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RESUMO

LIBERTO, Natalia Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro
de 2010. Sintese do avenaciolideo e novos analogos aromatico s e sua
atividade frente a fungos fitopatogénicos . Orientadora: Mayura Marques
Magalhdes Rubinger. Co-orientadores: Sergio Antonio Fernandes e Laércio
Zambolim.

O avenaciolideo, (1R,5R,6R)-4-metilideno-6-octil-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]-
octano-3,8-diona, é uma bis-y-lactona natural isolada de culturas de A.
avenaceus e apresenta atividade antifungica. Este trabalho, descreve a sintese
do avenaciolideo e de analogos sintéticos inéditos (1R,5R,6R)-6-(2-ariletil)-4-
metilideno-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]octano-3,8-dionas, sendo os grupos arila: 2-
metilfenila e 3-metilfenila. Utilizou-se como material de partida a D-glicose,
numa rota sintética envolvendo 12 etapas. Foram preparados 27 compostos,
sendo 14 inéditos, que foram caracterizados por espectroscopias no
infravermelho e de ressonancia magnética nuclear, analises elementares e
espectrometria de massas. As bis-lactonas sintetizadas e o analogo com o
grupo 4-metilfenila tiveram sua atividade antifingica testada contra Aspergillus
flavus, Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium solani. Ensaios biologicos de
difusdo em disco e testes pelo método Poisoned food foram realizados. Todos
0s compostos foram ativos contra os trés fungos, sendo o avenaciolideo o mais
ativo. O analogo aromatico com substituinte metila na posicéo orto apresentou
inibicdo maior do que aquele com substituinte na posicdo meta, e este por sua
vez foi mais ativo que o0 composto com substituinte em para, sendo este
resultado semelhante para os trés fungos testados indicando que a cadeia
lateral ligada ao C6 da bis-ylactona apresenta um papel importante na
atividade antifungica, modulando a intensidade da atividade. Os compostos
sintetizados foram mais ativos contra C. gloeosporioides e menos ativos contra
F. solani, apresentando atividade intermediaria contra A. flavus. Concluiu-se
gue a cadeia lateral interfere na atividade das bis-ylactonas e que o

avenaciolideo tem potencial como agroquimico.
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ABSTRACT

LIBERTO, Natalia Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February
2010. Synthesis of avenaciolide and new aromatic analogue s and their
activity against phytopathogenic fungi. Adviser: Mayura Marques Magalhaes
Rubinger. Co-Advisers: Sergio Antonio Fernandes and Laércio Zambolim.

Avenaciolide, (1R,5R,6R)-4-methylidene-6-octil-2,7-dioxabicyclo[3.3.0]-
octan-3,8-dione, is a natural bis-ylactone isolated from cultures of A.
avenaceus and possess antifungal activity. This dissertation describes the
synthesis of avenaciolide and new synthetic analogues (1R,5R,6R)-6-(2-
arylethyl)-4-methylidene-2,7-dioxabicyclo[3.3.0]octan-3,8-diones, with the aryl
groups: 2-methylphenyl and 3-methylphenyl. D-glucose was used as starting
material. Twenty-seven compounds were prepared and 14 of them are
unpublished. The new compounds were characterized by infrared and nuclear
magnetic resonance spectroscopies, elemental analysis and mass
spectrometry. The compounds synthesized and the analogue with group 4-
methylphenyl had their antifungal activity tested against Aspergillus flavus,
Colletotrichum gloeosporioides and Fusarium solani. Biological assays were
performed using the disk diffusion and Poisoned food methods. All compounds
were active against these fungi, and the avenaciolide was the most active. The
aromatic analogue with methyl substituent in the orto position showed greater
inhibition than that with the substituent in meta, which was more active than the
compound with the substituent in para position. These results were observed for
the three fungi tested indicating that the side chain attached to C6 of bis- )
lactone has an important role in the antifungal activity, modulating the intensity
of the activity. The compounds were more active against C. gloeosporioides
and less against F. solani, showing intermediate activity against A. flavus. It was
concluded, therefore, that the side chain interferes in the activity of these bis- )

lactones and that the avenaciolide has potential as agrochemical.
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INTRODUCAO GERAL

As doencas de plantas sdo ocasionadas geralmente por tipos diferentes
de organismos. Aquelas que afetam folhas, frutos e hastes geralmente séo
causadas por bactérias, virus ou fungos.

As principais doencas das plantas sdo causadas por fungos que
produzem enormes quantidades de esporos, que sao rapidamente propagados
pelo vento, 4gua, insetos ou outros animais. Os fungos sao dificeis de serem
eliminados porque podem manter-se dormentes no solo, em restos de plantas
gue se encontram em decomposi¢cdo ou em uma planta saudavel, a espera das
condicBes climaticas adequadas para voltarem a se multiplicar.

Os prejuizos financeiros causados pelas doengas fangicas podem ser
diretos, pela queda na producdo, alterando tanto a qualidade quanto a
quantidade do produto. Os prejuizos indiretos ocorrem pela implantacdo de
medidas de controle, muitas vezes dispendiosas. Muitos dos agentes
patogénicos, particularmente fungos e bactérias causadores de podrid6es
moles, bolores e mofos, continuam causando prejuizos pela disseminacdo por
plantas matrizes e apdés a colheita no periodo de armazenamento
(SOLOGUREN e JULIATTI, 2007).

Um dos modos mais eficazes de controlar doencgas de plantas € o uso
dos agroquimicos. atualmente ha no mercado dezenas de principios ativos com
acao fungicida, mas por desenvolverem resisténcia fungica ha necessidade de
constantes estudos para a producéo de novos compostos ativos (zambolim et
al., 2007).

Varios fungicidas comerciais sdo toxicos a outros seres vivos ou contém
substancias que podem resultar em problemas ambientais. portanto, o
desenvolvimento de novos defensores quimicos mais potentes e menos
danosos ao ambiente é desejavel.

Assim como outros seres vivos, 0s fungos produzem metabdlitos
secundarios, com a finalidade de se defenderem de outros organismos
competidores ou predadores. A primeira referéncia sobre metabdlitos fungicos
foi publicada em 1911, mas em menos de 100 anos, até o segundo trimestre de
2007, haviam sido cadastradas nos bancos de dados Caplus e Medline 11376

1



publicacdes sobre este tema, inclusive patentes, evidenciando o crescente
interesse por esta area. (TAKAHASH e LUCAS, 2008)

O avenaciolideo (figura 1.1) € um metabdlito fangico, isolado de
Aspergillus avenaceus por BROOKES e colaboradores em 1963 e mostrou-se

ativo contra diversos fungos e bactérias.

'~ =
= =
< =
Iy =
= =
= =

=
= =

/ﬁ(a
(6]
Figura 1.1 Férmula estrutural do avenaciolideo.

Em trabalhos realizados anteriormente foram preparados analogos ao
avenaciolideo contendo diferentes grupos alquila em substituicdo ao grupo
octila e alguns analogos aromaticos (CASTELO-BRANCO et al.,, 2007;
MAGATON et al.,, 2007; BARROS, 2008; CASTELO-BRANCO et al., 2009).
Este projeto pretendeu dar continuidade a esses estudos buscando o
desenvolvimento de novos analogos ao avenaciolideo com grupos aromaticos
na cadeia lateral ligada ao carbono-6 do esqueleto bis-lactonico, e estudar sua
atividade para verificar a influéncia da posicdo de substituintes no anel
benzénico (orto, meta e para) para a atividade.

Portanto, os objetivos especificos deste trabalho foram:

» Sintese do avenaciolideo e de bis-ylactonas analogas com os grupos 2-
(o-metilfenil)-etila e 2-(m-metilfenil)-etila;

» Caracterizagcdo dos produtos de sintese por analise elementar,
espectroscopias no infravermelho e de ressonancia magnética nuclear,
espectrometria de massas, temperatura de fuséo e rotacdo especifica.
 Estudo da atividade fungicida dos compostos sintetizados contra os
fungos Aspergillus flavus, Colletotrichum gloesporioides e Fusarium solani,
em diferentes doses, comparando com a atividade apresentada por
fungicidas comerciais e pelo analogo contendo o grupo 2-(p-metilfenil)-etila,
previamente sintetizado por CASTELO-BRANCO et al. (2009).



CAPITULO 1

SINTESE DO AVENACIOLIDEO E DE ANALOGOS AROMATICOS
1.1. INTRODUCAO

A descoberta de novos fungicidas pode ser feita a partir do estudo de
produtos naturais (GULLINO, 2000). Metabdlitos secundarios ativos geralmente
estdo presentes em quantidades pequenas nos seres vivos. Assim, para
estudar a relacdo estrutura-atividade é necessario obter maiores quantidades
dessas substéncias, ou mesmo preparar compostos de estruturas
semelhantes. Portanto, a preparacdo de analogos pela via sintética é muito
utilizada.

Dentre as estruturas presentes em produtos naturais com atividade
bioldgica, as ylactonas sdo uma das mais abundantes (KHAN et al., 2006).

O avenaciolideo (1) é uma bis-)lactona (Figura 1.2), e é um fungicida
natural que foi isolado por Brookes et al. de culturas de Aspergillus avenaceus

(BROOKES et al., 1963) que contém trés centros quirais.

CgH,7 H CaHg

Hite C2H5 ? O Hine 0

Ha H:‘ifo Had (0]
s‘\\ H § H S H

O

(0]
4

O
O
/||||||||

Figura 1.2. Metabdlitos secundéarios de estrutura bis-lactbnica isolados de
culturas de fungos.

Avenaciolideo (1), isoavenaciolideo (2) e etisolideo (3) (Figura 1.2)
constituem um trio de metabolitos isolados de culturas de Aspergillus e
Penicillum. O canadensolideo (4) foi isolado de culturas de Penicillum
canadense (McCORKINDALE et al., 1968). O avenaciolideo é o que exibe a
maior e mais diversa atividade bioldgica, como a inibicdo da germinacdo de
esporos de fungos e acéo antibacteriana (MEYER, 1973; ALDRIDGE e
TURNER, 1971).



A descoberta da atividade antifungica do avenaciolideo in vitro motivou o
desenvolvimento de varias rotas sintéticas para a sua preparacdo (MARTIN et
al, 1998). Este trabalho seguiu a estratégia desenvolvida por Anderson e
Fraser-Reid (1985). Esta escolha permitiu a preparacdo do (-)-avenaciolideo
(mesma configuracdo do produto natural) e de analogos com diferentes grupos
substituintes em C6, obtidos com a devida pureza enantiomérica a partir de D-

glicose, material de partida de baixo custo (Esquema 1).
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Esquema 1. Rota sintética usada neste trabalho para a obtencdo do

avenaciolideo e analogos opticamente ativos.



A rota sintética proposta por ANDERSON e FRASER-REID (1975 e
1985) ja foi utilizada com éxito na preparacdo de diversos analogos ao
avenaciolideo opticamente ativos com variacdo da cadeia lateral e também de
grupos funcionais (CASTELO-BRANCO et al., 2007; MAGATON et al., 2007,
BARROS, 2008, CASTELO-BRANCO et al., 2009). A rota (esquema 1) inicia-
se com a protecdo de quatro hidroxilas da D-glicose [1] (SCHMIDT, 1962),
levando a obtenc&o do produto [2], que € oxidado com PDC (dicromato de
piridinio), formando a cetona [3] (CZERNECKY,1985), que € posteriormente
submetida a uma reagcdo de Wittig-Horner, formando o éster [4] contendo o
grupo precursor de um dos anéis lacténicos (ROSENTHAL e NGUYEN, 1969).
A hidrogenacdo do éster formado leva ao composto [5] que, apds ser
submetido a hidrolise acida seletiva na presenca de H,SOq4, gera o diol [6]. Uma
clivagem oxidativa de [6] com NalO, forma o aldeido [7]. Esse aldeido, ja
descrito na literatura (ROSENTHAL e NGUYEN, 1969), é o precursor-chave do
avenaciolideo (ANDERSON e FRASER-REID, 1985) e das bis-lactonas
analogas inéditas descritas nesta dissertacao.

O aldeido [7] pode ser submetido a reacdes com diferentes ilideos,
preparados in situ a partir de sais de Wittig e butilitio, formando os compostos
[8]. ApGs hidrogenacao e posterior hidrdlise acida, sdo produzidas as estruturas
biciclicas [10] que, por oxidacdo de Jones, fornecem as bis-lactonas [11]. Na
dltima etapa o0 grupo metilénico exociclico pode ser adicionado via
intermediarios acidos, seguindo a metodologia descrita por PARKER e
JOHNSON (1973), obtendo-se assim o0 avenaciolideo e o0s analogos
aromaticos [13].

Os anélogos [13] preparados neste trabalho apresentam diferentes
cadeias laterais em C6: 2-CH3CgH4CH>CH, [13b] e 3-CH3C¢H4CH,CH, [13c],
gue os diferem do produto natural avenaciolideo (CH3(CH,); [13a]). A discusséo
da sintese e caracterizacdo dessas substancias, assim como a metodologia
experimental utilizada, encontram-se nos itens 1.2 e 1.3 deste Capitulo. O
Capitulo 2 desta dissertacdo descrevera os estudos de atividade antifingica

realizados.



1.2. MATERIAIS E METODOS

A montagem da figura 1.3 foi utilizada para todas as reac¢des sob refluxo

para tratamento de solventes.

Saida de agua

Entrada de agua

FIGURA 1.3. Montagem utilizada para tratamento de solventes: (a) manta ou
chapa aquecedora; (b) baldo contendo o solvente e o agente de tratamento; (c)
frasco coletor; (d) condensador; (e) tubo com cloreto de célcio anidro. Para
manter a mistura em refluxo deve-se manter a torneira (i) aberta e para coletar
o solvente deve-se fechar a torneira (i). O solvente é retirado do frasco coletor

através da torneira (ii).

1.2.1 Tratamento de Solventes e Reagentes
1.2.1.1. Tratamento de Acetona

Para a secagem da acetona utilizada na reacdo de protecdo da D-

glicose, 40 g de carbonato de potassio seco previamente na estufa a 120° C



por 2 horas, foram adicionados a 600 mL de acetona. Deixou-se em refluxo por
2 horas. A acetona seca foi destilada e armazenada em frasco vedado
contendo peneira molecular 4A (PERRIN e ARMAREGO, 1996).

Para o tratamento da acetona utilizada na reacédo de oxidacdo de Jones
(etapa 8), 250 mL de acetona PA foram submetidos a 3 horas de refluxo com
permanganato de potéssio. Este foi adicionado com o solvente ja em refluxo
até que a coloracdo roxa permanecesse constante. A acetona tratada foi
destilada e armazenada em frasco limpo (PERRIN e ARMAREGO, 1996).

1.2.1.2. Tratamento de Acido Acético

Para a secagem do acido acético foram adicionados 3,0 mL de anidrido
acético em 100 mL de acido acético glacial. A mistura foi deixada sob refluxo
por 2 horas. Em seguida destilou-se e armazenou-se em frasco vedado
contendo peneira molecular 4A (PERRIN e ARMAREGO, 1996).

1.2.1.3. Tratamento de Diclorometano

O diclorometano foi tratado com hidreto de célcio na proporcédo de 1,5 a
2% m/v, sob refluxo por 2 horas, destilado e armazenado em frasco vedado
contendo peneira molecular 4A (PERRIN e ARMAREGO, 1996).

1.2.1.4. Tratamento de Eter Dietilico

O éter dietilico foi tratado diferentemente para etapas distintas da rota
sintética. Para a preparacao dos sais de Wittig (brometo de heptiltrifenilfosfonio,
brometo de (2-metilbenzil)trifenilfosfénio e brometo de (3-metilbenzil)trifenil-
fosfénio) o solvente foi tratado com sulfato de magnésio anidro, filtrado e
armazenado em recipiente vedado contendo peneira molecular 4A por 24

horas.

Para a etapa 3 da rota sintética, na qual era importante a auséncia de
agua, apos o tratamento com sulfato de magnésio anidro, o éter foi submetido
a 3 horas de refluxo com raspas de sbédio metalico. Adicionou-se, entao,
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benzofenona, deixando-se sob refluxo até que a solucdo obtivesse coloracéo
azul, caracterizando a secagem do solvente. Entdo, o éter foi destilado e
armazenado em recipiente vedado, contendo peneira molecular 4A (PERRIN e
ARMAREGO, 1996)

1.2.1.5. Tratamento de Tetraidrofurano e Tolueno

O tolueno e o tetraidrofurano (THF) VETEC foram tratados com raspas
de sodio metalico e deixados sob refluxo por 3 horas. Apds esse tempo
adicionou-se, entéo, benzofenona, deixando-se sob refluxo até que a solucéo
obtivesse coloragédo azul. Entdo, o solvente seco foi destilado e armazenado
em recipiente vedado, contendo peneira molecular 4A (PERRIN e
ARMAREGO, 1996).

1.2.1.6. Ativacao da Peneira Molecular

A peneira molecular 3A, pulverizada e previamente pesada, foi ativada
por aguecimento a uma temperatura de aproximadamente 300 °C em mufla,
durante 5 horas. Apés esse periodo retirou-se a peneira molecular e deixou-se

resfriar em dessecador, utilizando-se em seguida.

1.2.1.7. Purificagéo do Cloreto de Zinco

A um béquer contendo 50,0 g de ZnCl, adicionou-se 50,0 mL de HCI
concentrado e aqueceu em chapa (aproximadamente 120 °C) sob agitagcéo
magnética até a solidificacdo completa do sal (PERRIN e ARMAREGO, 1996).

1.2.2. Técnicas Cromatograficas
1.2.2.1. Cromatografia em camada delgada

Foram utilizadas placas (ALDRICH) de silica gel 60 (espessura de 250
um) sobre vidro e sobre aluminio. Camara de luz UV de A = 254 nm



(ESPECTRLINE modelo CM10) e solugdo alcodlica de acido fosfomolibdico
(4,0 g de acido / 100 mL de etanol) foram utilizadas como reveladores.

1.2.2.2. Cromatografia em coluna

A purificacdo das substancias foi realizada por cromatografia em coluna
de silica gel 60 (70-230 mesh) como fase estacionaria. O eluente usado varia
de acordo com a substancia a ser purificada.

Na maioria dos casos foi utilizada silica-gel recuperada da seguinte

forma:

A silica gel usada foi lavada com etanol e agua. Para cada 100 g de
silica-gel adicionaram-se duas aliquotas de 65,0 mL de peroxido de hidrogénio
a 30% com intervalo de 1 hora entre cada adicdo. Deixou-se a silica exposta ao
sol por um periodo de 5 horas. Filtrou-se a vacuo e lavou-se com 2 L de agua
destilada. A silica foi ativada na estufa a 125 € durante 48 horas. (TEIXEIRA
et al., 2003)

1.2.3. Caracterizacdo de substancias
1.2.3.1. Temperatura de Fuséao

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho MQAPF-301
MICROQUIMICA, sem correcao.

1.2.3.2. Rotagédo Especifica

As medidas de rotacdo especifica foram realizadas em um polarimetro
Bellingham+Stanley Model D. A concentracdo dos compostos € dada em
9100 mL™,



1.2.3.3. Andlise Elementar

As andlises elementares de C e H dos compostos sintetizados foram
realizadas em aparelho Perkin Elmer 2400, do Departamento de Solos da UFV.

1.2.3.4. Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros no infravermelho foram registrados a partir de pastilhas de
KBr para os compostos solidos. Para os compostos oleosos a andlise foi feita
espalhando-se a amostra sobre um cristal de NaCl. Em alguns casos as
amostras solidas foram dissolvidas em diclorometano e a solucédo espalhada
sobre um cristal de NaCl. O espectro foi obtido apds evaporacdo do solvente.
As andlises foram realizadas com um espectrofotbmetro PERKIN ELMER
SPECTRUM FT-IR 1000.

1.2.3.5. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nu  clear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN
de 'H, 300 MHz) e de carbono (RMN de *3C, 75 MHz) foram obtidos em
espectrometros VARIAN MERCURY 300. Cloroférmio deuterado (CDCI3) foi o
solvente utilizado e o tetrametilsilano (TMS) foi o padréo de referéncia interna
(0 = 0). As constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz
(Hz2).

1.2.3.6. Espectrometria de Massas

Os espectros de massas foram obtidos em um equipamento CG-EM
SHIMADZU GCMS-QP5050A do Laboratério de Andlise e Sintese de
Agroquimicos (LASA) do Departamento de Quimica da UFV. As separacfes
ocorreram em uma coluna DB-5 ms de 30m x 0,25 mm de diametro e 0,25 pm

de espessura com a seguinte programacédo de temperatura: 80 °C inicial, 6 °C/
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min até 220 °C. A energia da ionizacao foi de 70 eV e o detector usado foi o de

massas.

