleo marrom  C;3HysNO,  PM= 259 g/mol
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A uma solucao contendo LiAlH, (2.5 eq) em THF seco adicionou-se o produto
ciclizado (leq) em THF seco a 0 ° C e atmosfera inerte. A reagdo atingiu t.a. e
permaneceu por 5 horas, apds adicionou-se agua (4.0 eq) e solugdo de NaOH 5%
(0.125 ml/mmol) e deixou-se a reagdo overnigth. A reagdo foi filtrada em funil de

vidro sinterizado e concentrada em evaporador rotatério.
Rendimento: 50-60%.

RMN 'H (300MHz, CDCl;, & ppm): 7,27-7,18 (5SHy,, m); 4,59 (2H,, s); 4,05 (2H, q,
J= 17,1 Hz); 3,94 (1H;, m); 3,73 (2H,, m); 2,58-2,44 (IH~+2H,, m); 2,19 (1H,, m);
1,81-1,76 (2H+ 2Hy, m); 1,19 (3H,, t, J= 6,7 Hz).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-L (166,9); C-Ar (138,0; 128,2; 127,8;
127,5); C-p (72,9); C-f (70,6); C-0 (69,3); C-e (65,0); C-m (62,9); C-j (58,9); C-b
(56,4); C-k (49,1 ); C-d (27,5); C-c (24,3), C-n (14,0).

IV (filme, DCM): 3350 cm ™' (OH), 2980 c¢m ' (C-H), 1900-1950 cm ' (harménicas
de aromatico), 1694 cm ' (C=0, éster), 1453 cm ' (C=C), 1100 cm ™' (C-O, éster).

3.5.9.b Obtencio do produto 135

OH
a L oH
b 135
Oleo marrom claro a alaranjado CgH;sNO, PM= 157 g/mol

A uma solucdo contendo LiAlH, (4.0 e 5.0 eq) em THF seco adicionou-se o
produto ciclizado (1eq) em THF seco a 0 ° C e atmosfera inerte. A reagdo atingiu t.a. e
permaneceu por 5 horas, apds adicionou-se agua (4.0 eq) e solugdo de NaOH 5%
(0.125 ml/mmol) e deixou-se a reagdo overnigth. A reagdo foi filtrada em funil de
vidro sinterizado e concentrada em evaporador rotatério. A purificacdo foi feita por
cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase estacionaria € como eluente

etanol 99%.

Rendimento: 52%.
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[a]p’= -1 (C=2,37, etanol)

RMN 'H (300MHz, CDCl; & ppm): 4,96-4,62 (1H;, m); 3,66-3,52 (2H;, m); 2,62-
2,31 (2Hy+1H+2H;, m); 27-2,10(1H,, m); 2,02-1,45 (Ho+Hy, m).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-f (73,6); C-e (65,7); C-L (63,4); C-b (58,1);
C-j (52,5); C-k (36,4); C-d (29,6); C-c (23,2).

IV(filme, DCM): 3380 cm ' (OH), 2945 cm ' (C-H), 1265 cm ' (C-N).

3.5.9.c Obtencao do produto 136

OH

136
Oleo marrom claro a alaranjado C;;H;3sNO;  PM= 203 g/mol

A uma solucdo contendo LiAlH, (4.0 e 5.0 eq) em THF seco adicionou-se o
produto ciclizado (1eq) em THF seco a 0 ° C e atmosfera inerte. A reagdo atingiu t.a. e
permaneceu por 5 horas, apds adicionou-se agua (4.0 eq) e solucdo de NaOH 5%
(0.125 ml/mmol) e deixou-se a reagdo overnigth. A reacao foi filtrada em funil de
vidro sinterizado e concentrada em evaporador rotatorio. A purificagdo foi feita por
cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase estacionaria e como eluente

etanol 99%.
Rendimento: 52%.

RMN 'H (300MHz, CDCl;,  ppm): 4,51-4,37 (IH#2H,, m); 3,71-3,45 (2H,+2H,,
m); 3,37-2,70 (2Hy+1H+1H;, m); 1,96-1,39 (2H+2H,+1H,, m).

RMN APT (50MHz, CDCL,,  ppm): C-Ar (137,4; 128,2; 127,7; 127,6); C-p (73,3):
C-f (72,3); C-0 (69,6); C-¢ (67,5); C-j (66,6); C-b (54,8); C-k (51,1); C-d (28,4); C-c
(24,2).
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IV (filme, DCM): 3350 cm ' (OH), 2945 cm ' (C-H), 1600 cm ™' (C=C), 1950 cm ' a
1850 cm ' (harménicas de aromatico), 1095 cm ™' (C-O, éter), 1250 cm ™' (C-N).

3.5.9.d Obtenc¢ao do produto 137

OH

137
Oleo marrom claro a alaranjado CyH;;NO, PM=171 g/mol

A uma solucao contendo LiAlH4 (4.0 e 5.0 eq) em THF seco adicionou-se o
produto ciclizado 133 (1eq) em THF seco a 0 ° C e atmosfera inerte. A reagao atingiu
t.a. e permaneceu por 5 horas, apds adicionou-se agua (4.0 eq) e solucdo de NaOH 5%
(0.125 ml/mmol) e deixou-se a reagcdo overnigth. A reagdo foi filtrada em funil de
vidro sinterizado e concentrada em evaporador rotatério. A purificagdo foi feita por
cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase estacionaria e como eluente

etanol 99%.
Rendimento: 52%.
[a]p’=-1,3 (C= 3,64, etanol)

RMN 'H (300MHz, CDCl;, 6 ppm): 3,97-3,89 (1H;,m); 3,56-3,29 (2H,, m); 2,91-
2,82 (1H;, m); 2,59-2,37 (1H,, m); 2,23-2,12 (2H,, m); 2,00 (Hy, t, J= 7,1 Hz); 1,86-
1,47 2H+2Hg4, m).

RMN APT (50MHz, CDCl;, 6 ppm): C-f (66,5); C-e (63,5); C-L (62,0); C-j (59,9);
C-b (57,7); C-k (39,1); C-d (29,8); C-c (24,2); C-0 (18,2).

IV(filme, DCM): 3380 cm ' (OH), 2945 cm ' (C-H), 1265 cm ' (C-N).
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CAPITULO 3 — ENSAIOS BIOLOGICOS PRELIMINARES

Neste capitulo serdo abordados os resultados dos testes biologicos
desenvolvidos in vitro com alguns compostos sintetizados neste trabalho e também
com alguns intermedidrios da sintese.

Os testes s6 foram possiveis de serem realizados devido ao interesse dos
professores colaboradores de diversas equipes, que colocaram seus laboratorios,
conhecimentos e experiéncia a disposi¢do. Agradecemos a todos por isso,

antecipadamente.

4.1 Atividade antifingica

Os testes foram realizados pela profa Dra Suzana Zacchino na Faculdade de

Ciéncias Bioquimicas e Farmacéuticas de Roséario na Argentina.

4.1.1 Introduciao
Um dos desafios da pesquisa aplicada a micologia ¢ o desenvolvimento de

novos farmacos, em decorréncia da baixa eficiéncia e/ou da toxicidade dos
antifingicos empregados no tratamento das micoses sistémicas, oportunistas e/ou
disseminadas. O aumento significativo da incidéncia de micoses em individuos com
quadros de imunocomprometimento como HIV positivos, pacientes transplantados,
diabéticos, traumatismos como queimaduras, técnicas instrumentais diagndsticas ou
terapéuticas agressivas (cateteres, sondas, proteses) e alguns hdbitos como o uso de
drogas fornece a real dimensao da relevancia do estudo destas patologias. A avaliagao
do impacto das micoses invasoras se completa com a apari¢do de novas formas
clinicas de micoses nao descritas, devido a variagdo nos tipos de fungos patogénicos e

v . c o~ . . . 1
na selecdo de cepas resistentes resultantes da exposi¢ao a diversos antifingicos .
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As infec¢Oes fungicas sdo causadas principalmente por leveduras, mofos,
dermatoéfitos e fungos dimorficos. A levedura Candida albicans ¢ uma das maiores
causadoras de infeccdo, sendo normalmente encontrada na regido orofaringea, trato
gastrintestinal e vagina. E responsavel pela maioria das infecgdes vaginais e orais, que
ocorrem devido a distirbios na populacao normal da flora, por uso de antibitticos, ou
por flutuacdes hormonais. Em pacientes imunocomprometidos provocam infec¢des
sistémicas profundas que podem ser fatais”.