1.2.4. Desenvolvimento da rota sintética

1.2.4.1. Sintese de 1,2:5,6-di- O-Isopropilideno- a-D-glicofuranose [2].

MeZCO
H ZnCIZ, H3PO4

Ol
T
Ol

[1] [2]

A um baldo de fundo redondo de 500 mL, adicionaram-se 37,74 g (0,21
mol) de a-D-glicose anidra (VETEC) e, sob agitacdo magnética, 250 mL de
acetona seca, 30,16 g (0,22 mol) de ZnCl, anidro pulverizado e 1,10 mL (1,88
g; 0,019 mol) de acido fosforico 85% (MERCK). Deixou-se a mistura sob
agitacdo durante 30 horas a temperatura ambiente. O final da reacéo foi
determinado através de CCD, usando-se como eluente hexano/AcOEt 2:1 v/v.
A D-glicose [1] (11,48 g, 0,06 mol) que nao reagiu foi coletada por filtracdo a
vacuo e lavada com 500 mL de acetona. Os filtrados reunidos foram resfriados
e alcalinizados com solucéo de hidroxido de sédio [42,6 g de NaOH em 42 mL
de agua destilada]. O material inorganico insoluvel de cor branca formado
(Zn(OH),), foi removido por filtragdo simples e lavado com acetona. Os filtrados
reunidos, de coloracdo amarela-palha, foram concentrados sob pressédo
reduzida. O residuo foi diluido com 100 mL de agua destilada e extraido com
cloroférmio (5 x 60 mL). A porcdo orgéanica foi secada com Na,SO, anidro,
filtrada e concentrada em evaporador rotatorio. Os cristais foram purificados em
coluna de silica-gel usando como eluente AcOEt/hexano 2:1 v/v e em seguida
recristalizados em cloroférmio-hexano (1:2 v/v), obtendo-se cristais brancos de
[2]. (34,16 g, 0,13 mol, 90 %)

Produto [2]

Formula Molecular:  CiH2006 (M: 260,28 g'mol™).

11



Aspecto: Sodlidos brancos.
Tr. 105,3-106,4 °C (Produto comercial Aldrich: Ts: 109-113 °C)
CCD: Rt: 0,38 (AcOELt/ hexano 1:2 viv).

Infravermelho de [2] (KBr, vwadcm™): 3430, 2984, 2935, 2901, 2871, 1457,
1426, 1317, 1287, 1248, 1221, 1162, 1119, 1089, 1065, 1031, 1009, 943, 885,
847, 785, 637.

1.2.4.2. Sintese de 1,2:5,6-di- O-isopropilideno- a-D-ribo-hexofuran-3-ulose
[3]

>< <

O

7/,
(/) 7 ///
4

PDC, CH,Cl,

o)
—_—
“, ) “, Y
HO o Peneira 3A o o

[2] [3]
1.2.4.2.1. Preparo do Oxidante Dicromato de Piridin io (PDC)

A um béquer de 500 mL contendo uma solucdo de 6xido de créomio(VI)
(34,0 g de CrO3 em 34,0 mL de agua destilada), em banho de gelo e sal,
adicionaram-se gradualmente 28 mL de piridina. A esta solucdo adicionaram-se
300 mL de acetona gelada. A mistura foi agitada com um bastdo de vidro.
Formaram-se cristais alaranjados (57,5 g, 90,2% de rendimento), que foram
filtrados a vacuo e lavados com acetona gelada. (CZERNECKI et al., 1985). O
esquema 2 mostra a sintese do PDC.

= |
2 || +2Cro3 + HO 5 | X
NN

Cr,02

Esquema 2 — Sintese do PDC
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1.2.4.2.2. Reacgao de oxidagao

A um baldo de fundo chato de 250 mL, adicionaram-se 7,5 g de
diacetona-D-glicose [2] (0,029 mol) e 175 mL de diclorometano seco.
Acrescentaram-se, sob agitacdo magnética, o oxidante PDC finamente
pulverizado (16,25 g, 0,044 mol), 22,5 g de peneira molecular 3A previamente
triturada e ativada (conforme descrito em 1.2.1.6) e 5,8 mL de &cido acético
glacial seco. Adaptou-se um tubo de cloreto de célcio anidro ao baldo e o
sistema foi deixado sob agitacdo durante 18 horas. A mistura foi filtrada em
funil de placa porosa, acrescentando-se uma pequena quantidade de celite ao
fundo do funil antes da filtragdo. Lavou-se o residuo com acetato de etila.
Concentrou-se o filtrado em evaporador rotatorio. Ao concentrado foram
adicionados éter dietilico seco (500 mL) e MgSO, anidro (aproximadamente 2
g). A mistura foi filtrada novamente em funil de placa porosa e o filtrado foi
concentrado em evaporador rotatério. Purificou-se o produto em coluna
cromatografica de silica-gel, utilizando AcCOEt como eluente. Obteve-se uma
mistura de cetona [3] com seu hidrato [3a] (6,77g, 0,03mol, 91%).
> >

(0]

o

(0] O

“u, +H,0 “,
o o) H,O N
[3] [3a]

Produto [3]

Formula Molecular:  Ci1,H1506 (M: 258,26 gmol™).
Aspecto: sélido branco [3].

Tqap: 74,1-75,0 °C (WHISTLER, 1963: 77-78 °C).
CCD: R¢: 0,25 [3a] € 0,56 [3] (AcOEt/hexano 1:2 v/v).

Infravermelho de [3] + [3a] (KBr, vwax/cm™): 3004, 2986, 2935, 2907, 1773,
1457, 1333, 1311, 1373, 1216, 1107, 1082, 1024, 875, 825.
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1.2.4.3. Sintese de 3-(E,Z)-C-(carbometoximetilideno)-3-desoxi-1,2;5,6-di-

O-isopropilideno- a-D-alofuranose [4].

< ><

© o o o}
///// //////
////O (CH3)2PCH2C02CH3 ////O
‘s, ty,
", )( t-BUOK, THF = iy, )(
o) 0 o)
CO,CH3
(3] [4]

A um baldo bitubulado de 250 mL, adicionaram-se 3,81 g de tert-
butoxido de potassio 95% (0,032 mol), fez-se atmosfera de nitrogénio e
adicionaram-se 50 mL de THF seco sob agitagdo magnética. Resfriou-se o
sistema em banho de gelo e adicionou-se, gota a gota, fosfonoacetato de
trimetila (ALDRICH, 4,6 mL). Deixou-se a mistura sob agitacdo por 20 minutos
e a cetona [3] (6,700 g, 0,03 mol) solubilizada em 24 mL de THF seco foi
adicionada ao sistema. A mistura ficou sob agitacdo por 48 horas a
temperatura ambiente e entdo foi transferida para um baldo de 250 mL e o THF

foi eliminado em evaporador rotatorio.

Adicionaram-se 50 mL de 4gua destilada ao concentrado e o produto foi
extraido com éter dietilico (4 x 50 mL). A fase organica foi secada com MgSO,
anidro, filtrada e concentrada. O produto final foi purificado em coluna
cromatografica de silica-gel, utilizando como eluente uma mistura de
hexano/AcOEt 3:1. Obteve-se um par de isdmeros E, Z (6,060 g; 0,018mol;
74,4 %).

Produtos [4]
Formula Molecular:  CisH2,07 (M: 314,32 gmol™).
Aspecto: Oleo incolor.

CCD: R¢: 0,62 e 0,67 (AcOEt/ hexano 1:3 v/v).
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Infravermelho de 4 (KBr, vwax/cm™): 2987, 2938, 2886, 1727, 1680, 1456,
1436, 1373, 1350, 1305, 1262, 1218, 1159, 108, 1019, 918, 886,845, 793,699,
512.

1.2.4.4. Sintese de 3- C-(carbometoximetil)-3-desoxi-1,2:5,6-di- O-isopropili-
deno- a-D-alofuranose [5].

< <

(0] O
Hy, Pd/C
//’/ ] > \\\\\\ //’/ ?
= o)v ACOEt \\‘ Ojv
CO,CHjs CO,CHg
(4] (5]

Os ésteres [4] (6,000 g, 0,019 mol) foram dissolvidos em 100 mL de
acetato de etila, e transferidos para um baldo de fundo redondo, e 0,16 g de
Pd/C a 10% foram adicionados ao baldo. A mistura foi deixada sob agitacao
em atmosfera de H; por 18h, sendo o hidrogénio reposto 2 vezes.
Acompanhou-se o final da reagdo através de CCD. Apds o término da reacao,
a mistura foi filtrada e concentrada em evaporador rotatério, obtendo assim o
composto [5] (5,557g, 92,0%).

Produto [5]

Formula Molecular:  CisH2407 (M: 316,34 gmol™).

Aspecto : Sdélido branco.

Tt 56,5-57,3 °C. (ROSENTHAL e NGUYEN, 1969: 57-58 °C).
CCD: Rt 0,68 (hexano/AcOEt 3:1 viv).

Infravermelho de 5 (KBr, vwax/cm™): 2986, 2937, 2882, 1737, 1456, 1438,
1419, 1381, 1335, 1305, 1241, 1214, 1167, 1128, 1095, 1065, 1043, 1018, 947,
915, 874, 846, 794, 700, 660, 541, 512.
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1.2.4.5. Sintese de 3-desoxi-3- C-(carbometoximetil)-1,2- O-isopropilideno-
a-D-alofuranose [6]

><o HO
o

HO

o] o
1, 7
%/O H,S0, (0,8% /////O
o “n, 2S04 (0,8%) o 0,
WV 1, —_—> W 1,
\ © MeOH \ o
CO,CHg CO,CH3
[5] (6]

O composto [5] (5,000 g, 0,0158 mol) foi transferido para um baldo de
fundo redondo de 100 mL, solubilizado em 30 mL de metanol, e 5 mL de
solucédo aquosa de H,SO4 0,8% foram adicionados ao sistema que foi deixado
sob agitacdo por 48h. A reacao foi interrompida quando uma analise por CCD

mostrou a formacdo de um produto secundério.

Neutralizou-se a mistura com solugdo de Na,CO; 10% (0,8 mL; 1,11
mol.L") e o MeOH foi eliminado em evaporador rotatério. Obteve-se uma
solucdo aquosa do produto [6] que foi utilizada na etapa posterior sem

purificacao.

Produto [6]
Formula Molecular:  Ci1,H2007 (M: 276,12 gmol™)

CCD: R¢: 0,40 (AcOEt/hexano 2:1 viv).
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1.2.4.6. Sintese de 3-desoxi-3- C-(carbometoximetil)-1,2- O-isopropilideno-
a-D-ribofuranose [7]

HO
HO 0 OHC o
N 7 % NalO QD 2 %
\\\\\\ ///’/ 5 4 > \\\\\ ///’/ <
CO,CHj3 CO,CHg

Acrescentou-se uma solucdo de NalO4 (3,93 g em 50 mL de agua

destilada) a solucéo contendo o diol [VI] obtido na etapa anterior (Item 1.2.5.5).

O pH da mistura foi monitorado e mantido em 7 durante toda a reacéo
através da adicdo de gotas de solucdo de NaOH 0,25 mol'L™. Deixou-se sob
agitacao por 3 horas e entédo o produto foi extraido com AcOEt (5 x 50 mL). Os
extratos organicos reunidos foram secados com MgSO, anidro, filtrados a

vacuo e concentrados em evaporador rotatoério.

Purificou-se o produto em coluna de silica-gel, usando hexano/AcOEt

1.1 v/iv como eluente, obtendo-se o composto [7] (2,53 g, 65,6 % a partir de

[6]).

Produto [7]
Formula Molecular:  Cy1H1606 (M: 244,23 gmol™).

Aspecto: Oleo viscoso incolor.
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CCD: R¢: 0,41(AcOEt/hexano 1:1 v/iv).

Infravermelho  (Filme sobre NaCl, vuax/cm™): 3453, 2987, 2953, 1736, 1438,
1416, 1382, 1375, 1331, 1217, 1167, 1129, 1080, 1020, 917, 874, 795, 736.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3): 61,33 (s, 3H, CHs.), 1,49 (s, 3H, CHs), 2,42-
2,52 (m, 1H, H3"), 2,58 (dd, 1H, Joazn = 17,4 Hz, Joas = 4,5 Hz, H2a), 2,75 (dd,
1H, Jap2a= 17,4 Hz, Jo,3=10,2 Hz, H2Db), 3,69 (s, 3H, OCHs), 4,05 (dd, 1H, J» 5
= 10,8 Hz, J» ¢ = 2,4 Hz, H2'), 4,83 (pseudo t, 1H, J = 3,8 Hz, H4"), 5,95 (d, 1H,
Js4 = 3,6 Hz, H5"), 9,65 (d, 1H, Js.»= 2,4 Hz, H6).

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) 26,9 (CHs), 27,3 (CHs), 29,3 (C2), 42,4 (C3),
52,1 (OCHs), 80,9 (C2'), 83,7 (C4’), 106,3 (C5'), 112,9 (C(CHs),), 171,9 (C1),
200,5 (C6").

1.2.4.7. Sintese de (2 R,3R,4R,5R)-2-{2-[2-alquenil]-4,5-Isopropilidenodioxi-

tetraidrofuran-3-il}acetatos de metila [8]

OHC RCH=CH

RCH,PPh,Br, BuLi

(e}
’ \
W 7 \ %,
\\\\\\ 7, /O Av TH F, N 2 \\\\\\\ 7, ///O )V

1.2.4.7.1. Preparo dos sais de Wittig

A um baldo bitubulado de 100 mL contendo trifenilfosfina (VETEC) sob
atmosfera de nitrogénio, adicionou-se tolueno seco sob agitacdo magnética.
Apés a dissolucao da trifenilfosfina (5 minutos) foi adicionado o haleto orgéanico
apropriado. O sistema foi deixado sob refluxo a 80°C e sob agitacdo magnética.
Apos formacédo de precipitado, a mistura foi resfriada, filtrada em funil de vidro
sinterizado e o produto foi lavado com éter dietilico seco, obtendo-se os sais de
Wittig a-c. As quantidades dos reagentes, solvente, tempos de reacdo e os
rendimentos estao resumidos na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1: Condi¢cbes para preparacédo dos sais de Wittig a-c e rendimentos
obtidos

Sal de Haleto / Tolueno/ PhsP/ Tempo Rdt
Wittig g mL g /h (%)
a CH3(CHy)eBr / 10,23 20 15,00 24 90,4
b 2-CH3PhCH,Br / 5,00 12 6,94 4 96,3
c 3-CH3PhCH,Br / 3,00 7 4,08 4 96,0

a= Brometo de heptiltrifenilfosfonio, b= Brometo de (2-metilbenzil)trifenilfosfonio

e c= Brometo de (3-metilbenzil)trifenilfosfénio

1.2.4.7.2. Reag0bes de Wittig

A um baldo bitubulado de 100 mL, adicionou-se o sal de Wittig
apropriado (Tabela 1.1), fez vacuo, deixou sob atmosfera de N,. Em seguida,
adicionou pela via lateral do baldo THF seco, butiliio (2,0 molL™ em
ciclohexano, SIGMA-ALDRICH) e ap6s 30 minutos o aldeido [7] solubilizado
em THF seco. Manteve-se o sistema sob agitacdo por 20 horas. O final da
reacao foi determinado por CCD. ApOs este periodo, eliminou-se o THF em
evaporador rotatorio, acrescentou-se agua a mistura e transferiu-se para um
funil de separacdo. Os produtos foram extraidos com éter dietilico. O baldo de
reacdo foi lavado com cloroférmio e o restante de aldeido que néo reagiu foi
assim recuperado. Foi adicionado MgSO, anidro para remocgdo da &gua
residual na fase etérea e a fase etérea foi concentrada em evaporador
rotatério. Os produtos foram purificados em coluna de silica-gel, usando
hexano/AcOEt 4:1 v/v como eluente obtendo-se os compostos [8a], [8b], [8c]
(0,878 g (49,7%), 0,417g (59,6%) e 0,415 (59,2%), respectivamente). O
composto alifatico [8a] tem a configuracdo Z e os produtos aromaticos [8b] e
[8c] foram obtidos como misturas de isbmeros Z e E, aproximadamente 3,5:1
(Z:E).
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Tabela 1.2. Reagentes e solventes utilizados nas reagdes de Wittig

Composto 7 Sal de Wittig Butilitio THF Et,O
(9) (9) (mL) (mL) (mL)
1,321 (a) 4,146 4,6 17+7 3 X
20
0,515 (b) 1,092 1,2 8+3 3 X
12
0,515 (c) 1,092 1,2 8+3 3 X
12

a= Brometo de heptiltrifenilfosfénio, b= Brometo de (2-metilbenzil)trifenilfosfonio

e c= Brometo de (3-metilbenzil)trifenilfosfénio

Produto [8a]

Formula Molecular: C1gH3005 (M: 326,42 gmol).
Aspecto: sélido branco.
Tt 54,6-55,2 °C. (ANDERSON e FRASER-REID, 1975: 60,0-65,0 °C).
CCD: Rt: 0,63 (hexano/AcOEt 5:1 v/v).
Analise elementar: Calculado: C: 66,26%; H: 9,20 %
Experimental: C: 66,44%; H: 8,96 %

Erro relativo: C: 0,3%; H: 2,7 %
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Infravermelho (KBr, vwax/cm™): 2984, 2955, 2929, 2856, 1739, 1664, 1456,
1437, 1415, 1380, 1373, 1328, 1250, 1214, 1167, 1133, 1091, 1073, 1023, 967,
912, 873, 745, 723, 698, 670.

Produtos [8b]

Formula Molecular:  CioH240s (M: 332,39 gmol™).

Aspecto: sélido branco.

Ts: 86,7-87,6 °C.

CCD: Rt. 0,63 e 0,53 (AcOEt/hexano 1:3 v/v).

Analise elementar: Calculado: C: 68,61%; H: 7,22 %
Experimental: C: 68,40%; H: 7,28 %
Erro relativo: C: 0,3%; H: 0,8 %

Infravermelho (KBr, vwax/cm™): 3060, 3017, 2987, 2952, 1738, 1601, 1487,
1455, 1437, 1415, 1381, 1373, 1331, 1251, 1215, 1166, 1131, 1089, 1077,
1044, 1017, 967, 913, 873, 790, 762, 744.

RMN de *H (300 MHz, CDCls): 61,28 (s, 3H, CHs), 1,33 (s, 3H, CHz*), 1,35 (s,
3H, CHs), 1,61 (s, 3H, CHs*), 2,15-2,25 (m, 2H, H2a, H2a*), 2,27 (s, CHs7"),
2,42-2,48 (M, 1H, H2b*), 2,44 (dd, 1H, Job2a=17,1Hz, Job3=11,0Hz, H2b) 2,50-
2,52 (m, 2H, H3’, H3"*), 3,65 (s, 3H, OCH3*), 3,68 (s, 3H, OCH3), 4,33-4,38 (m,
1H, H2'%), 4,44 (pseudo t, 1H, J 79,7 Hz, H2’), 4,74-4,77 (m, 1H, H4™), 4,83 (t,
1H, Js s =3,9 Hz, H4"), 5,85 (d, 1H, Js 4 =3,9 Hz, H5'), 5,89-5,91 (m, 2H, H6’,
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H6'*), 6,84 (d, 1H, J; ¢ =11,4Hz, H7’), 7,17-7,20 (m, 4H, H3", H3"*,H4”, H4™* ),
7,25-7,38 (m, 4H, H5”, H5™, H6”, HE6™ ).

RMN de *3C (75 MHz, CDCls): 620,15 (CHs7"), 26,9 (CHa), 29,19 (C2), 29,79
(CHa), 46,45 (C3’), 51,90 (OCHs), 76,49 (C-2), 81,04 (C4), 105,10 (C5),
111,90 (C(CHa)2), 125,78 (C5”), 127,60 (C6”), 128,08 (C3"), 128,24 (C4"),
129,23 (C6'), 130,15 (C7’), 135,90 (C2"), 136,99 (C1”), 172,70 (C1).

Obs: os sinais contendo o simbolo “*” se referem ao isémero minoritario E. Os
demais sinais se referem ao isdmero principal Z, sendo a propor¢cédo Z:E de
3,5:1.

EM, m/z (%): 332 (0,34, M*), 317 (3, (M*- 15)"), 242 (22), 215 (5), 169 (15),
157 (17), 155 (14), 145 (41), 142 (17), 141 (12), 131 (27), 129 (20), 128 (16),
118 (24), 117 (18), 115 (22), 105 (9), 91 (11), 88 (10), 86 (56), 85 (12), 84
(100), 69 (7), 59 (33), 55 (17), 51 (74), 50 (12), 43 (11), 41(9).

Produtos [8c]

1 CO,CHg

Formula Molecular:  CioH2405 (M: 332,39 g.mol™).

Aspecto: sélido branco.

Ts: 75,3-76,2°C

CCD: Rt: 0,62 e 0,52 (AcOEt/hexano 1:3 v/v).