Alguns dos farmacos disponiveis para o tratamento de infec¢Oes fungicas
(sistémicas e superficiais) sdao anfotericina B, azdis, flucitosina (pro-farmaco),
tiocarbamatos, terbinafina e griseofulvina’.

Existem relatos na literatura de que alguns alcaldides pirrolizidinicos
apresentam atividade antifingica®’, como por exemplo a Lasiocarpina N-6xido que
inibiu o crescimento dos fungos Curvularia lunata ¢ Fusarium moniliforme® e a

lasiocarpina livre que inibiu o crescimento de Aspergillus niger’

4.1.2 Objetivos

Objetiva-se com este teste avaliar a atividade antifingica in vitro dos

compostos 135, 136 e¢ 137 sintetizados em solucao, frente a diversas cepas de fungos.
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4.1.3 Resultados e discussao

Os produtos 135, 136 ¢ 137 (Figura 4.1) foram purificados em cromatografia
em coluna e testados em nove microorganismos diferentes, conforme tabela abaixo, e

ndo apresentaram atividade antifiingica significativa nas condi¢des do experimento.

OH OH OH
N N N
7z‘—osn
135 136 137

Figura 4.1: Produtos sintetizados e testados para atividade antifungica.

Tabela 4.1: Concentracao Inibitéria Minima CIM e Concentracao fungicida minima*.

Ca Se Cn Afu | Afl Ani | Mg Tr Tm

>
Produto 135 | > 250 | > 250 | > 250 | >250 | >250 | >250 | >250 | 250 | >250
>
Produto 136 | > 250 | > 250 | >250 | >250 | >250 | >250 | >250 | 250 | >250
>

Produto 137 | > 250 | > 250 | > 250 | > 250 | >250 | >250 | >250 | 250 | >250

Anfotericina
B 0,78 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,125 10,0751 0,075

Terbinafina | 1,56 | 3,12 | 039 | 0,78 | 0,78 | 1,56 | 0,04 | 0,01 | 0,025

Cetoconazol | 0,5 0,5 0,25 10,125 | 0,5 0,25 | 0,05 10,025 0,025

*A presenca de apenas um valor, indica que os valores da CIM (ug/mL) e da CFM
(ng/mL) sdo semelhantes.

Apesar dos produtos testados nao apresentarem atividade contra os
microrganismos em questdo, sugere-se que sejam feitas modificagdes estruturais
levando-se em consideragdo as estruturas dos alcaldides pirrolizidinicos que

apresentam atividade antifingica, como por exemplo a Lasiocarpina’ ¢ a Europina™®’.
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Estes compostos normalmente apresentam grupamentos polares como hidroxilas,

carboxilas e aminas, além de ligagdes duplas.

4.1.4 Conclusoes

Os produtos testados ndo apresentaram atividade antifingica nas condi¢oes dos
experimentos, porém ndo se descarta a possibilidade de modifica-los e testd-los
novamente para esta atividade. Ja que existem relatos na literatura de alguns alcaloides

pirrolizidinicos que possuem atividade antifiingica.

4.1.5 Parte experimental

4.1.5.a Microrganismos e meios

Para a avaliacdo da atividade antifingica dos produtos 136, 137 e 138, foram
usadas cepas da American Type Culture Collection Rockville, MD, EUA (ATCC) e do
CEREMIC (C), Centro de referéncia Micologica, Faculdade de ciéncias Bioquimicas e
farmacéuticas, Rosdrio, Argentina: Ca: Candida albicans ATCC 10231, Sc:
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Cn: Cryptococcus neoformans ATCC 32264,
An:Aspergillus niger ATCC 9029, Afu: Aspergillus fumigatus ATCC 26934, Afl:
Aspergillus flavus ATCC 9170, Mg: Microsporum gypseum C 115, Tr: Trichophyton
rubrum C113, Tm: Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972. Os microrganismos

cresceram em agar inclinado sabouraud-cloranfenicol por 48 horas a 30°C.

4.1.5.b Testes de susceptibilidade antifungica

A concentracdo inibitoria minima (CIM) para cada produto isolado foi
determinada usando a técnica de microdiluicdo do caldo em microplacas de 96 pogos
como descrito pelo Comité Nacional para Padroes de Laboratérios Clinicos para
leveduras (M27-A2)" e para fungos filamentosos (M 38 A)''. Os valores de CIMs
foram determinados em meio de cultura apropriado- RPMI 1640 (Sigma, St. Louis,
MO, EUA), tamponado (pH=7,0) com MOPS (dcido morfopropileno sulfénico). A

inoculagdo inicial foi de aproximadamente 1x10° a 5x10° UFC/ml (UFC= unidades
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formadoras de colonias). As placas foram mantidas em camara escura por 35°C para o
desenvolvimento de leveduras e hialofitomicetos, ¢ a 28-30°C para dermatofitos. A
CIM foi definida como a concentracao inibitoria minima da amostra a qual resultou na
total inibi¢ao do crescimento dos fungos, apos um periodo de 48hs de incubagdo. A
suscetibilidade dos farmacos utilizados como padrdes cetoconazol, terbinafina e
anfotericina B foi definida como a concentracdo mais baixa do farmaco a qual resulta
na total inibicao do crescimento do fungo.

Para os ensaios, as amostras dos produtos isolados foram solubilizadas em
DMSO (concentracao final de 1%) e submetidas a uma série de duas diluicdes com
RPMI 1640, obtendo-se concentragdes entre 800- 0,98ug/mL, com volume final de
100uL. Este volume foi adicionado a cada halo, com excegdo do controle, onde a dgua
esterilizada foi adicionada ao pogo. A CIM foi definida como a concentragdo inibitéria
minima do produto que resultou em total inibi¢do do crescimento do fungo.

Para a realizacdo da avaliagdo antiflingica com os ensaios de microdilui¢ao em
caldo, as concentragdes dos produtos até 100pg/mL foram incorporados aos meios de
crescimento seguindo as diretrizes do NCCLS'™!"". A concentracdo inibitéria minima

considerada ativa para os produtos foi CIM <200 pg/mL.
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4.2 Avaliacio da atividade carrapaticida

Os testes foram realizados em colaboracdo com as professoras Gilsane Von
Poser do Laboratorio de Farmacognosia, Faculdade de Farméacia/UFRGS e Vera Lucia
Sarda Ribeiro, Laboratério do setor de acarologia e entomologia, Faculdade de

Veterinaria/UFRGS.

4.2.1 Introducio

A mudanga climatica advinda do aquecimento global pode ampliar a temporada
de polen e facilitar a difusdo de carrapatos transmissores de doengas no norte da
Europa, além de permitir que mosquitos prosperem em novas areas da Africa e da
Asia, disseram autoridades de saude publica'. Conforme especialistas presentes na
assembléia anual da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em Genebra, ocorrido em
maio de 2007, o aquecimento global ja& comegou a alterar os padroes de doencas
parasitarias e transmitidas pela agua em dareas vulneraveis a secas e inundagdes. A
OMS também citou o0 movimento dos carrapatos transmissores da doenga de Lyme
(que pode provocar desde sintomas leves até meningite, encefalite, alucinag¢des, perdas
de memoria, paralisia de musculos, problemas cardiacos e artrite) para o norte da
Europa, exemplo dos novos desafios sanitarios que vao acompanhar o continuo
aquecimento da Terra, um fendmeno que os cientistas atribuem principalmente a
atividade humana. Parasitas de grande impacto econdmico, o0s carrapatos
(Rhipichephalus (Boophilus) microplus) sao responsaveis por prejuizos anuais
estimados em mais de USS$ 2 bilhdes na criagdo de gado em geral no Brasil e mais de
USS$ 13 bilhdes no mundo. Os carrapatos interferem no desempenho do gado de corte,
afetando o peso e provocando queda na qualidade do couro e aumentam gastos com
medicamentos € mao-de-obra. O problema maior ¢ nos animais de origem européia e
seus cruzamentos. O controle quimico a base de piretroides feito com produtos para
pulverizacao ou aplicados sobre o dorso do animal, em banhos de aspersao ou imersao
e injetaveis vem tendo problemas de resisténcia, dai a necessidade de integrar métodos
de controle como a rotagdo de pastagens que auxilia no tratamento quimico. Um