Andlise elementar: Calculado: C: 68,61%; H: 7,22 %
Experimental: C: 68,46%; H:7,28 %
Erro relativo: C: 0,2%; H: 0,8 %
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Infravermelho (KBr, vysx/cm™): 3058, 3016, 2987, 2953, 2936, 1738, 1603,
1583, 1488, 1455, 1437, 1381, 1331, 1215, 1167, 1017, 966, 914, 873, 802,
790, 780, 753, 701.

RMN de *H (300 MHz, CDCls): 61,28 (s, 3H, CHs*), 1,29 (s, 3H, CHs), 1,34 (s,
3H, CH3), 1,56 (s, 3H, CHz*), 2,14-2,30 (m, 2H, H3’, H3™*), 2,16-2,24 (m, 2H,
H2a, H2a*), 2,27 (CHs7"), 2,31-2,40 (m, 1H, H2b*), 2,33 dd, Jap2=17,2Hz,
Jon3=11,2Hz), 3,64 (s, 3H, OCHs*), 3,68 (s, 3H, OCHs), 4,02-4,19 (m, 1H,
H2'%), 4,34 (pseudo t, 1H, J 79,6 Hz, H-2), 4,47 (t, 1H, Js 5=3,8 Hz, H4") 4,68-
4,84 (m, 1H, H4™), 5,61(dtd, Jo 5=27 1z, J&2=9,6 Hz, Js 7-=,11,5Hz, H6'), 5,64-
5,72 (m, 1H, H6'%), 5,87 (d, 1H, Js 4= 3,8 Hz, H5'), 5,91 (d, 1H, Js+4+= 4,0 Hz,
H5'%), 6,85 (dd, 1H, J7-¢= 11,5Hz, J»= 2,7, H7"), 6,88 (d, 1H, J7+¢+= 15,3Hz,
H7%), 7,10-7,22 (m, 2H, H4”, H4™* ), 7,29-7,32 (m, 4H, H2", H2"*, H6”, H6™ ),
7,38-7,46 (m, 2H, H5”, H5™ ).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls): 520,15 (CHs7”), 26,48 (CHs), 26,79 (CHa), 29,35
(C2), 46,45 (C3'), 51,95 (OCHa), 77,49 (C-2’), 81,04 (C4’), 105,16 (C5'), 111,94
(C(CHs)p), 125,78 (C6”), 126,35 (C2”), 128,25 (C6’), 129,23 (C7’), 130,54
(C4”), 132,59 (C5"), 136,39(C1"), 172,72 (C1).

Obs: os sinais contendo o simbolo “*” se referem ao isémero minoritario E. Os
demais sinais se referem ao isdbmero principal Z, sendo a proporcdo Z:E de
3,5:1.

EM, m/z (%): 332 (0,26, M*), 317 (2, (M*- 15)"), 242 (12), 169 (10), 157 (11),
145 (19), 142 (11), 131 (15), 129 (12), 118 (17), 115 (10), 84 (100), 69 (8), 59
(20), 55 (13), 51 (70), 50 (11), 43 (9), 41(6).
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1.2.4.8. Sintese de (2R,3R,4R,5R)-2-[2-(alquil)-4,5-isopropilideno-dioxi-
tetraidrofuran-3-ilJacetatos de metila [9]

RCH=CH O RCH,-CH, O
Iy, 11y,
K H,, Pd/C “
\\\\\\\\ v, 0, ACOEt > \\\\\\\\ ///// »
o) o)
CO,CH,4 CO,CH,
(8] [9]

Os compostos [8] (0,847 g de [8a], 0,416 g de [8b] ou 0,411g de [8c])
foram dissolvidos em 20 mL de AcOEt e adicionaram-se 0,03 g de Pd/C a 10%.
O sistema foi mantido sob agitacdo magnética e atmosfera de H, durante 36
horas, sendo o H, reposto 3 vezes ao dia. O final da reacdo foi determinado
através de CCD. A mistura foi filtrada através de filtracdo simples para retirar o
catalisador e entdo concentrada em evaporador rotatorio, obtendo-se os
compostos [9a] (0,8181 g, 96,0 %), [9b] (0,3905 g, 93,4%), [9c] (0,3850 93%).

Produto [9a]

CO,CHj
Formula Molecular:  CigH3,05 (M: 328,43 gmol™).
Aspecto: Oleo incolor.

CCD: R¢: 0,65 (hexano/AcOEt 5:1 v/v).

Infravermelho (Filme sobre NaCl, vyax/cm™): 2984, 2954, 2928, 2856, 1739,
1458, 1437, 1380, 1373, 1333, 1250, 1214, 1167, 1132, 1098, 1076, 1021, 968,
912, 874, 850, 803, 726, 670. (ANDERSON e FRASER-REID, 1985: 1730,
1458, 1375, 1160, 1010, 868 cm™).
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Produtos [9b]

Formula Molecular:  CioH260s (M: 334,40 gmol™).

Aspecto: sélido branco

Ts: 75,8-76,9 °C

CCD: R¢: 0,65 (AcOEt/hexano 1:3 v/v).

Analise elementar: Calculado: C: 68,24%; H:7,84 %
Experimental: C: 68,33%; H: 7,92 %
Erro relativo: C: 0,13% H: 1,02%

Infravermelho (Filme sobre NaCl, vuax/cm™): 3017, 2960, 2925, 2870, 1734,
1601, 1487, 1459, 1434, 1415, 1380, 1373, 1327, 1259, 1215, 1163, 1090,
1018, 967, 912, 873, 799, 745.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3): 61,32 (s, 3H, CHs), 1,48 (s, 3H, CHa), 1,58-1,62
(m, 2H, H6'a e HE'b), 2,04-2,17(m, H3'), 2,26 (dd, 1H, Jzaz= 16,8 Hz, Jpa3=4,3
Hz, H2a), 2,31 (s, 3H, CHs7"), 2,58-2,72 (m, 1H, H7’a), 2,60-2,71 (m, 1H, H2b),
2,83-2,94 (m, 1H, H7'b), 3,69 (s, 3H, OCHs), 3,75-3,85 (m, 1H, H2"), 4,77
(pseudo t, 1H, J [14 Hz, H4’), 5,85 (d, 1H, Js 4= 3,9Hz, H5"),7,06-7,15 (m, 3H,
H3”, H5”, H6"), 7,26-7,31 (m, 1H, H4").

RMN de C (75 MHz, CDCls): & 19,49 (CHs7"), 26,46 (CHa), 26,50 (CHs),
29,73 (C7’), 29,76 (C2), 33,34 (C6'), 44,99 (C3’), 52,01 (OCHs), 76,49 (C2)),
81,04 (C4’), 104,92 (C5'), 111,58 (C(CHs),), 126,17 (C3"), 126,24 (C5"),
128,24 (C4"), 130,40 (C2"), 136,30 (C1”), 140,21 (C6"), 172, 80 (C1).

EM, miz (%): 334 (0,09, M*), 319 (8), 276 (22), 186 (11), 157 (32), 156 (15),
153 (19), 143 (13), 142 (15), 134 (12), 131 (16), 130 (14), 129 (11), 127 (14),
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119 (11) 118 (12), 117 (10), 106 (17), 105 (100), 104 (13), 100 (11), 97 (15), 91
(14), 84 (13), 79 (17), 77 (15), 59 (26), 51 (10).

Produto [9c]

Formula Molecular:  CioH260s (M: 334,40 gmol™).

Aspecto: sélido amarelo claro.

Tt 48,2-48,7 °C

CCD: R¢: 0,65 (AcOEt/hexano 1:3 v/v).

Analise elementar: Calculado: C: 68,24%; H:7,84 %
Experimental: C: 68,69%; H: 7,96 %
Erro relativo: C: 0,66% H: 1,53%

Infravermelho (KBr, vusx/cm™): 3019, 2987, 2952, 2935, 1738, 1603, 1582,
1487, 1437, 1373, 1331, 1251, 1215, 1138, 1018, 979, 897, 876, 787, 741.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3): 61,32 (s, 3H, CHs), 1,47 (s, 3H, CHa), 1,60-1,68
(m, 2H, H6'a e HE'b), 2,03-2,14 (m, 1H, H3"), 2,17 (s, 3H, CHs7"), 2,24-2,26
(m, 1H, H7'a), 2,68 (dd,1H,J2a20=16,8Hz, Ja 3= 4,3Hz, H2a), 2,78-2,90 (m, 1H,
H7'b), 3,69 (s, 3H, OCHa), 3,75-3,85 (m, 2H, H2", H2b), 4,76 (pseudo t, 1H, J [
4 Hz, H4"), 5,85 (d, 1H, Js 4= 4,0Hz, H5"), 7,07-7,11 (m, 2H, H4", H6"), 7,16-
7,23 (m, 2H, H2”, H5” ).

RMN de C (75 MHz, CDCls): & 21,57 (CHs7"), 26,48 (CHa), 26,79 (CHs),
29,67 (C2), 32,41 (C7"), 34,73 (C6'), 45,01 (C3), 51,95 (OCHs), 77,49 (C2)),
81,09 (C4™), 104,99 (C5'), 111,94 (C(CHs),), 126,82 (C6”), 128,49 (C6"),
129,50 (C5”), 133,23 (C2”), 138,13 (C3"), 142,06 (C1"), 172, 57 (C1).

EM, miz (%): 334 (0,09, M*), 276 (22), 186 (11), 157 (31), 156 (15), 153 (19),
142 (13), 134 (12), 131 (16), 130 (14), 129 (11), 127 (14), 119 (11) 118 (11),
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117 (10), 106 (16), 105 (100), 104 (13), 100 (11), 97 (15), 91 (14), 84 (13), 79
(17), 77 (15), 59 (26), 51 (10).

1.2.49. Sintese de (1R,5R,6R,8R)-6-(alquil)-8-hidroxi-2,7-dioxabiciclo-
[3.3.0]octan-3-onas [10 g] e (1R,5R,6R,8S)-6-(alquil)-8-hidroxi-2,7-dioxa-
biciclo-[3.3.0]octan-3-onas [10 4.

R © © \OH © OH
a
///////// R aant R
Q H,S0, 2%
— +
\\\\\\\\ //”’//, 1,4-Dioxano H H H H
\\ (6]
(@]

CO,CH4 \[(
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I

uun 1 m
\

W
uun )
e

@]
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Os ésteres [9] (0,759 g de [9a], 0,385 de [9b] ou 0,381 g de [9c]), foram
solubilizados em 1,4-dioxano em um baldo de fundo redondo de 50 mL e
acrescentou-se solugdo aquosa de H,SO, a 2% (tabela 1.3). Manteve-se o
sistema em refluxo e sob agitagdo por 3 horas. Verificou-se o final da reacgéo
por CCD e, ap0s o resfriamento, extrairam-se os produtos com éter dietilico
(130 mL para cada mmol de [9] em trés por¢cdes). Lavou-se a fase organica
com solucdo saturada de NaHCO; (30 mL para cada mmol de [9]). Foi
adicionado a fase organica MgSO, anidro para remocédo da 4gua residual e em
seguida foi filtrado sendo o solvente removido em evaporador rotatério..
Purificaram-se os produtos em coluna de silica gel utilizando como eluente uma
mistura hexano/ AcOEt 2:1 v/v obtendo 0,538 g de [10.a] +[10ga], 0,280 g de
[104b] e [10gb] e 0,270 de [10,c] e [10zc] com 90,8%; 92,6% e 90,4 de

rendimento respectivamente.
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Tabela 1.3 - Condicdes utilizadas nas reacoes de hidrolise

Produto 1.4-Dioxano (mL) H 2S04 2% (mL)

[9a] 35 16
[9b] 18 8,2
[9c] 18 8,1

Produtos [10 4a] e [104a]

H H H H
o

[10aa] [10Ba]

II/III
W

/

W

(@] :::::<::i/
o\

IIIII

o\

Formula Molecular:  Ci14H2404 (M: 256,33 gmol™)

Aspecto: sélido branco.

Tt 72,5-74,7 °C. (ANDERSON e FRASER-REID, 1975: 73,5-74,5 °C).
CCD: R¢: 0,45 (AcOEt/hexano 1:2 v/v).

Infravermelho (Filme sobre NaCl, vuad/cm™): 3403, 2954, 2925, 2854, 1781,
1465, 1419, 1377, 1357,1347, 1293, 1239, 1160, 1079, 1047, 1005, 973, 905,
776, 723, 695. (ANDERSON e FRASER-REID, 1985: 3400, 1781, 1465, 1345,
1165, 1035 cm™).
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Produtos [10 4b] e [10zb]

[10ab] [10Bb]

Formula Molecular:  CisH1504 (M: 262,30 gmol™)

Aspecto: sélido branco.

Tt 67,8,5-69,7°C.

CCD: R¢: 0,64 e 0,71 (AcOEt/hexano 1:3 v/v).

Analise elementar: Calculado: C: 69,22%; H: 6,20%
Experimental: C: 68,57 %; H: 6,28 %
Erro relativo: C: 0,94% H: 1,27%

Infravermelho (Filme sobre NaCl, vuax/cm™): 3018, 2948, 2872, 1789, 1493,
1461, 1363, 1309, 1292, 1145, 1075, 1004, 979, 931, 904, 761, 744.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3): 51,25 (sl, 2H, OH, OH*) 1,84-1,96 (m, 3H, H9a,
H9a*, HOb*), 2,02-2,18 (m, 1H, H9b), 2,31 (s, 6H, CHs e CHs*), 2,44 (dd, 2H,
Jaaap=18Hz, Jsas=1,5Hz H4a), 2,50-2,54 (m, 1H, H4a*), 2,59-2,68 (m, 3H, H4b,
H4b*, H5%), 2,91-2,95 (m, 1H, H5), 3,45-3,52 (m, 4H, H10a, H10a* H10b,
H10b*), 3,95-4,08 (m, 2H, H6, H6*), 4,89 (d, 1H, J15=6,0 Hz , H1), 4,90-4,93
(m, 1H, H1%), 5,55 (d, 1H, Jg1=3,9Hz, H8*), 5,59 (s, 1H, H8), 7,11-7,15 (m, 8H,
H3', H3™, H4', H4™* H5', H5*, H6' , H6™).

RMN de *C (75 MHz, CDCl3): 519,27 (CHs e CH3), 29,30 (C10%), 29,68 (C10),
33,30 (C4*), 33,96 (C4), 35,21 (C9*), 38,03 (C9), 42,09 (C5*), 42,67 (C5), 82,17
(C1*), 82,81 (C6*), 87,65 (C6), 88,29 (C1), 95,54 (C8*), 101,02 (C8), 126,06
(C5' e C5'), 126,09 (C4'*), 126,24 (C4’), 128,73 (C6*), 130,31 (C6’), 135,80
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(C2’ e C2*), 136,06 (C3' e C3™), 139,47 (C1’' e C1*), 175,66 (C3), 176,49
(C3%).

Obs: Os sinais marcados com “*” referem-se aos atomos do epimero
minoritario, no qual a hidroxila encontra-se ligada em posicédo alfa. Os demais

sinais se referem ao epimero principal, com a hidroxila em posi¢éo beta.

EM, m/z (%): 262 (1,94, M%), 244 (24), 157 (15), 131 (13), 118 (14), 117 (10),
106 (42), 105 (100), 104 (20), 91 (26), 87 (11), 86 (46), 85 (12), 84 (91), 79
(17), 77 (21), 65 (11), 57 (16), 55 (22), 51 (65).

Produtos [10 4c] e [10C]

[10ac] [10Bc]

Formula Molecular: CisH1504 (M: 262,30 gmol™).

Aspecto: Sélido branco.

Tr: 64,2- 65,0 °C.

CCD: Rt. 0,59 e 0,65 (AcOEt/hexano 1:1 v/v).

Analise elementar: Calculado: C: 69,22%; H: 6,20%
Experimental: C: 67,69%; H: 6,19 %
Erro relativo: C: 2,21% H: 0,16%

Infravermelho (KBr, vwsx/cm™): 3407, 3015, 2930, 2862, 1781, 1607, 1487,
1453, 1418, 1292, 1237, 1165, 1079, 1046, 972, 1145, 1075, 1004, 979, 905,
787, 701.
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RMN de *H (300 MHz, CDCls): 51,62-1,98 (m, 3H, H9a, H9a*, H9b*), 1,65 (sl,
2H, OH, OH*), 2,05-2,18 (m, 1H, H9b), 2,33 (s, 6H, CH3 e CH3*), 2,35-2,46 (m,
2H, H4a*) 2,42 (dd, 1H, Jaas = 16,8 Hz, Jsas = 1,8 Hz, H4a), 2,60-2,81 (m, 4H,
H4b, H4b*, H5, H5%), 2,87-2,95 (m, 4H, H10a, H10a*, H10b, H10b*), 3,92-4,04
(m, 2H, H6, H6%), 4,88 (d, 1H, Ji5 = 6,0 Hz, H1), 4,90-4,92 (m, 1H, H1¥), 5,54
(d, 1H, d, Jg1 = 3,6 Hz, H8*), 5,58 (s, 1H, H8), 6,97-7,03 (m, 8H, H2’, H2"*, H4,
H4*, H5', H5™, HE’, H6™* ).

RMN de **C (75 MHz, CDCls): 421,27 (CHs), 21,38 (CH3), 31,87 (C10%), 32,2
(C10), 33,27 (C4*), 33,93 (C4), 36,45 (C9*), 39,8 (C9), 42,09 (C5*), 42,67 (C5),
82,13 (C1%), 82,66 (C6*), 87,44 (C6), 88,23 (C1), 95,64 (C8*), 101,04 (C8),
119,86 (C4’ e C4'*), 125,30 (C6’ e C6'*), 125,35 (C5™), 126,88 (C5'), 126,93
(C3'*), 128,43 (C2*), 129,18 (C2’) 138,13 (C3'), 140,87 (C1™* e C1’), 169,90
(C3%), 175,66 (C3).

Obs: Os sinais marcados com “*" referem-se aos &atomos do epimero
minoritario, no qual a hidroxila encontra-se ligada em posicédo alfa. Os demais

sinais se referem ao epimero principal, com a hidroxila em posicéo beta.

EM, m/z (%): 262 (1,9, M%), 244 (22), 157 (19), 131 (16), 119 (14), 118 (17),
106 (91), 105 (100), 91 (33), 86 (49), 85 (11), 84 (99), 79 (16), 77 (21), 57 (14),
55 (20), 51 (78).
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1.2.4.10. Sintese de (1 R,5R,6R)-6-(alquil)-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]Joctano-3,8-
diona [11]

1.2.4.10.1. Preparo do Reagente de Jones

O reagente de Jones foi preparado dissolvendo-se 2,67 g de CrOz em
2,3 mL de H,SO,4 concentrado e 4 mL de agua destilada. O volume da solucéo

foi completado para 10 mL com agua destilada.
1.2.5.10.2. Reag0es de oxidag&o de Jones

0]

N

[10] [11]

OH
CrO,, H,SO,, agua

aaw

Acetona

~
~
=
<
=
~
~
~
<

o\
Q:<
oV

As misturas de biciclos [10] (0,536 g de [10a], 0,277 g de [10b] ou 0,260
g de [10c]) foram dissolvidas em acetona previamente tratada com KMnO, e
uma porcdo do Reagente de Jones foi adicionada lentamente e sob agitacdo
ao meio reacional. Apds 10 minutos de agitacdo, adicionou-se outra por¢éo de
igual volume do Reagente de Jones, e a mistura com coloragcdo marrom foi
deixada sob agitacdo por mais 30 min. Adicionou-se metanol, e apés 10
minutos, agua destilada. Transferiu-se a mistura para um funil de separacéo e
extraiu-se com éter dietilico. Lavou-se a fase organica com solugédo saturada
de NaHCOg3, e em seguida com agua destilada. A fase organica foi secada com
MgSO, anidro e concentrada em evaporador rotatorio, obtendo-se as bis-y
lactonas que foram purificadas em coluna de silica gel, usando AcOEt/hexano
1.2 como eluente, obtendo [11a], [11b] e [11c] (0,427 g, 0,202 g, 0,181 g,
respectivamente com rendimentos de 80,3%, 73,7% e 70,3% ). As condi¢cdes

utilizadas nas reacdes encontram-se detalhadas na tabela 1.4.
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Tabela 1.4 - CondigOes utilizadas nas reagdes de oxidagao de Jones

Composto [10]/ Acetona/ Reagente de Metanol/ Agua/ NaHCOs(aq)/

g (mmol) mL Jones / mL mL mL mL
[10a] 0,81

(3,159) 44 22+2,2 90 45 2x35
[10b] 0,32

(1,219) 17 0,9+0,9 35 20 2x15
[10c] 0,26

(0,991) 14 0,7+0,7 30 15 2x12

Produto [11a]

Formula Molecular:  Ci4H204 (M: 254,31 gmol™)

Aspecto: sélido branco.

Tt. 108,0-109,5 °C. (ANDERSON e FRASER-REID, 1985: 105,0-111,5 °C).
CCD: Rt. 0,48 (hexano/AcOEt 1:1 v/v).