periodo de descanso de pastagem de 42 a 46 dias ¢ suficiente para que os carrapatos
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morram por falta de alimento. A Embrapa Gado de Corte pesquisa o desenvolvimento
de uma vacina contra o carrapato, a partir de uma proteina. Por enquanto, as vacinas
disponiveis no mercado sdo importadas da Australia e de Cuba e tém eficiéncia
relativamente baixa. Isso evidencia a necessidade de desenvolver vacinas especificas

. 2
para os carrapatos brasileiros.

Existem também outras espécies de carrapatos que atingem ndo somente 0s
animais como também os humanos. A Febre Maculosa Brasileira, também chamada de
Febre Maculosa de Sao Paulo, tem como agente etiologico Rickettsia ricketsii, o
mesmo agente responsavel pela Febre Maculosa das Montanhas Rochosas nos EUA.
No contexto ecoldgico algumas espécies de carrapatos podem transmitir a rickettsia
para determinadas categorias de animais silvestres, dentre eles o cachorro do mato,
preas, roedores silvestres € os gambas. No Brasil, o carrapato “estrela do cavalo”
(Amblyomma cajennense) ¢ considerado o principal transmissor desta bactéria e esta
presente em todo territdrio nacional. Porém outras espécies de carrapatos, tais como,
Amblyomma cooperi (carrapato de capivaras), Amblyomma ovale (carrapato que
parasita canideos) Anocentor nitens (carrapato da orelha do cavalo) e do género
Amblyommae jé& apresentaram a presenca da bactéria. Os cdes atuam como carreadores
de carrapatos de animais silvestres para o peri-domicilio humano e constituem-se em
importantes indicadores da atividade do agente etiologico. A doenga no homem pode
ser aguda, febril e provocar manchas em todo o corpo iniciando-se pelas palmas das
maos e plantas dos pés ou com sintomas inaparentes, mimetizando o estado gripal.
Nos casos graves, pode haver necrose e morte dos tecidos, além de inchagos das
palpebras e do rosto, bem como das pernas. O periodo de incubag¢do da doenga no
homem varia de 3 a 14 dias e o inicio ¢ subito, com febre, dor de cabega, prostracao,
mialgias e confusdo mental. A doencga evolui para a gravidade em até 3 semanas. Os
casos fatais causados pela Febre Maculosa diminuiram drasticamente, apds a
descoberta de uma eficaz antibioticoterapia, além do uso intensivo de carrapaticidas
sobre os animais domésticos. No Brasil, relatos desta zoonose parecem estar limitados
aos estados da regido sudeste, porém, estudos de ocorréncia de Febre Maculosa no

Brasil, sugerem que a distribuicdo desta doenca pode ser mais ampla do que se



101

supunha’. As rickettsias se multiplicam nos tecidos do carrapato, ocorrendo tanto a
transmissdo transovariana quanto a transmissao transestadial permitindo ao carrapato
permanecer infectado durante toda a sua vida e também por muitas geragdes apds uma
infeccdo primaria, mesmo na auséncia de hospedeiros vertebrados parasit€émicos.
Portanto além de vetores os carrapatos sdo verdadeiros reservatorios das rickettsias na
natureza, uma vez que todas as fases evolutivas, no ambiente, sdo potencialmente
capazes de permanecer infectadas durante meses ou anos a espera de hospedeiro,
garantindo um foco endémico prolongado. Alguns vertebrados silvestres (roedores,
gambds, etc.) também representam o papel de reservatdrios ou depositarios
transitorios, infectando os carrapatos na fase de bacteremia (transmissao horizontal). O
homem adquire a doencga ap0s ter sido picado pelo carrapato e este ficar fixado a pele
do hospedeiro por um periodo varidvel de 4 a 20 horas sendo este tempo necessario

para uma possivel reativacio da R. rickettsii na glandula salivar do carrapato”.