Infravermelho (Filme sobre NaCl, vuax/cm™): 2954, 2925, 2855, 1783, 1465,
1417, 1360, 1296, 1246, 1217, 1149, 1129, 1075, 1054, 1007, 973, 928, 903,
857, 790, 723, 692, 633. (ANDERSON e FRASER-REID, 1795, 1600, 1460,
1282, 1148, 1070 cm™).
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Produto [11Db]

4 20
\ﬁ/
(6]

Formula Molecular:  CisH160s (M: 260,29 gmol™).

Aspecto: sélido branco.

Ts: 109,2-110,1 °C

CCD: R¢: 0,58 (AcOEthexano 1:1 v/v).

Andlise elementar: Calculado: C: 68,66%; H: 7,28 %
Experimental: C: 68,64%; H: 7,38 %
Erro relativo: C: 0,029% H: 1,37%

Infravermelho (KBr, vyax/cm™): 3007, 2981, 2940, 1735, 1637, 1486, 1456,
1435, 1417, 1384, 1373, 1327, 1299, 1210, 1199, 1168, 1076, 1089, 1023, 985,
963, 909, 885, 845, 755.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3): 6 1,96-2,05 (m, 2H, H9a, H9b), 2,52 (dd, 1H,
Jaasp = 18,2Hz, Juas = 3,9Hz, H4a), 2,67 (dd, 1H, Japsa= 18,2 Hz, Japs = 8,0 Hz,
H4b), 2,73 (s, 3H, CHs), 2,82-2,96 (m, 2H, H10a, H10b), 3,01-3,09 (m, 1H, H5),
4,36(dt, 1H, Joea = Joob = 4,8 Hz, Jo5 = 6,9 Hz, H6), 5,03 (d, 1H, Ji5 = 7,8 Hz,
H1), 7,09-7,19 (m, 4H, H3’, H4', H5’, H6").

RMN de *C (75 MHz, CDCls): 19,24 (CHs), 28,64 (C5), 32,56 (C10), 35,98

(C9), 40,18 (C4), 82,81 (C6), 83,95 (C1), 126,28 (C5'), 126, 72 (C4), 128,78
(C6"), 130,59 (C3"), 135,82 (C2'), 137,80 (C1’), 169,74 (C8), 173,47 (C3).

EM, m/z (%): 260 (14, M%), 185 (14), 131 (13), 130 (19), 106 (29), 105 (100),
104 (37), 91 (24), 86 (57), 84 (91), 83 (12), 79 (14), 77 (20), 57 (13), 55 (21), 51
(67), 50 (10).
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Produto [11c]

H3C

Formula Molecular:  CisH160s (M: 260,29 gmol™).

Aspecto: sélido branco.

Tt 115,6 -116,8 °C

CCD: R¢: 0,70 (AcOEt/hexano 1:2).

Andlise elementar: Calculado: C: 68,66%; H: 7,28 %
Experimental: C: 68,25%; H: 7,30%
Erro relativo: C: 0,55% H: 0,27%

Infravermelho (Filme sobre NaCl, vuax/cm™): 3010, 2924, 2859, 1789, 1608,
1488, 1455, 1417, 1363, 1310, 1294, 1245, 1217, 1145, 1076, 1059, 1031, 981,
934, 901, 868, 785, 725, 702.

RMN de 'H (300 MHz, CDClg): & 1,98-2,08 (m, 2H, H9a, H9b), 2,34 (s, 3H,
CHa), 2,42 (dd, 1H, Jaasp = 18,0Hz, Jsas = 4,5Hz, H4a), 2,65-2,96 (m, 2H, H10a,
H10b), 2,88 (dd,1 H, Jap4a = 18,0 Hz, Japs = 9,6 Hz H4b), 2,97-3,07 (m, 1H, H5),
4,31 (dt, 1H, Jsea = Jsob = 5,1 Hz, Jgs = 8,1Hz, H6), 5,01 (d, 1H, Jis = 8,1 Hz,
H1), 6,96-7,06 (m, 4H, H2’, H4', H5' H6").

RMN de **C (75 MHz, CDCls): 021,37 (CHs), 31,16 (C5), 32,66 (C10), 37,22
(C9), 40,15 (C4), 77,42 (C1), 83,70 (C6), 125,30 (C2’), 127,35 (C4’), 128,66
(C3'), 129,18 (C6'), 138,44 (C5’), 139,47 (C1’), 169,71 (C8), 173,45 (C3).

EM, miz (%): 260 (5,4: M*), 106 (41), 105 (43), 91 (16), 86 (11), 85 (60), 84
(100), 77 (11), 57 (15), 55 (16), 51 (80), 50 (11).
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1.2.4.11. Sintese de (1R,5R,6R)-6-(alquil)-4-metilideno-2,7-dioxabiciclo-
[3.3.0]octano-3,8-dionas [13]

O
CH3OCOZMgOCH3  ACOH, AcONa AcOH, AcONa

DMF, 112C

1

T " HoHO, BN
S R @) O
Y HO,C
O O O
[11] [12] [13]

Transferiram-se os compostos [11a], [11b] ou [11c] para um baldo de 2
vias de 50 mL, deixou-se sob atmosfera de nitrogénio e com ajuda de uma
seringa de 10 mL acrescentou-se solucdo de carbonato de metilmeto-
ximagnésio (CMM), 2,0 mol L™). O sistema foi deixado em refluxo e agitacéo
mantendo-se a temperatura do banho em 112 °C durante 5 horas. Decorrido
este tempo, interrompeu-se o aquecimento. Apés resfriamento, adicionou-se
uma mistura de HCI 6 mol L™ / éter dietilico (5:1) ao baldo. Deixou-se o sistema
sob agitacdo até dissolucdo de todo o precipitado. Posteriormente extraiu-se
com éter dietilico. Os extratos foram lavados com solucéo saturada de NacCl e
concentrados em evaporador rotatério, obtendo-se os produtos [12a], [12b] e

[12c], que foram utilizados na reag&o seguinte sem purificagao.

As condigOes utilizadas nas reagdes encontram-se detalhadas na tabela
1.5.

Tabela 1.5 — Condic¢6es utilizadas na sintese dos acidos dilactdnicos [12]

Substrato / CMM HCI/Et,O Et,O Solucéo de

g (mmol) (mL) (mL) (mL) NaCl (mL)
[11a] 0,303 (1,191) 6,6 12,0 2x17,0 17,0
[11b] 0,150 (0,576) 3,2 12,0 2x9,0 9,0
[11c] 0,150 (0,576) 3,2 12,0 2x9,0 9,0
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Os &cidos dilactonicos obtidos [12a], [12b], [12c], sofreram metilenac&o
descarboxilativa. Inicialmente 0,30 g de acetato de sédio foram dissolvidos em
12,0 mL de acido acético e misturados com uma solucdo contendo 9,0 mL de
formol (40%) e 3,0 mL de dietilamina previamente destilada. Uma parte desta
mistura foi adicionada ao acido dilacténico contido em um baldo. Agitou-se a
mistura vigorosamente por 5 minutos, deixou-se em banho-Maria até liberacéo
de todo CO, (aproximadamente 5 min). Agitou-se manualmente por mais 5
minutos. Resfriou-se até temperatura ambiente e entdo verteu a mistura
reacional para um funil de separacdo. Ao funil adicionou-se uma mistura de
agua destilada e éter dietilico, agitou-se e separou-se a fase organica. Efetuou-

se novamente a extracdo da fase aquosa com éter dietilico.

Os extratos organicos reunidos foram lavados com 20 mL de agua, 20
mL de solucdo saturada de NaHCO3;, 20 mL de agua e, entdo, secados com
MgSO, anidro, e concentrados em evaporador rotatério. Os produtos foram
purificados por coluna cromatogréfica, utilizando-se como eluente a mistura de
AcOEt/hexano 1:2 v/v, obtendo-se [13a] (0,150g, 47,9%), [13b] (0,0769, 46,2%)
e [13c] (0,050, 47,3% de rendimento).

Tabela 1.6 - Condicdes utilizadas nas reacdes de metilenacdo descarboxilativa

dos acidos dilacténicos [12]

Composto Solucdo (AcONa, AcOH, Et ,NH, HCHO) / mL Et,0 + H,O / mL

[12a] 2,2 46 + 23
[12b] 1,1 26 +11
[12c] 1,1 26 +11
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Produto [13a]

16 14 12 10 o

15 13 11 6 8

Formula Molecular: CisH»04 (M: 266,15gmol™)

[a]5= 41,4 (1,3g/100mL; EtOH). (BROOKES et al, 1965; -41,6, c=1,27; EtOH).
Aspecto: sélido branco.
Tt 53,5-54,3 °C. (ANDERSON e FRASER-REID, 1985: 50,0-51,0 °C).
CCD: R¢: 0,62 (hexano/AcOEt 2:1 v/v)
Analise elementar: Calculado: C: 67,65%; H: 8,33 %
Experimental: C: 67,25 %; H: 8,42 %
Erro relativo: C: 0,59% H: 1,08%

Infravermelho (KBr, vyaxem™): 3100, 2955, 2925, 2854, 1789, 1773, 1664,
1465, 1358, 1294, 1260, 1217, 1104, 1062, 1011, 965, 809.

RMN de *H (300 MHz, CDCls): 50,88 (t, 3H, Jue16=7,2 Hz, CH3), 1,50 (sl, 12H,
H11-H16), 1,72-1,88 (m, 2H, H10), 3,52-3,60 (m, 1H, H5), 4,43 (td, 1H,
J6.10=J6106=3,9 Hz, J5.5=9,0 Hz, H6), 5,07 (d, 1H, J15=8,4 Hz, H1), 5,88 (d, 1H,
Joaos =2,4 Hz, H9a), 6,47 (d, 1H, Jopea=2,4 Hz, HOD).

RMN de C (75 MHz, CDCl3): 514,03 (CHa), 22,57 (C16), 24,78 (C15), 29,07
(C14), 29,27 (C13), 29,65 (C12), 31,72 (C11), 36,02 (C10), 44,12 (C5), 74,26
(C1), 85,15 (C6), 126,23 (C9), 134,57 (C4), 167,47 (C3), 169,75 (C8).

EM, m/z (%): 266 (0,22, M%),109 (13), 96 (30), 95 (13), 86 (46), 85 (14), 84
(100), 82 (11), 81 (17), 71 (22), 69 (25), 68 (13), 67 (17), 57 (43), 56 (12), 55
(37), 51 (54), 50 (10).
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Produto [13Db]

Formula Molecular:  CigH1604 (M: 272,30 gmol™)

[0]Z= + 28,9 (1,09/100mL, CH,Cl,)

Aspecto: soélido amarelo claro.

Tt 74,6 -76,8 °C

CCD: Rt. 0,55 (AcOEt/hexano 1:1 viv).

Analise elementar: Calculado: C: 70,57%; H: 5,92 %
Experimental: C: 70,01%; H: 6,08 %
Erro relativo: C: 0,80% H: 2,19%

Infravermelho (KBr, vwaxem™): 3100, 3059, 3015, 2954, 2924, 2870, 1782,
1664, 1603, 1493,1459, 1293, 1106, 1066, 1016, 967, 811, 759, 747, 665.

RMN de ‘H (300 MHz, CDCl3): §2,06-2,09 (m, 2H, H10A, H10b), 2,33 (s, 3H,
CHs) 2,71-2,94 (m, 1H, H11), 3,43-3,85 (m,1H, H5), 4,42-4,48 (m, 1H, H6),
5,07 (d, 1H, Jis = 8,4 Hz, H1), 5,84 (d, 1H, Jeasp = 2,2 Hz, H9a) 6,46 (d, 1H,
Jobea = 2,2 Hz, HOD) , 7,11-7,27 (m, 4H, H3', H4’, H5', HE").

RMN de *°C (75 MHz, CDCls): 619,57 (CHs), 28,90 (C11), 36,79 (C10), 44,57
(C5), 74,40 (C1), 84,52 (C6), 126,58 (C9), 126,73 (C5'), 127,03 (C4’), 128,93
(C6"), 130,86 (C3'), 134,43 (C4), 136,06 (C2'), 137,97 (Cl’), 167,61 (C3),
169,86 (C8).

EM, m/z (%): 272 (7,2, M%), 149 (18), 131 (13), 106 (39), 97 (10), 91 (18), 86
(63), 84 (100), 77 (11), 69 (13), 67 (10), 57 (26), 55 (24), 51 (64), 50 (11).

39



Produto [13c]

H3C

Formula Molecular:  CigH1604 (M: 272,30 gmol™)

[0]Z= + 25,2 (1,09/100mL, CH,Cl,).

Aspecto: soélido amarelo claro

Tt 80,0-81,4 °C

CCD: R¢: 071 (AcOEt/hexano 1:1 v/v).

Analise elementar: Calculado: C: 70,57%; H: 5,92 %
Experimental: C: 70,53%; H: 6,01 %
Erro relativo: C: 0,057% H: 2,70%

Infravermelho (KBr, vyax/cm™): 3100, 2958, 2923, 2853, 1783, 1665, 1608,
1487, 1454, 1295, 1261, 1103, 1068, 1049, 935, 874, 799, 746, 725, 701, 619.

RMN de H (300 MHz, CDCl3): 4 2,03-2,15 (m, 2H, H10), 2,34 (s, 3H, CHs),
2,71-2,86 (m, 1H, H11), 3,50-3,59 (m, 1H, H5), 4,25-4,44 (m, 1H, H6), 5,03 (d,
1H, J15=8,4 Hz, H1), 5,74 (d, 1H, Jsas = 2,1Hz, H9a) 6,42 (d, 1H, Jepea = 2,1
Hz, H9b), 7,00-7,26 (m, 4H, H2', H4’, H5’, H6").

RMN de *°C (75 MHz, CDCls): 421,48 (CHs), 29,85 (C11), 37,87 (C10), 44,50
(C5), 74,31 (C1), 84,21 (C6), 126,18 (C6"), 126,19 (C9), 127,60 (C4), 128,89
(C5'), 129,31 (C2"), 134,70 (C4’), 138,67 (C3'), 160,66 (C3), 161,22 (C8).

EM, m/z (%): 272 (1,7: M*), 167 (14), 105 (34), 104 (15), 91 (13), 86 (55), 85
(12), 84 (100), 83 (17), 77(11), 71 (26), 70 (21), 69 (14), 67 (11), 57 (47), 55
(31), 51 (88), 50 (16).
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1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo discutidos os resultados obtidos através da rota sintética
mostrada na Figura 1.2. A obtenc¢do dos intermediarios sintéticos [2] a [7], ja
descritos na literatura foi confirmada a partir da determinacéo de temperaturas
de fusdo e da obtencdo de espectros no infravermelho, por comparacdo com
dados publicados. As estruturas dos intermediarios [8] a [11] e dos produtos
finais [13] foram confirmadas a partir de andlises elementares, espectroscopias
no infravermelho, de ressonancia magnética nuclear e espectrometria de
massas. Para os compostos [13] foram determinadas, ainda, as rotacdes

especificas ([a]p).

1.3.1. Sintes e da 1,2:5,6-di-O-Isopropilideno- a-D-glicofuranose [2]

Uma técnica muito utilizada para proteger grupos funcionais de cetona e
alcodis que ndo devem participar da reacdo € a formacdo de acetais. A
vantagem das reagdes com acetais é que podem ocorrer tanto em meio basico
guanto em meio neutro sem alteragéo deste grupo formado. Na primeira etapa
da rota sintética utilizou a formacao de grupos isopropilidenos de modo a evitar

oxidacOes indesejaveis na etapa posterior da rota.

A protecao das hidroxilas 1,2,5 e 6 da a-D-glicose utilizando acetona em
meio acido e o catalisador cloreto de zinco, ZnCl,, levou a formacéo da 1,2:5,6-

di-O-lIsopropilideno-a-D-glicofuranose (Esquema 3).

Me,CO

_24 o
ZnCl,, HyPO, HO ’/,O \

(1] (2]

Ollnn
T
Ollnn
T

Esquema 3. Reacédo de protecdo das hidroxilas nos carbonos 1, 2, 5 e 6 da a-

D-glicose.
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O mecanismo de protecdo das hidroxilas 5 e 6 esta representado no
esquema 4. O mecanismo € analogo para a protecdo das hidroxilas 1 e 2.

- . -
- o—1zncl, H—0—2nCl,
zncy <

HiC 2 —c— Ze—

4 [ HiC—G—CHs HiC—C—CH

c=0 c—zm—cl =—= — _—
/ - (ﬁ* HP—CH, H—Q—CH, = G,

ne c HE™ O H HO-CIIH H

/KN ©
H4C CHs o

Esquema 4. Mecanismo de protecao das hidroxilas 5 e 6 do material de partida

[1].

O di-acetal formado [2] € solluvel em acetona ao contrério da glicose que
€ pouco soluvel. Como a reacao atinge o equilibrio e nem toda a D-glicose [1] é
consumida, esta diferenca de solubilidade permitiu separar o material de
partida remanescente através de filtracao.

O produto [2] € encontrado comercialmente (nome comum: Diacetona-D-
glicose), porém optou-se por realizar sua sintese jA que a mesma é simples e
economicamente viavel. O espectro no infravermelho do produto sintetizado
(figura 1.4) foi idéntico ao do composto comercial (Aldrich). Nota-se uma banda
intensa em 3430 cm™, caracteristica do estiramento O-H da hidroxila livre e
varias bandas na regido de 1100 a 1000 cm™, caracteristicas de estiramentos

C-0O-C, devidas aos grupos isopropilideno.
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Figura 1.4. Espectro no Infravermelho (KBr) do acetal [2].
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A faixa de fusdo medida para o composto [2] foi 107,5 °C (sem correcao)
enquanto o produto comercial apresenta uma faixa de fusdo de 110-112°C
(ALDRICH). Estes resultados caracterizam a producéo eficiente da diacetona-
D-glicose, sendo o rendimento da reacdo igual a 90% (considerando-se o

material de partida recuperado).

1.3.2. Sintese da 1,2:5,6-di-O-Isopropilideno- a-D-ribo-hexofuran-3-ulose

[3]

Na etapa 2 da rota sintética (Figura 1.2), foi realizada uma oxidacéao do
grupo hidroxila da D-glicose protegida [2], seguindo 0 método adotado por
CZERNECKI et al (1985). Nesta metodologia o dicromato de piridinio (PDC) € o
agente oxidante. Este reagente foi preparado a partir de anidrido crémico e
piridina, conforme descrito na literatura (COREY e SCHMIDT, 1979).

A oxidacéo de [2] foi catalisada por acido acético e peneira molecular 3A
ativada, que também mantém o meio reacional seco, o que favorece a
formacao da cetona, minimizando a formacéo do hidrato correspondente. Esta
reacdo levou a formacao de cristais brancos de cetona [3] com rendimento de
91% (Esquema 5).
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PDC, AcOH, CH,Cl,
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HO ’//OAT Peneira molecular 3A 4 0\
2] [3]

Esquema 5 .Reacgdao de oxidag&o do acetal [2].

Para otimizagdo do processo utiliza-se o PDC e a peneira molecular
pulverizados, sendo a peneira utilizada logo apos ser ativada em mufla a 300
°C por 5 horas e resfriada em dessecador. O acido acético e o diclorometano
também foram previamente secados. Apos purificagdo do composto [3] este foi
mantido sob vacuo para evitar formacdo do hidrato. Mesmo assim, a formacéo
do hidrato pode ser evidenciada por analise dos espectros no infravermelho. A
figura 1.5 mostra o espectro da cetona [3] logo apés ser purificada. Observa-se
uma banda em 1773 cm™ caracteristica do estiramento da ligacdo C=0 da

cetona. Observou-se também uma absorcdo em 3402 cm™ atribuida a
hidroxilas.
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Figura 1.5. Espectro no infravermelho (filme sobre NaCl) do produto [3]
imediatamente apds sua sintese.
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Ja a figura 1.6 representa o espectro no infravermelho

do composto [3]

ap0s armazenamento em dessecador por 48 horas. Neste espectro a banda

caracteristica do estiramento C=0 da cetona encontra-se com

uma intensidade

reduzida enquanto a banda caracteristica de hidroxilas em 3411 cm™ encontra-

se alargada, indicando maior formacgao do hidrato [3a].
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Figura 1.6. Espectro no infravermelho (filme sobre NaCl) do produto [3] apés

48 horas da sua sintese.

O esquema 6mostra a hidratacdo, formando o hidrato correspondente [3a].

+ H>O

oO——
O—= O

’,
7
7y,
7

-H,0

[3]

Esquema 6. Hidratacdo da cetona.
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1.3.3. Sintese de 3-(E,Z)-C-(carbometoximetilideno)-3-desoxi-1,2;5,6-di- O-
isopropilideno- a-D-alofuranose [4]

Para introduzir a cadeia lateral, precursora do anel lactdnico, utilizou-se
uma reacdo de Wittig modificada, conhecida como Wittig-Horner. Reacfes de
Wittig-Horner s&o constantementes utilizadas para introduzir duplas ligagdes C-
C em D-lactonas. Neste trabalho o ilideo foi formado a partir da reacéo entre
tert-butoxido de potassio e o éster fosfonoacetato de trimetila em THF seco. O
ilideo entéo foi reagido com o composto [lll] que levou a formacgéo dos ésteres
a,B-insaturados, uma mistura de isdbmeros E e Z [4]. O esquema 7 mostra 0

mecanismo para a reagao de Wittig-Horner.