4.2.2 Objetivos

Iniciar os testes para investigar a atividade dos produtos 109, 132, 133, 135,
136 e 137 em ovos e larvas de carrapatos da espécie Rhipichephalus (Boophilus)

microplus.

4.2.3 Resultados e discussao

Até o presente momento ndo existem relatos na literatura de alcaldides
pirrolizidinicos com atividades larvicidas nem ovicidas para a espécie de carrapato
testada, Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Os produtos testados (Figura 4.2)
foram sintetizados em solucdo e t€ém seus protocolos descritos no capitulo 2 deste

trabalho.
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Figura 4.2: Produtos testados contra R.(B.) microplus.

Os dois testes realizados tiveram etanol 96% como branco, que foi 0 mesmo

solvente utilizado para dilui¢cdo, além disso nao foi utilizado controle positivo, pois

nao existem no mercado produtos que sejam eficazes para as fases (ovos e larvas) nas

quais se encontravam os acaros testados. O produto mais utilizado no controle destes

animais ¢ o amitraz, porém tem atividade apenas em fémeas adultas.

O primeiro teste realizado foi para acdo ovicida, onde os resultados foram

trabalhados no programa estatistico ANOVA.

Tabela 4.2: Resultado da acao ovicida.

w 109 135 132 136 133 137
Controle 0 0 0 0 0 0
(etanol 96%)
100 100 100 100 100 100
10 pg/ml
100 93.3£11.5 93.7£5.7 100 99.7+0.58 100
5 pg/ml
21.7£20.2 100 73.3£37.8 100 21.7£10.6 100
2.5 pg/ml
10.7+£16.8 66.7+15.3 95.0+£8.7 | 89.3+18.5 | 95.3£8.1 | 74.0+£23.0
1.25 pg/ml
20.0£20.0 70.0+£10.0 | 13.3+11.5 | 16.7+13.6 | 30.0+10.0 | 50.0+30.0
0.625 pg/ml
0 0 0 0 0 0
0.125 pg/ml
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Conforme a Tabela 4.2 pode-se observar desvios padrdes altos para a atividade
ovicida, exceto nos amostras controle, assim como na maior € na menor concentragao.
Este teste sera refeito, porém ja se tém um indicativo de que as moléculas testadas sao
toxicas para ovos de carrapatos desta espécie, inibindo ndo somente a eclosdo, como
também a sobrevivéncia da larva.

A acdo larvicida também foi testada em triplicata em larvas de R. microplus,
cujos ovos foram coletados de animais sem tratamento carrapaticida em propriedades
particulares no interior do estado do RS. Os resultados obtidos estdo apresentados na
tabela seguinte.

Tabela 4.3: Resultado da acao larvicida.

Produto | Produto | Produto | Produto | Produto | Produto
109 132 135 136 133 137
Controle
(etanol 96%) 0 0 0 0 0 0
10 pg/ml
100 100 100 100 100 100
5 pg/ml
100 100 100 100 100 100
2,5 pg/ml
100 100 100 100 100 100
1,25 pg/ml
0 0 0 0 100 100
0,625 pg/ml
0 0 0 0 0 0
0,3125 pg/ml
0 0 0 0 0 0
0,150 pg/ml
0 0 0 0 0 0

Os brancos também foram feitos em triplicata utilizando somente etanol 96%
(utilizado para diluicdo) e obteve-se 0% de mortalidade apds as 48 horas do teste.
Como pode ser observado, os produtos 109, 132, 135 ¢ 136 apresentaram atividade
maxima até a concentracdo de 2,5 pg/mL e apds, a mortalidade foi de 0%. O que
indica que a concentragdo carrapaticida minima (CCM) est4 entre 2,5 pg/mL e 1,25
pg/mL e testes posteriores serdo realizados para detectar tal concentragcdo. J& os
produtos 133 e 137 apresentaram maior atividade que os anteriormente citados. Como

pode ser detectado na tabela acima, a concentragdo de 1,25 pg/mL provocou a morte
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de 100 % das larvas e a concentracao de 0,625 pug/mL ndo matou nenhuma. Neste
caso, também sera feita uma avaliacdo para descobrir qual ¢ a concentracdo

carrapaticida minima.

4.2.4 Conclusoes

A acdo ovicida apresentou resultados com desvios padroes altos, porém os
numeros obtidos sao um indicativo de que as moléculas testadas sdo toxicas para ovos
de carrapatos desta espécie, necessitando de mais testes para uma resposta conclusiva.
J& para a acdo larvicida, os produtos 109, 132, 135 e 136 mostraram-se ativos até a
concentragdo de 2,5 pg/mL e os produtos 133 e 137 foram mais ativos que os demais,
com um indice de mortalidade de 100% na concentracdo de 1,25 pg/mL. Serdo
necessarios mais testes para elucidar a CCM destes compostos. Porém os resultados
acima mostram uma tendéncia de que estes compostos possuem potencial para que, a
partir deles, novos compostos sejam planejados para a obtencdo de potenciais
candidatos para as acdes larvicidas e ovicidas. Além disso, outras espécies de acaros

poderao ser testadas.

4.2.5 Parte experimental

4.2.5.a Compostos

Os produtos 109, 132, 133, 135, 136 ¢ 137 testados foram sintetizados e estdo

descritos no capitulo 2 deste trabalho.

4.2.5.b Preparaciao das amostras

Para o teste de imersdo dos ovos e das larvas, os compostos foram diluidos
serialmente em etanol 96%, respectivamente, em ordem para obter-se as concentragdes
de 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2.5 pg/mL, 1.25 pg/mL, 0,625 ug/mL, 0,3125 ug/mL e 0,150

ng/mL. O branco foi apenas etanol 96% e nio foi utilizado controle positivo’.
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4.2.5.c Preparacao dos carrapatos

Coletaram-se fémeas de Ripicephalus (B.) microplus, no ultimo estidgio de
ingurgitamento, medindo aproximadamente 4.5mm. Estas fémeas foram lavadas com
dgua e secas em papel toalha, e o peso médio delas foi de 0,30 g. Depois, foram
incubadas a uma temperatura de 27-28 °C e umidade de 70-80% por aproximadamente
duas semanas até a postura dos ovos. Esses ovos futuramente geram as larvas que sao

utilizadas para a agdo larvicida’.

4.2.5.d Teste de imersao dos ovos

Aproximadamente 200 ovos férteis de R. (B.) microplus (0,01g) foram pesados
em tubos de vidro e imersos por 5 minutos em 1 mL de solu¢do teste contendo os
produtos sintetizados (10 pg/mL, 5 pg/mL, 2.5 pg/mL, 1.25 pg/mL, 0,625 pg/mL,
0,3125 pg/mL e 0,150 pg/mL). As solugdes foram removidas e apos a evaporagao do
solvente os tubos foram fechados com algodao e incubados a 27-280C e 70—-80% de
umidade relativa por aproximadamente 14 dias, até o inicio da eclosdo dos ovos’. O
branco foi feito com o mesmo etanol utilizado na dilui¢cdes seriadas. Todas as

concentragdes, inclusive o branco, foram realizados em triplicata (ver Figura 4.3).

Figura 4.3: Tubos contendo ovos para o teste de imersao (sempre em triplicata).