(CH3)sCOK ” -
(CH40),PCH,CO,CH, P (CH30),PCHCO,CH,

0 0
0 ///
|| . g o CH30) PO, 0
(CH30),PCHCO,CH;4 ’//,,/// >< '///,, / ’///,,///O
CH30

COZCH3
(3] [4]

Esquema 7. Mecanismo para a reacdo de Wittig-Honer.

A formacéo dos compostos [4] foi monitorada por CCD. A revelacao das
cromatoplacas foi realizada em camara de luz UV (A= 254 nm) e também com
solucdo alcodlica de &cido fosfomolibdico. O cromatograma apresentou duas
manchas proximas com valores de R; de 0,62 e 0,67 (eluente AcOEt/hexano
1.3, v/v), devidas aos isbmeros Z e E, respectivamente. Uma vez que a etapa
subsequiente da rota sintética era a hidrogenacdo dos carbonos da ligacdo
dupla que levaria a obtengcdo de um mesmo produto, ndo foi necessaria a

separacao dos isomeros E e Z.
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A analise do espectro no infravermelho da mistura de isbmeros [4]
(Figura 1.7) apresentou bandas importantes para confirmar a sua obtencao. A
primeira em 1680 cm™ caracteristica de estiramento da ligacdo C=C,
confirmando a presenca da dupla ligacdo. A segunda, em 1726 cm™, foi
atribuida ao estiramento da ligacdo C=0O da carbonila dos ésteres a,(-

insaturados, confirmando a formacgao dos produtos [4].

1436

1373
1159 1019
1069

1219

T T T T T T T
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Figura 1.7. Espectro no infravermelho (filme sobre NaCl) do produto [4].

1.3.4. Sintese de 3-C-(carbometoximetil)-3-desoxi-1,2:5,6-di- O-isopropili-

deno- a-D-alofuranose [5]

Reacdes de adicdo de H, a duplas ligacbes de compostos organicos
estdo entre as mais importantes na quimica organica preparativa. Podem ser
feitas através de diferentes métodos: hidrogenacéo catalitica homogénea ou
heterogénea, reducdo eletroquimica e hidrogenacdo eletrocatalitica. Neste
trabalho os ésteres insaturados E e Z [4] foram solubilizados em AcOEt e
hidrogenados sob atmosfera de H, na presenca do catalisador heterogéneo de
paladio finamente dividido depositado em superficie de carbono. Esta reacao é

uma adicdo sin, na qual ambos os atomos de hidrogénio se adicionam do
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mesmo lado da molécula. (HOLLEBEN, 1998; SOLOMONS, 2005). Na figura
1.8 podemos ver o mecanismo para hidrogenagcéo de um alqueno catalisado
por paladio em carbono. Na etapa (a) elétrons ndo-emparelhados na superficie
do par metalico com elétrons de hidrogénio ligam o hidrogénio a superficie, ou
seja, ocorre a adsorcdo do hidrogénio. Em seguida (b) ocorre a colisdo do
alqueno com a superficie carregada com hidrogénio adsorvido causando a
adsorcao do algqueno. Uma transferéncia em etapas de atomos de hidrogénio
ocorre (c) produzindo um alcano antes de a molécula organica deixar a
superficie do catalisador, causando a adicdo dos atomos de hidrogénio na
mesma face do alqueno (d).

(2l - {0\
a
EEEEE— + H: —_— L _‘__"‘
Superficie do catalisador [b]
metalico ]
h‘& e -I-i' .'3;
hl""a o I-IJlr HR PU\L “"&:C_ 6“""
H-n O [l n ™[ |

N — — HH

Figura 1.8. Mecanismo para hidrogenacéo catalitica.

O grupo isopropilideno ligado diretamente ao anel provoca um
impedimento estérico, promovendo a adi¢cao de hidrogénio pela face oposta da
molécula, formando um Unico produto, com a cadeia do éster em alfa.

A formacéo do produto foi acompanhada por CCD com revelagcdo da
cromatoplaca em solucao alcodlica de acido fosfomolibdico. Nao foi observada
mancha do produto quando revelada sobre camara de luz UV.

Analisando o espectro no infravermelho do composto [5] (Figura 1.9),
nota-se a auséncia de banda em torno de 1680 cm™ referente ao estiramento
da ligacdo C=C presente no espectro dos ésteres insaturados precursores

(Figura 1.7), além do deslocamento da banda referente a carbonila de 1726
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cm™ no espectro de [4] para 1737 cm™ no espectro de [5] confirmando a
hidrogenacao (BARBOSA, 2007). A faixa de temperatura de fusao observada
para [5] (56,5-57,3 °C) estd de acordo com a literatura (57,0-58,0 °C,
ROSENTHAL e NGUYEN, 1969) e indicou bom grau de pureza do produto.
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Figura 1.9. Espectro no infravermelho (KBr) do produto [5].

1.3.5. Sintese de 3-desoxi-3- C-(carbometoximetil)-1,2- O-isopropilideno- a-

D-alofuranose [6]

Dando prosseguimento a rota sintética (Figura 1.4), realizou-se a
eliminacao seletiva do grupo protetor isopropilideno ligado a C5 e C6, dando
origem ao diol [6] (Esquema 8). Para evitar a clivagem do segundo grupo
protetor, realizou-se esta etapa em condi¢Ges brandas, utilizando quantidades
pequenas de solucdo de acido sulfurico 0,8% a temperatura ambiente
(ROSENTHAL e NGUYEN, 1969). A hidrdlise do grupo isopropilideno ligado
diretamente ao anel heterociclico é dificultada devido a maior estabilidade do

sistema biciclico de dois anéis de cinco membros fundidos.
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Esquema 8. Mecanismo da desprotecdo do grupo isopropilideno.

A reacdo foi acompanhada por CCD. A mancha relativa ao diol [6]
apresentou um Ry igual a 0,40 (hexano/AcOEt 1:2 v/v). Logo que apareceu uma
segunda mancha, com Ry inferior a 0,40 a reac¢do foi interrompida através de
neutralizagdo com solu¢do de Na,COj3; a 10%. Esta mancha de menor Rf é
devida a hidrdlise do segundo grupo protetor. Em seguida, eliminou-se o
metanol em evaporador rotatorio e a fase aquosa foi utilizada na etapa
posterior sem isolamento do composto [6]. Em trabalho anterior (PEREIRA,
2000) constatou-se um aumento no rendimento global da transformacao de [5]
em [7] (Figura 1.2) por essa metodologia, em comparacdo com a descrita na
literatura (ROSENTHAL e NGUYEN, 1969). Esses autores neutralizam o meio
com carbonato de bério solido e separam a solugdo neutra do produto por
filtragdo. O produto € extraido da fase aquosa com cloroférmio, com

rendimento de 88%.
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1.3.6. Sintese de 3-desoxi-3- C-(carbometoximetil)-1,2- O-isopropilideno- a-
D-ribofuranose [7]

Apos formacdo do produto [6] realizou-se uma clivagem oxidativa do
diol, seguindo procedimento semelhante ao descrito por ROSENTHAL e
NGUYEN (1969), utilizando um equivalente de NalO, em solu¢cdo aguosa com
rendimento de 65,6 % a partir de [5] (Esquema 9). O rendimento descrito na
literatura para essa etapa é de 60%. Considerando-se as duas etapas ([5] para
[7], o rendimento da literatura é de 53% (ROSENTHAL e NGUYEN, 1969).

0
o v o
HO O_/I \o ”
0 N I _C 0
0- H
///,,/// ////,//// ’////,,/
o -
\\\\\\\\ ///////, ' |O4 \\\\\ W \\\\\\\ //
| \
H,0
CO,CH, 2 COZCH3 HCHO + 105 c;ozc;H3

Esquema 9. Formacao do aldeido através da clivagem oxidativa do diol.

O pH da mistura reacional foi monitorado e mantido igual a 7 pela adicéo
de gotas de solucdo de NaOH 0,1molL™?, sempre que necessério, de forma a
neutralizar o 4cido férmico resultante da oxidagéo do formaldeido. Este controle
foi necessério para evitar a hidrolise do grupo isopropilideno restante.

A estrutura do aldeido [7] obtido foi confirmada através de
espectroscopias no infravermelho e de RMN de 'H e *3C. No espectro no
infravermelho (Figura 1.10) pode-se observar uma banda em 1736 cm™
correspondente a deformacdo axial das ligacdes C=0 do aldeido e do éster,
superpostas.

O alargamento da banda de estiramentos C-H para menores numeros
de onda (Figura 1.10), quando comparada, por exemplo, com a banda
equivalente no espectro de [5] (Figura 1.9), indicou a presenca da ligacdo C-H
aldeidica, que normalmente é observada na regido entre 2830 e 2650 cm™
(BARBOSA, 2007). Notou-se, entretanto, uma banda larga em 3453 cm™
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caracteristica de estiramento de ligacdo O-H. Uma vez que o pH da mistura
reacional ia tornando-se mais acido conforme o processamento da reacéo,
indicando o consumo do oxidante pelo metanol, acredita-se que o rendimento
da reacao poderia ter sido melhor utilizando-se 2 equivalentes de periodato de
sbédio nesta reacdo ao invés de 1 equivalente, como descrevia a literatura.

Assim, supde-se que a origem desta banda seja devida a contaminagao pelo
diol de partida [6].
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Figura 1.10. Espectro no infravermelho (filme sobre NaCl) do aldeido [7].
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No espectro de RMN de *H (Figura 1.11) pode-se observar um dupleto
em 9 9,65 referente ao hidrogénio do aldeido com J = 2,4 Hz, referente ao seu
acoplamento com H2'. Sinais de menor intensidade nao identificados
comprovaram a hipétese da presenca de impureza, provavelmente o diol [6].
Os dados obtidos dos espectros de RMN de *H do composto [7] estdo

apresentados na Tabela 1.7 e confirmam a formacé&o do aldeido.

9.658

T——— 9649
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ppm

Figura 1.11. Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do composto [7] com
ampliacéo do sinal de H6'.
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Tabela 1.7 - AtribuicBes dos sinais observados no espectro de RMN de *H do
aldeido [7] a 300 MHz, em CDCl3

Atribuicdo 'H [Aldeido] & (m, J%)
H2a 2,58 (dd, Joaz = 4,5 Hz, J2a20=17,4 Hz)
H2b 2,75 (dd, J2b,3=10,2 Hz, J2p22=17,4 Hz)
H2’ 4,05 (dd, J» ¢=2,4 Hz, Jo 3 = 10,8 Hz)
H3’ 2,42-2,52 (m)
H4' 4,83 (pseudo t, J~3,8 Hz)"
H5’ 5,95 (d, Js 4= 3,6 Hz)
H6’ 9,65 (d, Js.» =2,4 Hz)
OCHjs 3,69 (s)
Me 1,49 (s)
Me 1,33 (s)

*Jpg =3,6 HZze Jyz =4 Hz

A Figura 1.12 representa o espectro de RMN de **C do composto [7],
onde nota-se o sinal em 200,5 ppm atribuido ao carbono C6’ da carbonila de
aldeido. Os demais dados estdo de acordo com a literatura (ROSENTHAL e
NGUYEN, 1969; PEREIRA, 2000).

54



1
2" 577,
3> 4 e)
\\\\\\ ., ><
N "
2 (o] Me-Isoprop.
1 o—
o [e<h c2
cs C4c2
ce6' Me-Igpprop

OMe

CMe2

200 150 100 50
ppm

Figura 1.12 - Espectro de RMN de *H (75 MHZ, CDCls) do composto [7].

A Tabela 1.8 lista as demais atribuicdes para os sinais do espectro de
RMN de *3C de [7].

Tabela 1.8 - Atribuicdes dos sinais observados no espectro de RMN de **C do
aldeido [7] a 75 MHz, em CDCl3

Atribuicéo Bc I
Me 26,9
Me 27,3

OCHs 52,1
C(Me), 112,9
C1 171,9
C2 29,3
c2’ 80,9
C3’ 42,4
c4’ 83,7
C5’ 106,3
C6’ 200,5
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1.3.7. Sintese de (2R,3R,4R,5R)-2-{2-[2-alquenil]-4,5-isopropilidenodio-

xitetraidrofuran-3-il}acetatos de metila [8]

Reacdes de Wittig sdo utilizadas para a preparacao de olefinas, a partir
de aldeidos ou cetonas e ilideos apropriados obtidos de sais de Wittig em meio
basico. Os sais de Wittig utilizados neste trabalho (a= Brometo de
heptiltrifenilfosfénio, b= Brometo de (2-metilbenzil)trifenilfosfonio e c= Brometo
de (3-metilbenzil)trifenilfosfénio) foram sintetizados a partir de trifenilfosfina e
dos brometos orgéanicos correspondentes, com rendimentos de 90, 96 e 96%,

respectivamente (Esquema 10).

Ph/// R, Ph R,
N N o~ Tolueno, N » = 4 -
Ph—/'P- + Br - Ph—/-P Br
R
Ph Rz Ph 2
Trifenilfosfina Haleto organico Sal de
Wittig

Esquema 10. Sintese do sal Wittig.

Os ilideos foram preparados in situ obtidos pela reagéo entre os sais de
Wittig e butilitio, em THF seco e atmosfera de N,. A reacéo entre os ilideos de
fésforo e o aldeido [7] produziu os compostos [8], como mostra o Esquema 11.
O carbono do ilideo de fosforo (A) carregado negativamente atua como
nucleofilo e se liga ao carbono da carbonila, ocorrendo a formacao da betaina
(B) intermediaria. Esta se converte em um heterociclo com formacdo da
oxifosfetana (C). A estabilidade do 6xido de trifenilfosfina dirige a reacdo para
formacao do alqueno (CAREY, 2007).
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Esquema 11. Mecanismo geral para a reacao de Wittig.

A estereoquimica da reacdo depende dentre outros fatores da
estabilidade do ilideo. Representando o sal de Wittig por [PhsPCH2R]Br, se o
grupo R for igual a H ou alquila, que nao estabilizam a carga negativa sobre o
carbono no ilideo, este serd pouco estavel, portanto muito reativo. A
estereoquimica do produto sera preferencialmente Z. Se o grupo R é fenila (Ph)
ou vinila (-CH=CH,), que estabilizam levemente a carga negativa por
ressonancia, os ilideos serdo mais estaveis. Neste caso a reagcdo € menos
estereosseletiva. O resultado € uma mistura de isdmeros Z e E. (CAREY,
1993). Assim, na reagdo com o ilideo (2a), observou-se a formacédo de um
produto [8a] com configuragdo Z. Os produtos aromaticos [8b] e [8c] foram
obtidos como misturas de isbmeros Z e E, aproximadamente 3,5:1 (Z:E). A
Figura 1.13 apresenta os produtos obtidos a partir das reagbes de Wittig

realizadas.
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[SC] 1CO,CH3

Figura 1.13. Compostos obtidos através de reacdes de Wittig.

A confirmacdo das estruturas dos alquenos foi feita pela analise do
espectro de infravermelho, dos espectros de RMN de *H e »*C, além da analise

elementar.

O composto [8a] ja esta descrito na literatura e € um intermediario na
rota de sintese do avenaciolideo (ANDERSON e FRASER-REID, 1985). O

resultado das andlises elementares do produto [8a] obtido permitiu a
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confirmacgéo da sua formula minima, apresentando erros relativos de apenas
0,3% para a andlise de carbono e 2,7% para a analise de hidrogénio. O
espectro no infravermelho do composto [8a], representado na Figura 1.14,
apresenta uma banda em 3017 cm™ atribuida ao estiramento C-H de alqueno,
confirmando a presenca de hidrogénio ligado a carbono sp® (=C-H). Pode ser
observada ainda banda em 1664 cm™ atribuida ao estiramento da ligacdo C=C.
As demais bandas estdo de acordo com aquelas apresentadas na literatura,
confirmando a obtencdo do composto [8a] (ANDERSON E FRASER-REID,
1985).

1023

1738

Figura 1.14 - Espectro no infravermelho (KBr) do composto [8a].

A férmula minima (C19H240s) dos produtos [8b] e [8c] foi confirmada por

analises elementares, obtendo-se erros relativos menores que 0,9%.

Os espectros no infravermelho dos compostos [8b] e [8c] representados
nas Figuras 1.15 e 1.16, apresentaram bandas em torno de 3017 e 3060 cm™
atribuidas ao estiramento C-H de alqueno e de compostos aromaticos
respectivamente. Observam-se ainda a presenca de bandas harmdnicas entre
1646 e 1541 cm™, caracteristicas de anéis aromaticos, além da banda intensa

em 1738 cm™ referente ao estiramento C=0 de éster.
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Estes compostos sdo semelhantes, diferenciando-se apenas na posi¢ao
do grupo metila no anel aromatico, sendo a metila na posi¢cdo orto para o
composto [8b] e meta para o composto [8c]. Portanto seus espectros de RMN

de *H também apresentam o mesmo aspecto geral, como mostra a Tabela 1.9.
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Figura 1.15 - Espectro no infravermelho (KBr) do composto [8b].
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Figura 1.16 - Espectro no infravermelho (KBr) do composto [8c].
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Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios da dupla ligacdo H6’ e H7’
apareceram em valores esperados para hidrogénios olefinicos. O aparecimento
de sinais entre & 7,14-7,34 relativos aos hidrogénios aromaticos confirma a
incorporacdo dos grupos arila a estrutura do precursor. Nesses espectros foi
possivel identificar sinais dos isdbmeros Z e E, que foram obtidos na proporgéo
aproximada de 3,5:1, de acordo com a comparagdo entre suas curvas de
integragao.

Tabela 1.9 — Deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de
acoplamento J (Hz) dos sinais observados no espectro de RMN de 'H dos
compostos [8b] e [8c], a 300 MHz, em CDCl;

Atribuicéao [8b] & (M, J%) [8c] & (m, J*)
CHj 1,28 (s) 1,29 (s)
CHs 1,35 (s) 1,34 (s)
CHg* 1,33 (s) 1,28 (s)
CHg* 1,61 (s) 1,56 (S)
OCHj 3,68 (s) 3,68 (s)

OCH3* 3,65 (s) 3,64 (s)
H2a H2a* 2,15-2,25 (m) 2,16-2,24 (m)

H2b 2,44 (dd, Jap2a=17,1, Jop3-11,0) 2,33 (dd,Jzp2a =17,2, Jop3=11,2)

H2b* 2,42-2,48 (m) 2,31-2,40 (m)
H2’ 4,44 (pseudo t, J = 9,7) 4,47 (pseudo t, J =9,6)
H2'* 4,33-4,38 (m) 4,02-4,19 (m)

H3' H3™ 2,50-2,52 (m) 2,14-2,30(m)
H4’ 4,83 (t, J 4 5=3,9) 4,47 (t, Iy 5=3,8)
H4'* 4,74-4,77 (m) 4,68-4,84 (m)
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H5’ 5,85 (d, Js,4-3,9) 5,87(d, J5.4=3,8)
H5 5,96 (d, Js+4+=4,0) 5,91 (d, Js+4+=4,0)

5,61 (dtd, Je',e"zz,?, Je',2:9,6,

H6’ 5,89-5,91 (M) Je.7=11,5)
H6™ 5,89-5,91 (M) 5,64-5,72 (m)
H7’ 6,84 (d, J7o = 11,4) 6,85(dd, J7. 6=11,5, J7» =2,7)
H7"™* 6,87 (d, J7+g+ = 15,9) 6,88(d, J 746+ = 15,3)
H2”, H2"* - 7,29-7,32(m)
H3”, H3"* 7,17-7,20 (m) -
H4”, H4"™ 7,17-7,20 (m) 7,10-7,22 (m)
H5”, H5" 7,25-7,38(m) 7,38-7,46 (M)
H6”, H6™ 7,25-7,38(m) 7,29-7,32(m)
H7" H7"* 2,27 (s) 2,27 ()

*Sinais referentes ao isbmero minoritario E. Os demais sinais sdo referentes
aos componentes principais Z.
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Tabela 1.10. Dados obtidos do espectro de RMN de **C dos compostos [8b] e
[8c], a 75 MHz, em CDCl3

Atribuicéo (C) [8b] & [8c] &
CHs 26,9 26,5
CHs 29,8 26,8

OCHs 51,9 51,9
C(Me), 111,9 111,9
C1 172,7 172,7
C2 29,2 29,3
Cc2 76,5 77,5
C3’ 46,4 46,4
c4’ 81,0 81,0
Co5’ 105,1 105,2
Co6’ 129,2 128,2
cr 130,1 129,2
crv 137,0 136,4
c2” 135,9 126,3
C3” 128,1 135, 9
C4” 128,2 130,5
C5” 125, 8 132,6
C6” 127,6 125, 8

cr’ 20,1 20,1
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O pico do ion molecular m/z 332 esta presente nos espectros de massas
de [8b] e [8c]. Além disto, o pico resultante da perda de um radical metila a
partir do ion molecular em m/z 317 (2% de intensidade) também foi observado

em ambos 0s espectros.

1.3.8. Sintese de (2 R,3R,4R,5R)-2-(alquil)-4,5-isopropilidenodioxitetraidro-

furan-3-ilacetatos de metila [9]

A etapa seguinte na rota sintética consistiu da hidrogenacdo dos
compostos [8] (Esquema 12), utilizando a mesma metodologia descrita no item

1.2.5.4, obtendo os compostos [9] mostrados na figura 1.17.

RCH=CH o RCH,-CH, O
“, //,,///
\Cj % Hp PAC \Q "o
\\\\\\\ “, 7, )< AcOEt \\\\\\\ ///’//
\\ /,O \\\ /,O
CO,CHg CO,CH3

Esquema 12. Formacédo dos compostos hidrogenados.
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Figura 1.17. Compostos hidrogenados sintetizados.

Apenas a reacdo de hidrogenacdo do composto [8a] teve seu final
confirmado por CCD, pois 0os demais compostos possuem um anel aromatico
ligado a cadeia lateral e tanto os materiais de partida quanto os produtos sdo
revelados no UV e os Ris destes compostos sdo muito semelhantes. Para
garantir total hidrogenacao de [8b] e [8c] utilizou-se uma quantidade maior do
catalisador Pd/C a 10%, além de deixar a mistura em agitagdo em atmosfera
de hidrogénio por um tempo maior. Assim, foram obtidos os compostos [9a],

[9b] e [9c] (Figura 1.17) com rendimentos acima de 87%.

Dados obtidos através da andlise elementar confirmaram as formulas
minimas e a pureza dos compostos [9b] e [9c] (C19H2605) apresentando erro
relativo menor que 1,6% tanto para o C quanto para o H para ambos
compostos. Nao foi feita esta andlise para [9a] por se tratar de substancia ja
descrita na literatura. Sua caracterizagao foi feita com base na comparacao de
dados de espectroscopia no infravermelho com os dados publicados
(ANDERSON E FRASER-REID, 1985).

Os espectros no infravermelho dos compostos [9] (Figuras 1.18, 1.19 e

1.20) mostraram as bandas esperadas de acordo com as estruturas propostas.
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Destacam-se as bandas entre 1734-1739 cm™ referentes ao estiramento da
carbonila do éster. Para o composto [9a] (Figura 1.18) é nitida auséncia de
bandas presentes no espectro do precursor [8a] na regido de 1664 cm™ e 3017
cm™ (Figura 1.14) referentes, respectivamente, aos estiramentos de C=C e
=C-H. Porém, nos espectros dos demais compostos (Figuras 1.19 e 1.20),
bandas referentes ao anel aromatico impediram esta diferenciacdo em relagcéo
aos espectros no infravermelho dos precursores (Figuras 1.15 e 1.16). Sua

caracterizacao principal se deu através da analise de seus espectros de RMN.
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Figura 1.18. Espectro no infravermelho (filme sobre NaCl) do composto [9a].
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Figura 1.19. Espectro no infravermelho (KBr) do composto [9b].
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Figura 1.20. Espectro no infravermelho (KBr) do composto [9c].

Os dados obtidos através de RMN de *H dos compostos [IXb] e [IXc]
estdo listados na Tabela 1.11. Uma evidéncia da efetiva hidrogenacdo dos
ésteres € o surgimento de dois multipletos em 61,58 a 1,90 e 02,24 e 2,93
referentes aos hidrogénios ligados a C6’ e C7’, somada a inexisténcia de sinais
na regido de hidrogénios olefinicos.

Os sinais obtidos dos espectros de RMN de *3C estéo apresentados na
Tabela 1.12 e estdo de acordo com 0 que se esperava, apresentando
deslocamentos similares aos dos ésteres precursores, exceto pelos carbonos

que foram hidrogenados.
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Tabela 1.11

— Deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de

acoplamento J (Hz) dos sinais observados no espectro de RMN de 'H dos
compostos [9b] e [9c], a 300 MHz, em CDCl;

Atribuicéo [9b] & (M, J*) [9c] & (m, J*)
CHs 1,32 (s) 1,32 (s)
CHs 1,48 (s) 1,47 (s)
OCHjs 3,69 (s) 3,69 (s)
H2a 2,26 (dd,J24,26=16,8, J2a3=4,3) 2,68 (dd,J2425=16,8, J2a3= 4,3)
H2b 2,60-2,71 (M) 3,75-3,85 (m)
H2’ 3,75-3,85 (M) 3,75-3,85 (m)
H3’ 2,04-2,17 (M) 2,03-2,14 (M)
H4'’ 4,77 (pseudo t, J =4)* 4,76 (pseudo t, J =4)*
H5’ 5,85 (d, Js 4-3,9) 5,85 (d, Js 4= 4,0)
H6'a e H6'b 1,58-1,62 (m) 1,60-1,68 (m)
H7'a 2,58-2,72 (m) 2,24-2,26 (M)
H7'b 2,83-2,94 (m 2,78-2,90 (m)
H2" - 7,16-7,23 (M)
H3" 7,06-7,15 (m) -
H4" 7,26-7,31 (M) 7,07-7,11 (m)
H5" 7,06-7,15(m) 7,16-7,23 (M)
H6” 7,06-7,15(m) 7,07-7,11 (m)
H7" 2,31 (s) 2,17 (s)

*Jrs = 3,9 para [9b] e 4,0 para [9c], e Jy 3 = 4 para ambos 0os compostos



Tabela 1.12. Dados obtidos do espectro de RMN *C dos compostos [9b] e
[9c], a 75 MHz, em CDCl3

Atribuicgo (C) [1Xb] 5 [1Xc]
CHa 26,5 26,5
CHa 26,5 26,8

OCH; 52,0 51,9
C(Me), 111,6 111,9
c1 172,8 172,6
C2 29,8 29,7
c2 76,5 77,5
c3’ 45,00 45,0
ca’ 81,0 81,0
Cc5’ 104,9 105,0
C6’ 33,3 34,7
c7 29,7 32,4
c1’ 136,3 142,1
c2’ 130,4 1332
Cc3’ 126,2 138,1
ca” 128,2 1285
C5” 126,2 129,5
C6” 140,2 126,8

cr” 19,5 21,6
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Os espectros de massas dos compostos [9b] e [9c] sdo muito

semelhantes e em ambos € possivel observar o pico referente ao ion

molecular.

1.3.9. Sintese de (1R,5R,6R,8R)-6-(alquil)-8-hidroxi-2,7-dioxabiciclo-
[3.3.0]octan-3-onas [10 B] e (1R,5R,6R,8S)-6-(alquil)-8-hidroxi-2,7-dioxabici-

clo[3.3.0]Joctan-3-onas [10 a].
Durante a hidrélise do segundo grupo protetor isopropilideno, seguindo-
se metodologia semelhante a descrita por ANDERSON e FRASER-REID

(1985), ocorreu o processo de lactonizacdo formando misturas de epimeros
[10] com hidroxilas em a ou B com rendimentos acima de 85%. Uma proposta

de mecanismo para estas reagdes esta representada no Esquema 13.
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Esquema 13. Proposta de mecanismo para formacao das lactonas [10].
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Como a geometria em torno da ligagdo C=0" mostrada no segundo
intermediario do Esquema 13é plana, o nucledfilo (a molécula de 4gua) pode
se ligar ao carbono C8 por qualquer uma das faces da molécula, gerando os
epimeros representados nas Figuras 1.21 a 1.23. Nos desenhos

tridimensionais dos epimeros podem-se observar as hidroxilas em a ou em £.

Figura 1.21 Modelos moleculares dos compostos [10aa] e [10af],

respectivamente.

¢
L .
.- -L \ a

Figura 1.22 Modelos moleculares dos compostos [10ba] e [10bf],

respectivamente.

Figura 1.23 Modelos moleculares dos compostos [10ca] e [10cf],

respectivamente.
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As figuras 1.24 a 1.26 apresentam 0s espectros no infravermelho das
misturas de epimeros [10a], [10b] e [10c], respectivamente, onde podem ser
observadas bandas largas centradas entre 3411 e 3407 cm™ referentes ao
estiramento O-H das hidroxilas, inexistentes nos espectros dos compostos
precursores [9] (Figuras 1.17 a 1.19). O deslocamento da banda relativa ao
estiramento C=0O de 1734 (nos espectros dos precursores) para 1781 cm™
evidencia a formagéo de y-lactonas (CASTELO-BRANCO, 2009, MAGATON,

2007).
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Figura 1.24. Espectro no infravermelho (filme sobre NaCl) do composto [10a].

Figura 1.25. Espectro no infravermelho (filme sobre NaCl) do composto [10b].

72



Hi = B H
D 1781

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura 1.26. Espectro no infravermelho (filme sobre NaCl) do composto [10c].

Através dos resultados das analises elementares de carbono e
hidrogénio foi possivel confirmar a formula minima e a pureza dos compostos
[10b] e [10c], com um erro relativo abaixo de 1,3%. A caracterizagéo [10a] foi
feita com base na comparacdo de temperatura de fusdo e dados de
espectroscopia no infravermelho com os dados publicados (ANDERSON E
FRASER-REID, 1985).

Os espectros de RMN de **C dos compostos [10b] e [10c] encontram-se
nas Figuras 1.28 e 1.30. Em ambos os espectros observa-se a duplicacao da
maioria dos sinais, indicando a formacéo de isdbmeros. Por exemplo, na Figura
1.28 encontram-se os sinais em 90 176,7 (C3a) e 175,9 (C3B) referentes aos
carbonos das carbonilas dos epimeros com a hidroxila em a e em f3,
respectivamente. Outros sinais importantes para a confirmacédo da formacéao
dos epimeros foram observados em J101,2 e 95,9 (Figura 1.28) relativos aos
carbonos ligados as hidroxilas, C8a e C8p, respectivamente. Entretanto, a
confirmagédo da configuracdo de C8 dos isdbmeros majoritarios foi feita com
base na andlise dos espectros de RMN de *H (Figuras 1.27e 1.29).
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Figura 1.27. Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) da mistura de isdmeros
[10Db].
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Figura 1.28. Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) da mistura de isdbmeros
[10b].
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Figura 1.29. Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) da mistura de isdmeros
[10c].
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Figura 1.30. Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) da mistura de isdbmeros
[10c].

As atribuicBes feitas a partir dos espectros de RMN de *H encontram-se

listadas na Tabela 1.13. Para a determinagé&o da configuracéo relativa em C8
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nos isdmeros sintetizados, os sinais relativos aos H8 foram essenciais. O sinal
do componente majoritario (segundo as curvas de integracdo) é um simpleto.
Isto indicou que o sinal de H8 do componente principal da mistura ndo estava
acoplado ao de H1, portanto esses hidrogénios devem estar fazendo um
angulo proximo de 90° na estrutura molecular. Isto ocorre nas estruturas dos
iIsdmeros [10] com a hidroxila em B (Figuras 1.21 a 1.23). O sinal de H8 dos
isbmeros minoritarios aparece como um dupleto, indicando acoplamento do

sinal de H8 com o de H1. A constante Jg ;1 é de aproximadamente 4 Hz.

Assim, foram caracterizados os isomeros com hidroxila em a como
sendo 0s componentes em menor proporcdo nas misturas de epimeros [10].
Destacam-se ainda os sinais caracteristicos dos hidrogénios das hidroxilas,
aparecendo entre J 1,25 e 1,65. Os demais sinais observados confirmam as
estruturas propostas e a analise completa dos espectros de RMN esté descrita
nas Tabelas 1.13 e 1.14.

Tabela 1.13. Deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de acoplamento J
(Hz) dos sinais observados no espectro de RMN de ‘H dos compostos [10b] e
[10c], a 300 MHz, em CDCl3

Atribuic&o [10b] & [10c] &
H1 4,89 (d, J1.5=6,0) 4,88 (d, J.5=6,0)
H1* 4,90-4,93 (m) 4,90-4,92 (m)

H4a 2,44 (dd, J4a,4b= 18, J4a,5:1,5) 2,42 (dd, J4a,4b= 16,8, J4a,5=1,8)

Haa* 2,50-2,54 (m) 2,35-2,46 (m)
H4b e Hab* 2,59-2,68(m) 2,60-2,81(m)
H5 2,91-2,95 (m) 2,60-2,81(m)
H5* 2,59-2,68(m) 2,60-2,81(m)

H6 e H6* 3,95-4,08 (M) 3,92-4,04 (m)
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H8

Hg*

H9a e H9a*

H9b

H9b*

H10ae
H10a*

H10be
H10b*

OH e OH*

H2' e H2'™*

H3 e H3™*

H4’ e H4'*

H5' e H5™*

H6’ e HG™

Me e Me*

5,59 (s)

5,55 (d, Jg1=3,9)

1,84-1,96 (m)
2,02-2,18 (m)

1,84-1,96 (m)

3,45-3,52 (m)

3,45-3,52 (M)
1,25 (sl)
7,11-7,15 (m)
7,11-7,15 (m)
7,11-7,15 (m)
7,11-7,15 (m)

2,31 (s)

5,58 (s)

5,54 (d, Jg 1 =3,6)

1,62-1,98 (m)
2,05-2,18 (m)
1,62-1,98 (m)

2,87-2,95 (m)

2,87-2,95 (m)

1,65 (sl)
6,97-7,03 (m)
6,97-7,03 (m)
6,97-7,03 (m)
6,97-7,03 (m)

2,33 (s)

Obs: Os sinais marcados com “*” referem-se aos atomos do epimero

minoritario, no qual a hidroxila encontra-se ligada em posicdo alfa. Os demais

sinais se referem ao epimero principal, com a hidroxila em beta.
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Tabela 1.14. Dados obtidos do
[10c], a 75 MHz, em CDCl;

espectro de RMN **C dos compostos [10b] e

Atribuicgo (C) [Xb] & [Xc] &
C1 88,3 88,2
c1* 82,2 82,1
C3 175,6 175, 6
c3* 176,5 169,9
o 34,0 33,9
ca* 33,3 33,3
C5 42,7 45,6
c5* 42,1 42,1
C6 87,6 87,4
cé* 82,8 82,7
o 101,0 101,0
cs* 95,5 95,6
o 38,0 39,3
co* 35,2 36,4
C10 29,7 32,2

c10* 29,3 31,9
cr 139,5 140,9
c1* 139,5 140,9
c2 135,8 129,2
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c2™

C3

Cc3™

C4’

C4™>

CS%’

C5™

Co6’

C6™

CHs

CHg*

135,8

136,1

136,1

126,2

126,1

126,0

126,0

130,3

128,7

19,3

19,3

128,4

138,1

126,9

119,9

119,9

126,9

125,3

125,3

125,3

21,4

21,3

* Os sinais marcados com “*” referem-se aos atomos do epimero minoritario,
no qual a hidroxila encontra-se ligada em posicao alfa. Os demais sinais se

referem ao epimero principal, com a hidroxila em beta.

Analisando os espectros de massas dos compostos [10b] e [10c], nota-

se que ambos apresentaram picos relativos ao ion molecular em m/z 262. Os

picos referentes a perda de uma molécula de agua [M-HZO] também aparecem
nesses espectros.
Visto que a etapa posterior consistiria na oxidagao dos compostos [10q]

e [10B] formando produtos Unicos [11], ndo foi necessaria a separagdo dos

epimeros.
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1.3.10. Sintese de (1 R,5R,6R)-6-(alquil)-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]Joctano-3,8-
dionas [11].

Para a oxidacao dos lactois [10] e consequente formagéo do sistema bis-
plactdnico, foi utilizada a metodologia de Jones, seguindo procedimento
semelhante aquele reportado para a sintese do avenaciolideo (ANDERSON e
FRASER-REID, 1985). Aos compostos solubilizados em acetona foi adicionado
gota a gota o reagente de Jones até que ndo houve mais alteracdo da
coloracdo (alaranjada), indicando que o crémio(VIl) ndo estava mais sendo
reduzido, confirmando portanto, o final da reacdo. Na sequéncia adicionou-se
metanol para consumir o excesso do oxidante. Apés elaboracdo da reacéo e
purificacdo dos produtos, foram obtidas as bis-jlactonas [11] com rendimentos
entre 63 e 80%. As temperaturas de fusdo dos compostos [11] apresentaram
uma faixa pequena de variacdo. A analise elementar de carbono e hidrogénio
confirmou as férmulas propostas e a pureza dos compostos [11b] e [11c].

As Figuras 1.31 a 1.33 mostram os espectros no infravermelho dos
compostos sintetizados: [11a], [11b] e [11c], respectivamente. A auséncia da
banda préxima em 3400 cm™, caracteristica do estiramento da ligacdo O-H,
presente nos espectros dos lactois precursores [10] (Figuras 1.24 a 1.26) ndo
se observa nos espectros dos produtos [11], confirmando a ocorréncia da
oxidacdo em C8. Nota-se ainda uma banda intensa e larga entre 1783-1789
cm™, caracteristica de estiramento de C=O de plactonas nos espectros de

[11a], [11b] e [11c], devida a superposicdo das bandas das duas carbonilas.
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Figura 1.31. Espectro no infravermelho (filme sobre NaCl) do composto [11a].
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Figura 1.32. Espectro no infravermelho (KBr) do composto [11b].
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Figura 1.33. Espectro no infravermelho (filme sobre NaCl) do composto [11c].
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A caracterizacdo do composto [11a] foi feita com base na comparagao
de temperatura de fusdo e dados de espectroscopia no infravermelho com os
dados publicados (ANDERSON E FRASER-REID, 1985). Para os compostos
[11b] e [11c] foram obtidos espectros de RMN de 'H e *C (Figuras 1.34 a
1.37).

I IR

\ \ \ \ \ \
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

ppm

Figura 1.34. Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do composto [11b].

ppm

Figura 1.35. Espectro de RMN de *3C (75 MHz, CDCls) do composto [11b].
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Figura 1.37. Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do composto [11c].

A anélise dos espectros de RMN de *H dos compostos [11b] e [11c] esta
resumida na Tabela 1.15. A auséncia do sinal referente ao hidrogénio H8

observado nos espectros dos precursores [10] indicou a ocorréncia da
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oxidacdo de C8, levando aos produtos [11b] e [11c]. S&0 notaveis ainda o0s
aumentos nos valores dos deslocamentos quimicos relativos ao H1, que agora
aparecem como dupletos por se acoplarem apenas com H5, devidos ao efeito
da desprotecdo causada pela carbonila vizinha. Os demais sinais estdo de

acordo com as estruturas esperadas para as bis- )<lactonas.

Tabela 1.15. Deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de
acoplamento J (Hz) dos sinais observados no espectro de RMN de *H dos
compostos [11b] e [11c], a 300 MHz, em CDCl;

Atribuicao [11b] [11c] &

H1 5,03 (d, J15=7,8) 5,01(d, J15 =8,1)

2,52 (dd, Jaasn = 18,2, 2,42 (dd, Jaaas = 18,0
H4a J4a,5:3,9) J4a,5:4,5)

2)67 (dd) \]4b,4a:18,2 ’ 2188(dd1 J4b,4a:18,0, ‘]4b,5

H4b J4b,5:8,0) :9,6)
H5 3,01-3,09 (m) 2,97-3,07(m)

4,36 (dt, J6,9a:\]6,9b:4,8; 4,31 (dt, Je,ga:\]e,gb: 51;

H6 J6,5=6,9) Js5=8,1)
H9a e H9b 1,96-2,05 (m) 1,98-2,08 (m)
H10a e H10b 2,82-2,96 (m) 2,65-2,95 (m)
H2’ _ 6,96-7,06 (M)
H3’ 7,09-7,19 (m) B
H4', H5' e HE’ 7,09-7,19 (m) 6,96-7,06 (M)
Me 2,73 (s) 2,34 (s)

Os dados obtidos dos espectros de RMN de **C est&o apresentados na

Tabela 1.16. Notam-se os sinais relativos aos carbonos das duas carbonilas
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que apareceram em torno de 0173 para o carbono C3 e 0170 para C8. Os

demais sinais estdo de acordo com as estruturas propostas.