4.2.5.e Efeito na eclosao das larvas

O experimento foi realizado com R. (B.) microplus. Pesou-se aproximadamente
100 ovos feérteis (0,005g) em sacos de tecido do tipo TNT (1.0cm x 1.5cm)(ver Figura
4.4). Os sacos foram encubados a 27-28°C e 70-80% de umidade relativa por

aproximadamente 14 dias, até a eclosdo dos ovos. Apos mais 14 dias de incubacao, os
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sacos que continham as larvas prontas para o teste foram imersos por 5 minutos em
10- 20 ml de solugdo contendo os produtos sintetizados (10 pg/mL, 5 pg/mL, 2.5
pg/mL, 1.25 ng/mL, 0,625 pg/mL, 0,3125 pg/mL e 0,150 pg/mL). O controle foi feito
com o mesmo etanol utilizado pra as dilui¢des seriadas. Apods aproximadamente 1
hora, tempo para evaporar o solvente, os sacos foram incubados a 27-28°C e 70-80%
de umidade relativa por 48 hs. Larvas vivas e mortas foram contadas para calcular-se
posteriormente o percentual de mortalidade’. Todas as concentragdes testadas,

inclusive o branco, foram realizadas em triplicata.

Figura 4.4: Sacos contendo larvas para o teste de imersao (sempre em triplicata).
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A rota em SOFS mostrou-se promissora, pois em apenas trés etapas o produto
ja estava formado e clivado da Resina Merrifield. Esta metodologia proporcionou a
obten¢do de intermediarios puros, sem perda de produto e sem dificuldade nas
purificagdes. No futuro, outros experimentos serdo realizados utilizando-se outros
aceptores de Michael, possibilitando assim, a obtengdo de uma quimioteca de
derivados pirrolizidinicos.

A sintese em solucao foi eficiente para a obtengdo de andlogos de alcaloides do
tipo hiacintacina. A rota 2 mostrou-se mais favoravel a obtencdo dos compostos em
questdo e a rota 1 serd testada com outros protocolos. Além disso, a terceira rota
também precisa de estudos adicionais, mas ja demonstra uma tendéncia de que
analogos insaturados poderdo ser obtidos. A maioria das reagdes apresentou
rendimentos satisfatorios, porém ainda podem ser otimizadas a fim de evitar-se a etapa
de purificagdo que causa muitas vezes perda ou degradagdo de alguns intermediarios.

Quanto aos testes farmacologicos preliminares, os produtos testados nao
apresentaram atividade antifingica nas condi¢cdes dos experimentos, porém nao se
descarta a possibilidade de modifica-los e testd-los novamente para esta atividade.
Quanto a acdo ovicida os produtos apresentaram resultados com desvios padrdes
altos, porém os ntimeros obtidos s@o um indicativo de que as moléculas testadas sdo
toxicas para ovos de carrapatos desta espécie, necessitando de mais testes para uma
resposta conclusiva. J& para a acdo larvicida, os produtos 109, 132, 135 ¢ 136
mostraram-se ativos até a concentragdo de 2,5 pg/mL e os produtos 133 e 137 foram
mais ativos que os demais, com um indice de mortalidade de 100% na concentracao
de 1,25 pg/mL. Serdo necessarios mais testes para elucidar a CCM destes compostos.
Porém os resultados acima mostram uma tendéncia de que estes compostos possuem
potencial para que, a partir deles, novos compostos sejam planejados para a obteng¢ao
de potenciais candidatos para as agdes larvicidas e carrapaticidas. Além disso, outras

espécies de acaros poderdo ser testadas.
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Anexo 1: Espetro de IV da Resina Merrifield (RM) 41.
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Anexo 2: Espetro de IV da reacdo de acoplamento (produto 102).
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Anexo 3: Espetro de IV da subtragdo entre a reagdao de acoplamento e a RM.
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Anexo 4: Espetro de IV da retirada do grupamento protetor Boc (produto 103).
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Anexo 5: Espetro de IV da subtragdo entre a reacdo da retirada do grupamento protetor Boc e a RM.
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Anexo 6: Espetro de IV da adi¢ao de Michael (produto 104).
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Anexo 7: Espetro de IV da subtracao entre a adi¢ao de Michael e a RM.
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