Tabela 1.16. Dados obtidos do espectro de RMN de *C dos compostos [11b] e
[11c], a 75 MHz, em CDCl;

Atribuic&o (C) [11b] & [11c] &
C1 83,9 77,4
C3 1735 173,4
ca 40,2 40,1
C5 28,6 31,2
C6 82,8 83,7
C8 169,7 169,7
C9 36,00 37,2

C10 32,6 32,7
c1 137,8 139,5
c2 135,8 125,3
ok} 130,6 128,7
ca’ 126,7 127,3
c5' 126,3 138,4
c6’ 128, 8 129,2
Me 19,2 21,4

Os espectros de massas dos compostos [11b] e [11c] sdo semelhantes,

apresentando o pico referente ao ion molecular em m/z 260.
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1.3.11. Sintese de (1 R,5R,6R)-6-(alquil)-4-metilideno-2,7-
dioxabiciclo-[3.3.0]octano-3,8-dionas [13]

A introducdo da dupla ligagdo exociclica vizinha a carbonila em C3 foi
realizada seguindo a metodologia de PARKER e JOHNSON (1973), na qual ao
composto [11] foi colocado para reagir sob refluxo com solucdo de carbonato
de metilmetoximagnésio (CMM), em atmosfera de N,. Apds o resfriamento da
mistura reagente a adi¢do de solucdo de HCI completa a formacao dos &cidos

carboxilicos, que sdo extraidos com éter dietilico. Uma proposta de mecanismo

0 (0]
(e}
+ 0
+ MgOCOCH,

H §

para esta reacdo esta mostrada no esquema 14.

(0]
R O

sz H
o

R
-

///////
o \\\\\\

Q

-MgCl,

HO

Esquema 14. Proposta de mecanismo para a formacao dos acidos carboxilicos
[12].

Os acidos dilactoénicos [12] ndo foram identificados, sendo utilizados na
etapa adjacente sem purificagdo. Adicionou-se aos &cidos [12] uma solugéo
preparada a partir de acido acético, acetato de sédio, dietilamina e formol,
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promovendo a descarboxilagdo seguida da metilenagcdo do intermediario,
obtendo-se assim, os produtos finais [13], com rendimentos entre 46 e 48 % a

partir de [11].
O mecanismo proposto para a formacdo da dupla ligacdo exociclica

esta representado no esquema 15.

1% Etapa: Formag&o do fon iminio
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Esquema 15. Proposta de mecanismo para a descarboxilacdo do acido

carboxilico e adi¢cdo da dupla ligacéo exociclica ao sistema biciclico.
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Os produtos finais [13] obtidos (Figura 1.38) foram caracterizados
através de analise elementar de carbono e hidrogénio, espectroscopia de RMN

e no infravermelho, espectrometria de massas e rotagao especifica.

16 14 12

15 13

[13c]

Figura 1.38. Produtos finais obtidos.

Os dados das analises elementares apresentaram-se condizentes,
confirmando a féormula minima dos produtos (CisH2,04 para [13a] e CisH1604
para [13b] e [13c]) e sua pureza, obtendo-se percentagens de carbono e

hidrogénio com erros relativos inferiores a 2,7%.

Os espectros no infravermelho do avenaciolideo e analogos, mostrados
nas figuras 1.39 a 1.41 apresentaram bandas em torno de 1665 cm™,
caracteristicas do estiramento C=C do grupo metilideno, e em torno de 3100
cm™ caracteristicas de estiramento da ligacdo C-H de carbono sp® Foram
observadas as bandas largas e intensas caracteristicas das carbonilas de

lactonas, superpostas, como ocorreu nos espectros dos compostos [11]
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precursores. No espectro do avenaciolideo (Figuras 1.39) pode-se notar a
subdivisdo dessa banda com maximos em 1773 e 1789 cm™: As demais

bandas observadas no espectro de [13a] também estdo de acordo com a
literatura.
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Figura 1.39. Espectro no infravermelho (KBr) do composto [13a].
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Figura 1.40. Espectro no infravermelho (KBr) do composto [13b].
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Figura 1.41. Espectro no infravermelho (KBr) do composto [13c].

Os espectros de RMN de 'H dos produtos [13a], [13b] e [13c] estdo
apresentados nas Figuras 1.42 a 1.44, respectivamente. Esses espectros
indicam a formacdo dos produtos esperados, pela presenga dos sinais em
torno de & 5 e 6 ppm, caracteristicos de hidrogénios ligados a carbono sp® e
gue corresponde a H9a e b, respectivamente. Os demais dados obtidos dos

espectros de RMN de *H estao listados na Tabela 1.17.
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Figura 1.42. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do produto final [13a].
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Figura 1.43. Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do produto final [13b].

91



Me

H2', H4"-H6"
H10a e H10b

Hob Hoa
H1
H1la e H11b
JJM h » ,\MM%\_MJ
T T ‘ T T ‘ T T T ‘ T T T
6.0 5.0 4.0

T ] ] T T T T ] 1
7.0 3.0 2.0

ppm

Figura 1.44. Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do produto final [13c].

Tabela 1.17. Deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de
acoplamento J (Hz) dos sinais observados no espectro de RMN de 'H dos
compostos [13a], [13b] e [13c], a 300 MHz, em CDCl;

Atribuic&o [13a] & [13b] & [13c] &

H1 5,07 (d, J15=8,4) 5,07 (d, J15=8,4) 5,03 (d, J15=8,4)
H5 3,52-3,60 (M) 3,43-3,85 (M) 3,50-3,59 (M)
H6 4,43 (td, Jo10:=J6100=3.9,J65=0.0) 4,42-4,48 (m) 4,25-4,44 (m)
H9a 5,88 (d, Joagp=2,4) 5,84 (d, Jeasr=2,2) 5,74 (d, Jeagp=2,1)
Hob 6,47 (d, Jopoa=2,4) 6,46 (d, Jepea=2,2) 6,42 (d, Japga=2,1)
H10 1,72-1,88 (m) 2,06-2,09 (M) 2,03-2,15 (m)
H11 1,50 (s) 2,71-2,94 (m) 2,71-2,86 (M)
H12 1,50 (s) - -

H13-H16 1,50 (sl) - -
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H2’ - - 7,0-7,26 (M)

H3’ - 7,11-7,27 (m) -

H4' H5’ 7,0-7,26 (m)
H6’ - 7,11-7,27 (m)
Me 0,88 (t, J17,15:7,2) 2,33 (S) 2,34 (S)

Comparando os dados obtidos para [13a] (300 MHz) com os dados
obtidos para o produto natural (-)-avenaciolideo (BROOKES et al., 1963) e com
os dados publicados para o (-)-avenaciolideo sintetizado por ANDERSON e
FRASER-REID (1985), ambos obtidos a 60 MHz, confirma-se a obtencdo da
mesma substancia. O espectro de RMN de *H do produto natural isolado por
BROOKES et al., (1963) mostrou que o produto natural possuia um grupo
metilideno terminal, pela observacdo da presenca de dois dupletos referentes
aos hidrogénios H9a e H9b, o que foi observado para o composto [13a]
sintetizado neste trabalho. Os sinais para H1, H5 e H6 (BROOKES et al., 1963,
ANDERSON e FRASER-REID, 1985) apareceram como dupleto, multipleto e
multipleto respectivamente. Para o multipleto atribuido a H6 por estes autores
supracitados, na Figura 1.42 pode-se observar sua multiplicidade, como um
tripleto duplo, demonstrando um acoplamento de H6 com H5 J= 9,0 Hz e com
H10a e H10b Jg10a= Js100= 3,9 Hz. Os demais sinais também estdo de acordo

com a literatura.

Os dados obtidos dos espectros de RMN de **C dos produtos [13], estéo
analisados na Tabela 1.18. Os sinais mais caracteristicos foram aqueles
referentes aos carbonos da dupla ligacdo exociclica, C4 e C9, que apareceram

em todos 0s compostos em torno de 0134 e 126 respectivamente.
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Tabela 1.18. Dados obtidos do espectro de RMN **C dos compostos [13a],
[13b] e [13c], a 75 MHz, em CDCl3

Atribuicéo (C) 6 [13a] DEPT* 6 [13b] 0 [13c]
c1 74,3 (+) 74,4 74,3
C3 167,5 167.,6 160,7
C4 134,6 134,4 134,7
C5 44,1 (+) 44.6 44,5
C6 85,1 (+) 84,5 84,2
C8 169,7 169,9 161,2
C9 126,2 (-) 126,9 126,2
C10 36,0 (-) 36,8 37,9
C11 31,7 (-) 28,9 29,8
C12 29,6 - -
C13 29,3 - -
Cil4 29,1 - -
C15 24,8 - -
C16 22,6 - -
Cr - 138,0 139,5
C2’ - 136,1 129,3
C3 - 130,9 138, 7
C4’ - 127,0 127,6
C5’ - 126,7 128,9
Co6’ - 128,9 126,2
CHs 14,0 (+) 19, 6 21,5

*(+) e (-): Sinais observados nas fases positiva e negativa do sub-espectro

DEPT 135, respectivamente.

94



Os sub-espectros de DEPT e os dados apresentados na literatura
(BROOKES et al., 1963, ANDERSON e FRASER-REID, 1985) auxiliaram nas
atribuices dos sinais de *C para o [13a]. A andlise dos sinais observados nos
espectros dos compostos aromaticos teve, ainda, o suporte de dados
publicados para compostos semelhantes, em especial, agueles referentes ao
isémero de [13b] e [13c], com a metila em para no anel aromatico (CASTELO-
BRANCO, 2007). Todos os sinais listados na Tabela 1.18 estdo de acordo com

as estruturas propostas para os compostos [13].

Os espectros de massas dos compostos sintetizados apresentaram o
pico do ion molecular em m/z 266 para [13a] com 0,2% de intensidade relativa
e em m/z 272 para [13b] e [13c] com intensidades de 7 e 2% respectivamente.

A medida da rotac&o especifica do composto [13a] encontrada foi [O’]ff:

-41,4° (1,309/100mL, EtOH). A literatura reporta me didas de rotacdo para o
avenaciolideo em [@]5°°= -41,6°(1,20 g /100 mL, EtOH) e [a]5°_ -41,0°(0,274

g /100 mL, EtOH) (BROOKES et al (1963); ANDERSON e FRASER-REID,
1985). Portanto a medida da rotacao especifica do produto [13a] indicou que o

produto obtido € idéntico ao produto natural isolado por BROOKES et al (1963).

A medida da rotacdo especifica do analogo aromatico [13b] foi [0]2D5= +

28,9°(1,09/100mL, CH ,Cl,) e para o analogo [13c] foi encontrada a medida de

[O’]f)5= + 25,2° (1,09/100mL, CH,Cl,). Supbe-se, entdo, que a rota sintética
também foi enantiosseletiva para a preparacdo dos analogos do avenaciolideo,
gue devem apresentar a mesma estereoquimica relativa do composto [13],

obtido segundo a mesma metodologia de sintese.

Os compostos finais sintetizados neste trabalho tiveram sua acéo
antifangica testada frente aos fungos Aspergillus flavus, Fusarium solani e
Colletotrichum  gloeosporioides. Os resultados destes testes estédo

apresentados e discutidos no capitulo 2 desta dissertacao.
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1.4 CONCLUSOES

Uma sequéncia de reacdes seguindo procedimentos semelhantes aos
descritos por SCHMIDT (1962), CZERNECKI (1985) e ROSENTHAL e
NGUYEN (1969) partindo do carboidrato D-glicose permitiu a sintese do
intermediario chave, o aldeido 3-desoxi-3-C-(carbometoximetil)-1,2-O-isopropili-
deno-a-D-ibofuranose [7] que foi usado para a preparacdo do avenaciolideo e

bis-lactonas analogas.

A partir do aldeido [7], seguindo-se a estratégia descrita por
ANDERSON e FRASER-REID (1985), foram preparadas e caracterizadas 27
substancias, sendo 14 inéditas.

Os produtos finais da rota sintética foram caracterizados como
(1R,5R,6R)-4-metilideno-6-octila-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]octano-3,8-diona, [13a],
(1R,5R,6R)-6-(2-metilfeniletil)-4-metilideno-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]octan-3,8-dio-
na, [13b], (1R,5R,6R)-6-(3-metilfeniletil)-4-metilideno-2,7-dioxabiciclo[3.3.0]-
octano-3,8-diona), [13c]. Confirmou-se que [13a] tem estrutura idéntica & do
produto natural avenaciolideo, apresentando os mesmos valores de rotacao
especifica, temperatura de fusdo e dados espectroscopicos relatados na

literatura.
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CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO AVENACIOLIDEO E DE BIS-LAC TONAS
ANALOGAS AROMATICAS

2.1. INTRODUCAO

O potencial de producdo de uma cultura é determinado por diversos
fatores como o clima, o tipo e a qualidade do solo, emprego de sementes
sadias livres de patogenos, irrigacdo, uso correto de fertilizantes e controle
adequado de doencas, pragas e plantas daninhas. A protecdo de plantas por
meio do controle de doencas e pragas tem o objetivo de permitir que a planta
possa expressar seu maximo potencial produtivo. Doencas de plantas de
natureza fangica podem reduzir drasticamente o rendimento de uma cultura no
campo, diminuir a germinacdo de sementes no campo e ou ocasionar perdas
totais ou parciais durante o armazenamento. Em regiGes subtropicais e
tropicais os fungos fitopatogénicos sdo os agentes bidticos mais importantes na
reducdo da producdo das culturas (PRAPAGDEE, 2008). Portanto, se torna
importante na agricultura o emprego do controle quimico com produtos
guimicos. (ZAMBOLIM et al., 1997).

Neste trabalho foi estudada a atividade antifingica do avenaciolideo e
de anélogos aromaticos contra fungos que causam doencas em culturas
tropicais causadas por Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium solani e
Aspergillus flavus.

Doencas denominadas como antracnose, causadas por espécies de
Colletotrichum, principalmente C. gloeosporioides, encontram-se disseminadas
em todo o mundo causando danos tanto em campo quanto em pés-colheita. C.
gloeosporioides causa danos em frutas como banana, mamao, melancia,
goiaba, maracuja, manga e uva. Além disso, também afeta seres humanos
causando infeccbes como a ceratite ocular (Inflamagdo da coérnea),

principalmente em pacientes debilitados. (LUCCA, 2007).
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Fusarium solani € considerado o principal patégeno de plantas
herbaceas e de algumas lenhosas. Este fungo € responsavel pela fusariose na
pimenta-do-reino, pela Podriddo Vermelha e a Sindrome da Morte Sudbita na
soja, Podridédo do Colo do feijoeiro, entre outras doencas (VALE e ZAMBOLIM,
1997). Os principais sintomas causados por F. solani incluem o apodrecimento
da raiz e do coleto, e a murcha em um grande numero de culturas, incluindo

ervilhas, algodéo, plantas ornamentais e cucurbitaceas.

Além de causar doengas em plantas, F. solani pode também causar
doencas em animais e seres humanos do tipo invasivas. Por exemplo, a
aleuquia toxica alimentar € uma micotoxicose que causou a morte de cerca de
cem mil pessoas na Russia no fim da Il Guerra Mundial. Esta doenca afeta o
sistema hematopoiético e se desenvolve apds a ingestdo de cereais
contaminados com o fungo (LUCCA, 2007). A fusariose invasiva em humanos
requer a exposicao ao patdégeno e grau de comprometimento local ou sistémica
das defesas do hospedeiro (NELSON et al.,, 1994). F. solani também causa
ceratite fuangica. Os pacientes que sofrem este tipo de quadro apresentam
lacrimejamento, dor, fotofobia, olho vermelho, sensacdo de corpo estranho
durante cinco a dez dias. As ceratites podem ter consequéncias devastadoras
se nao diagnosticadas e tratadas efetivamente. Ceratite causada por Fusarium
solani é clinicamente similar aquelas causadas por outros géneros de fungos,
porém de pior progndstico, resultando em rapidas alteragcbes da cornea,
marcadas pela perda da visdo, chegando até a necessidade de transplante
(VEMUGANTI, 2002). Entre as infec¢cbes superficiais, a ceratomicose ou
infeccdo da cornea por fungos é provavelmente o tipo de infeccdo mais

frequente.

As espécies do género Aspergillus sdo sapréfitas encontrados no solo,
em produtos de forragem, alimentos, poeira e restos organicos em
decomposicao. Sdo considerados patdégenos fracos de plantas (LUCCA, 2007),
entretanto, causam grandes prejuizos em sementes e graos armazenados.
Espécies oleaginosas como amendoim, milho e nozes sdo sensiveis a estes
fungos. Sob condi¢cdes de armazenamento inadequado, grédos e sementes
podem ser invadidos por espécies desse género. As espécies do género

Aspergillus sdo consideradas de primeira importancia neste contexto. O fungo
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pode infectar as sementes ainda nos campos de cultivo, sob condi¢bes de alta
umidade relativa, se ocorrerem injlrias mecéanicas nas partes reprodutivas da
planta. O processo infeccioso pode também se iniciar no armazenamento em
ambientes de elevado teor de umidade. Os fungos que atacam as sementes
armazenadas sao xerofiticos, podendo crescer em umidade relativa de até 70%
e causam a deterioracdo de sementes e graos durante o armazenamento
(DHINGRA, 1985).

Embora mais de 180 espécies de Aspergillus sejam conhecidas, poucas
sdo comumente associados a infeccdo invasiva em seres humanos. Estas
espécies incluem A. fumigatus, A. flavus, A. terreus e A. niger. Embora
saprofitos, eles podem causar infeccées em individuos saudaveis e, cada vez
mais, sdo 0s agentes causadores de infeccdes oportunistas fatais em pacientes
imunocomprometidos. (LUCCA, 2007). Estes fungos sao onipresentes em todo
o mundo e produzem quantidades abundantes de conidios que s&o
prontamente dispersos no ar, facilitando a exposi¢ao do individuo ao patdégeno
(CHRISTENSEN e TUTHILL,1985). Os conidios do fungo sdo microscopicos
podendo ser inalados e infectar o pulméao incluindo os alvéolos. Sao facilmente
disseminados pelo ar e podem também penetrar na pele, olhos e ouvidos do
ser humano (LUCCA, 2007).

A imunidade natural das pessoas saudaveis as protege de infecces,
exceto em determinadas situacfes, tais como traumas, onde conidios podem
contaminar a ferida. Nos casos em que 0 sistema imunologico ja se apresenta
enfraquecido, os conidios inalados podem germinar e produzir hifas que
invadem os arredores do tecido pulmonar, levando ao desenvolvimento de
aspergilose pulmonar invasiva. Esta doenca é causada de trés maneiras: como
uma reacgdao alérgica, nas pessoas que sofrem de asma (aspergilose pulmonar,
tipo broncopulmonar alérgico); como uma colonizacdo em uma cavidade
pulmonar com uma cicatriz causada por uma doenga anterior, como uma
tuberculose ou um abscesso pulmonar, onde ele produz uma bola de fungo
denominada aspergiloma e como uma infeccéo invasiva, como a pneumonia,
que se alastra as outras partes do organismo atraveés da corrente sangiinea
(aspergilose pulmonar, tipo invasivo). A infeccdo invasiva pode afetar os olhos
e causar cegueira, podendo também afetar outras partes do corpo, em especial
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0 coracdo, pulmdes, cérebro e rins. A terceira manifestacdo € quase que
exclusiva das pessoas cujo sistema imunoldgico esta deprimido por efeito de
altas doses de cortisona, de quimioterapia ou por uma doenca que reduza o
namero de globulos brancos. As pessoas que correm mais riscos sdo as
imunodeprimidas, como 0s receptores de transplantes de 6rgaos e as pessoas
que sofrem de céancer, AIDS ou leucemia (LUCCA, 2007).

Aspergillus flavus pode ainda produzir micotoxinas, como as aflatoxinas
(Figura 2.1) (REDDY e SHETTY, 1992), contaminando alimentos,
principalmente milho e amendoim. Estas micotoxinas apresentam efeitos
carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos representando um risco a saude
humana e animal (HEDAYATI et al, 2007; PRADO et al, 1999).

aflatoxina G1 aflatoxinas G2

Figura 2.1. Estruturas quimicas das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

Apesar da existéncia de vérios produtos de acao fungicida no mercado
para o controle das doencas causadas por C. gloeosporioides, F. solani e A.
flavus, o desenvolvimento de resisténcia (BERGAMIN-FILHO, 1995;
ZAMBOLIM et al., 2008), a ineficiéncia, a toxidez e a busca por moléculas
“ecologicamente” corretas e também seguras ao ser humano justificam a
constante busca por novos fungicidas.

A Figura 2.2 mostra um esquema que exemplifica o processo de
desenvolvimento de resisténcia a fungicidas, um processo de sele¢cédo no qual o
fungicida € o agente seletivo. Individuos menos sensiveis aos fungicidas
apresentam chances maiores de sobrevivéncia aos tratamentos. A populacéo

de fungos é entdo deslocada no sentido de aumentar a resisténcia, e um
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namero crescente de individuos com graus mais elevados de resisténcia sao
encontrados. Assim, se o0s tratamentos com um mesmo fungicida forem
repetidos, a populacdo resultante pode vir a ser constituida quase
completamente de individuos resistentes (DEISING et al., 2008; ZAMBOLIM et
al., 2008). Para evitar essa situacdo, em muitos casos é necessario intercalar
fungicidas com modos de acao diferentes no controle de determinada doenca
de planta (ZAMBOLIM et al., 2008).

selegdo

populagao . nova populagdo
inicial selecionada
O 0
@) O% o
Hoom °° o LI, Il
O = . P
8] 8 08 O
&
individuos sensiveis surgimento de individuos com grau de
desaparecendo resisténcia intermediario ou alto:

O resisténcia individual intermediéria b
[:> regeneracao
@ individuo resistente

[O individuo sensivel ‘ aplicacéo do fungicida 1

Figura 2.2. Processo de desenvolvimento de resisténcia a fungicidas.
(Adaptado de ZAMBOLIM et al.,2008).

Além da atividade antifingica apresentada pelo avenaciolideo, ha relatos
de ele inibe o transporte de glutamato em mitocondria de ratos, sendo o
metabdlito analogo 4-isoavenaciolideo (Figura 2.3) inativo (PATERSON, 1986).
Isto indica que a estereoquimica da molécula é importante para a atividade
biolégica desse bis-ylactonas, pois 0 4-isoavenaciolideo tem a mesma
estrutura geral do avenaciolideo (Figura 2.3) diferindo apenas na configuracéo

absoluta do carbono 6, que € R para o primeiro e S para o segundo.
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Avenaciolideo 4-1soavenaciolideo 4-Epi-etisolideo

Figura 2.3. Metabdlitos secundérios de estrutura bis-y-lactdnica isolados de

fungos

Ha indicios que a extensdo cadeia lateral também afeta a atividade
bioldgica das bis-jlactonas. O 4-Epi-etisolideo (Figura 2.3), possui a mesma
configuracdo relativa do avenaciolideo, mas é pouco ativo em relacdo ao

transporte de glutamato em mitocondria de ratos (PATERSON, 1986).

Em trabalhos anteriores (CASTELO BRANCO et al., 2009; CASTELO
BRANCO et al., 2007; MAGATON et al., 2007) foram preparados analogos com
variacdo da cadeia lateral e de grupos funcionais, conforme mostra a Figura
2.4. Ensaios in vitro contra Colletotrichum gloeosporioides mostraram que, no
caso de compostos com grupos R alifaticos, a atividade parece aumentar com
a extensdo da cadeia lateral. Também ficou evidenciada a necessidade da
dupla ligacdo exociclica vizinha a carbonila para a atividade observada, pois
independentemente dos grupos R utilizados (aromaticos ou alifaticos) as bis-
lactonas B (Figura 2.4) foram inativas enquanto as C foram ativas. Compostos
biciclicos semelhantes contendo grupo hidroxila em C8 (Estrutura A, Figura
2.4) também foram inativos (PEREIRA, 2000).

Ry O /O R= grupo alifaticos e
NYTNTONTY

Yb Tb w

(A) (B) (C)

Figura 2.4. Estruturas genéricas de compostos biciclicos preparados

iy,
iy,
W

o"

anteriormente
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Bis-plactonas contendo grupos aromaticos na cadeia lateral (grupos
fenila, 4-metilfenila, 4-trifluorometilfenila e 4-clorofenila) avaliados contra
Colletotrichum gloeosporioides apresentaram atividades 12 a 25% menores
que a do avenaciolideo pelo método de difusdo em placa a excecéo do analogo
com o grupo 4-trifluorometilfenila (CASTELO BRANCO et al., 2009; CASTELO
BRANCO et al., 2007).

Com a finalidade de ampliar os conhecimentos sobre a atividade
antifingica do avenaciolideo e de verificar a influéncia da posi¢édo (orto, meta
ou para) de substituintes no anel aromatico de bis-lactonas analogas, os
compostos finais sintetizados contendo grupos aromaticos 2-metilfenila [13b] e
3-metilfenila [13c] ligados ao segundo carbono da cadeia lateral (Figura 2.5)
juntamente com o analogo contendo o grupo 4-metilfenila [13d] sintetizado por
CASTELO BRANCO (2009), foram utilizados em ensaios biolégicos para a
avaliacdo de seu potencial antifungico contra os fungos Aspergillus flavus,

Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium solani.
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Figura 2.5. Compostos submetidos aos ensaios biolégicos
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2.2. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios biologicos foram realizados no laboratério de Protecédo de

Plantas, do Departamento de Fitopatologia da UFV.

2.2.1. Equipamentos

Para a esterilizagdo das vidrarias foi utilizado vapor umido em autoclave
vertical (FANEM mod. 415). O material biolégico foi manuseado em camara de
fluxo laminar previamente esterilizada com alcool etilico 70%, equipada com luz
ultravioleta (VECO). Para fundir o meio de cultura foi utilizado forno de
microondas (SANYO). O desenvolvimento da maioria dos fungos ocorreu em
camara incubadora B.O.D (Nova Etica mod. 109). Os fungos foram
visualizados com o auxilio de uma lupa estereoscopica (ZEISS) e um
microscopio optico (OLYMPUS CX41).

2.2.2. Preparo das amostras para os testes biologic os de difusdo em

placa

Solugbes dos compostos [13a], [13b], [13c] e [13d] foram preparadas a
1000 e 3000 ppm em diclorometano.

Discos de papéis blank estéreis de 6 mm de didmetro foram imersos nas
solucdes e, apds 5 minutos, estes foram retirados com o auxilio de uma pinca e
secados em dessecador, sob vacuo.

O controle negativo (branco) foi preparado mergulhando discos de papel
em diclorometano. Foi incluido nos testes como controle positivo, 0
tebuconazol. Este esta presente no fungicida comercial Folicur (20% (m/v). As
amostras para o branco e para o tebuconazol foram preparadas do mesmo
modo que as das substancias em teste levando em conta a porcentagem do

tebuconazol no Folicur de forma a obter solu¢des a 1000 e 3000 ppm.
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Trés repeticbes foram realizadas para cada tratamento e um disco de
papel foi utilizado para cada repeticéo.

2.2.3. Preparo do meio de cultura Batata-Dextrose-  Agar (BDA)

A um erlenmeyer de 250 mL contendo 2,93 g de BDA (SIGMA) foram
adicionados 75 mL de agua destilada. A mistura foi agitada até completa
homogeneizacéo e entédo o erlenmeyer foi vedado com chumaco de algodéo e
papel aluminio. Um erlenmeyer contendo apenas 75 mL de agua destilada
também foi vedado com algoddo e papel aluminio. Estes sistemas foram
autoclavados a 120 durante 15 minutos, a uma pres sdo de 1,2 kgf cm™. Os
meios de cultura e a agua apos serem autoclavados foram armazenados em

local limpo.

2.2.4 Identificacao dos fungos

Neste trabalho utilizaram-se isolados dos fungos Colletotrichum
gloeosporioides, Aspergillus flavus e Fusarium solani disponiveis no laboratério
de Protecdo de Plantas do Departamento de Fitopatologia — UFV. Para cada
fungo, fez-se uma lamina contendo conidios a serem utilizados e esta foi

analisada em microscépio Optico para confirmacéo da espécie do isolado.

2.2.5 Repicagem dos fungos

O meio de cultura BDA preparado como descrito no item 2.2.3 foi
fundido em forno microondas. Apdés a fusdo, o meio foi agitado para a
homogeneizacéo e deixado resfriar até uma temperatura préxima a 45C. Em
capela de fluxo laminar previamente esterilizada com alcool etilico 70% e luz

ultravioleta por 30 minutos, retiraram-se os chumacos de algoddo do
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erlenmeyer e adicionou-se uma pequena quantidade (8 mg) de sulfato de
estreptomicina ao meio, sob agitagao.

Verteram-se 15 mL do meio de cultura para cada placa de Petri estéril

de 90 mm de diametro, totalizando 5 placas por erlenmeyer de meio BDA.

Aguardou-se a completa solidificacdo do BDA nas placas e, em
seguida, os fungos Aspergillus flavus, Fusarium solani ou Colletotrichum
gloeosporioides foram repicados sobre as placas e estas foram vedadas com
papel filme de PVC e transferidas para a estufa incubadora, com temperatura
controlada em 25<C, sob um regime diario de oito ho ras de luz.

2.2.5.1. Injaria da cultura de Colletotrichum gloeosporioides

Os fungos Aspergillus flavus, Fusarium solani e Colletotrichum
gloeosporioides apresentam esporulagdo in vitro espontanea, porém para C.
gloeosporioides foi realizada injaria da colonia, durante o seu cultivo, para

possibilitar a obtencdo de uma maior concentracéo de conidios.

Decorridos sete dias de incubacdo e crescimento da cultura de
Colletotrichum gloeosporioides, esta foi submetida a injuria, por meio de cortes
com bisturi estéril em toda a extensdo da col6nia, nos sentidos longitudinal e
transversal para se obter maior quantidade de conidios. Apés a injuria, as

culturas retornaram a condicdo de incubacao, por mais trés dias.

2.2.6. Ensaio bioldgico pelo método de difusdoemp laca

Ensaios biolégicos com os fungos, Aspergillus flavus, Fusarium solani e
Colletotrichum gloeosporioides foram realizados, respectivamente, 5, 7 e 10
dias apés a repicagem dos fungos (conforme descrito em 2.2.5). Verteram-se
cerca de 10 mL de agua esterilizada sobre cada placa de Petri contendo as
colénias dos fungos. Com um bastdo de vidro esterilizado, foi feita uma
varredura sobre o meio de cultura, e filtrou-se em gase estéril, adaptada a um

béquer. Da suspensado filtrada foi feito o calculo da concentracdo de
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conidios/mL com o auxilio de um hematocitbmetro (camara de Neubauer)
(Figura 2.6) e de um microscopio (OLYMPUS CX41).

a Il
——| Hemisfério 1 A lp A
AN
: ——— | Hernisfério 2 B I3
\ .
\"‘-u____.-f
A B A
Hemisfério 2

Figura 2.6. Esquema de um hematocitdmetro tipo Neubauer

O hematocitdmetro empregado neste trabalho consiste de uma lamina
retangular, tendo no centro dois compartimentos delimitados, um ao lado do
outro, cada um com uma superficie de 9 mm? e profundidade de 0,1 mm,
circundados por uma pequena canaleta. Cada um dos compartimentos €&, por
sua vez, dividido em nove compartimentos de 1 mm? de &rea. Esses nove
compartimentos sdo de trés tipos: “A”, “B” e “C” (Figura 2.1). Os
compartimentos “A” estdo localizados nos quatro cantos e subdivididos em 16
guadrados (“a”). Com auxilio de um microscépio optico, efetuou-se a contagem
em quatro quadrados “a” opostos diagonalmente de cada quadrante totalizando
16 leituras em cada um dos hemisférios (ALFENAS et al,. 2007). A
concentracdo de conidios por mL de suspensao foi calculada multiplicando-se
o nimero médio de conidios em “a” por 1,60 x 10°, encontrando-se o valor de
1,20 x 10’ conidios/mL para o Colletotrichum gloesporioides, 2,25 x 10’
conidios/mL para o fungo Fusarium solani e 4,48 x 10’ conidios/mL para o
Aspergillus flavus. Todos os compostos foram testados na mesma

concentracéo de conidios.
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O meio de cultura (75 mL) foi fundido como descrito em 2.2.4 e resfriado
até temperatura de aproximadamente 45 °C. Adicionaram-se ao meio fundido
7,5 mg de sulfato de estreptomicina e um certo volume da suspensdo de
conidios (1,9 mL para Colletotrichum gloeosporioides ou 1,0 mL para o
Fusarium solani ou 0,8 mL para o Aspergillus flavus). Antes da solidificacdo do
meio, 15 mL da mistura foram vertidos em cada placa de Petri estéril
(totalizando 5 placas), obtendo-se uma concentracdo final de 3,0 x 10°
conidios/mL em cada placa para os fungos C. gloeosporioides e F. solani e 5,0

x 10° conidios/mL em cada placa para o fungo A. flavus.

Apés a solidificagdo do meio de cultura, discos de papel com as
substéancias em teste, o tebuconazol ou o branco foram adicionados ao centro
de cada placa. As placas foram transferidas para a incubadora a temperatura

de 25 e os halos de inibicdo medidos apos 48 hora s.

2.2.7. Ensaio biologico pelo método Poisoned food

O teste Poisoned Food, foi organizado de forma semelhante aquela
descrita por CHUTIA et al (2009), preparando-se quatro repeticoes para cada

amostra.

Prepararam-se cinco erlenmeyers BDA conforme o item 2.2.3, porém
para este foram preparados 50 mL de meio. Prepararam-se solucdes estoque
em concentracbes conhecidas em diclorometano de todos 0os compostos a
serem avaliados. Retiraram-se trés aliquotas de cada solugdo mée e transferiu-
se uma aliquota para cada baldo de fundo redondo de 100 mL. O solvente foi
entdo evaporado em evaporador rotatorio e o baldo foi mantido em vacuo por
mais 30 minutos. Os bal6es foram fechados com uma tampa de vidro e

lacrados com parafilme.

A Tabela 2.1 mostra o volume das aliquotas retiradas da solucao
estoque e transferidas para cada baldao de 100 mL, com a finalidade de se
prepararem posteriormente as suspensdes de meios de cultura contendo as

amostras teste nas concentragdes de 0,10, 0,25 e 0,40 mmol Lt
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Tabela 2.1. Quantidades de cada substancia utilizada para a preparagao de 10
mL de solucdo estoque em CH,Cl,, e aliquotas desta solucéo transferidas aos
bal6es de fundo redondo de 100 mL para posterior preparo de meios de cultura

contendo as amostras teste nas concentracées de 0,10, 0,25 e 0,40 mmol L™

Aliguota (mL)  Aliquota (mL) Aliguota (mL)

Solucéo
Composto para para para
estoque
0,20mmol/L 0,25 mmol/L 0,40 mmol/L

[13a] 4mg/mL 0,33 0,83 1,33

[13b] 4mg/mL 0,34 0,85 1,36

[13c] 4mg/mL 0,34 0,85 1,36

200

Tebuconazol* 0,02 0,05 0,08

mg/mL

*O tebuconazol foi pipetado diretamente do folicur.

Adicionou-se uma aliquota de 0,5 mL de DMSO a cada um dos baldes
para facilitar a dispersdo dos compostos organicos no meio de cultura. O meio
de cultura (50 mL de meio para cada baldo) foi fundido e resfriado a uma
temperatura préxima de 60°C e, em seguida, vertido ao baldo contendo o
composto-teste, e agitado vigorosamente. A cada baldo foram acrescentados 8

mg de sulfato de estreptomicina para evitar a contaminacao por bactérias.

A cada placa foram adicionados 6,0 mL de meio de cultura contendo o
composto a ser testado (0,10 ou 0,25 ou 0,40 mmol L™), sulfato de
estreptomicina (8 mg/50 mL) e DMSO (0,5 mL/ x 50 mL). Este procedimento foi
realizado para todos os compostos testados, com excecdo do branco e do
tebuconazol, onde foram adicionados diretamente ao erlenmeyer 0,5 mL de
DMSO para o branco e 0,5 mL de DMSO e quantidade de Folicur® de acordo
com a tabela 2.1 para o teste com tebuconazol.

Discos de micélio de 5,0 mm de Aspergillus flavus foram retirados das

placas de repicagem (item 2.2.5), todos a igual distancia da borda da placa, e
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adicionados ao centro das placas de Petri contendo o meio de cultura (BDA),
dimetilsulféxido (DMSO), e as substancias teste tebuconazol, [13a], [13b] ou
[13c] nas concentragcdes de 0,10, 0,25 ou 0,40 mmolL™. O Branco foi

preparado da mesma forma.

As placas foram lacradas e deixadas a temperatura de 25,0 + 2,5 °C.
Foram medidos os halos de crescimento da col6nia de fungos a cada 24 horas
por um periodo de 7 dias.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos [13a], [13b], [13c] e [13d] (Figura 2.5) foram submetidos
aos testes bioldgicos pelo método de difusdo em placa contra os fungos,
Aspergillus flavus, Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium solani. Esta
metodologia foi escolhida por requisitar pequenas quantidades das amostras e
por apresentar resultados em curto espaco de tempo (48 horas), permitindo
uma rapida avaliacdo do potencial antifungico contra varias espécies de
fungos. Os precursores sintéticos dos compostos ndo foram testados, pois em
trabalhos anteriores (PEREIRA, 2000; CASTELO BRANCO et al.,, 2007,
MAGATON et al.,, 2007) foi constatado que somente as bis-lactonas com a
dupla ligacao exociclica possuem atividade fungicida.

Como controle positivo foi avaliado o fungicida tebuconazol, utilizado
neste trabalho como um controle positivo visual e também para comparacéo

semi-quantitativa do potencial fungico dos compostos em estudo.

O teste de difusdo em placas foi realizado como uma triagem para
verificar se 0s compostos eram ativos contra os fungos supracitados e para
avaliar preliminarmente a intensidade relativa das atividades. Neste teste, 0s
conidios dos fungos estao uniformemente distribuidos no meio de cultura e um
disco de papel contendo a substancia em teste em baixa dose é adicionado ao
centro da placa. Observa-se, entdo, em 48 horas um halo de inibicdo em torno

do disco, e mede-se o diametro do halo.
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Realizou-se também o teste denominado Poisoned food, frente ao fungo
A. flavus. Esses ensaios sédo organizados de maneira oposta aos por difusao
em placa. O meio de cultura é que contém a substancia teste uniformemente
distribuida, e acrescenta-se ao centro um disco de micélio do fungo. Observa-
se, entdo um halo de crescimento da coldnia do fungo no decorrer de varios
dias. Esses dados sdo comparados com 0 crescimento na auséncia das
amostras (o branco) e o ensaio é interrompido quando a colénia atinge os

limites das placas do controle (do branco).

Os resultados de cada teste estéo discutidos a seguir.

2.3.1. Resultados dos testes de difusdo em placa

Discos de papel esterilizados (6 mm de diametro) foram mergulhados
em solucdes de [13a], [13b], [13c] e [13d] a 1000 ppm e 3000 ppm em
diclorometano. Apds 5 min, os discos foram removidos da solucédo e mantidos
em um dessecador sob pressao reduzida. Cada disco foi colocado no centro de
uma placa de Petri (90 mm de didametro) contendo o meio de cultura e conidios
do fungo. As distancias do centro dos discos para o limite da zona de inibic&o
foram medidas apds 48 h a temperatura de 25,0 + 2,5 °C. O mesmo
procedimento foi empregado na preparacdo do controle negativo (somente

diclorometano) e do controle positivo, tebuconazol.

Os diametros médios dos halos de inibicho das colbnias de
Colletotrichum gloeosporidides, Aspergillus flavus e Fusarium solani pelas bis-
lactonas [13a], [13b], [13c] e [13d] estdo listados nas Tabelas 2.2 a 2.4. Os
resultados foram comparados com o tebuconazol, arbitrariamente definido

como 100% de inibigao.
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Tabela 2.2. Didmetro médio do halo de inibicdo do crescimento fungico de

Colletotrichum gloeosporioides, apds 48 horas, sob tratamentos a 1000 e 3000

ppm com as bis-lactonas [13a], [13b], [13c] e [13d] em comparacdo com 0O

tebuconazol

Tratamento Meédias* (mm)

Inibicao (%)

Médias* (mm)

Inibicao (%)

(1000 ppm) (1000 ppm) (3000 ppm) (3000 ppm)
63,3+0,5 70,2+0,4
Tebuconazol (Ba) 100 (Aa) 100
[13a] 23,2+0,4 25,9+0,6
(Bb) 37 (Ab) 37
[13b] 15,3+0,4 21,9+0,9
(Bc) 24 (Ac) 31
[13c] 14,0+0,3 16,3+0,6
(Bc) 22 (Ad) 23
[13d] 13,2+0,2 14,8 +0,3
(Ad) 21 (Ae) 21
Branco 0, 0 (Ae) 0 0,0 (Af) 0

*Médias de trés repeticdes. Medidas seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras mailusculas sé&o
comparacdes na mesma linha, letras minusculas sdo comparacfes na mesma

coluna.
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Tabela 2.3. Diametro médio do halo de inibicdo do crescimento de Aspergillus
flavus, apds 48 horas, sob tratamentos a 1000 e 3000 ppm com as bis-lactonas

[13a], [13Db], [13c] e [13d] em comparagcao com o tebuconazol

Tratamento Médias* (mm) Inibicdo (%) Medias* (mm) Inibicéo (%)
(1000ppm) (1000ppm) (3000ppm) (3000ppm)

Tebuconazol 21,3x0,7 (Ba) 100 38,1 +0,3 (Aa) 100
[13a] 14,6 + 0,4 (Bb) 68 16,9 + 0,2 (Ab) 44
[13b] 9,6 +0,2 (Bc) 45 11,8 £ 0,1(Ac) 31
[13c] 9,4 +0,3 (Bc) 44 11,6 + 0,2 (Ac) 30
[13d] 9,0 £0,2 (Ac) 42 9,8 £ 0,4(Ad) 26

Branco 0,0 (Ad) 0 0,0 (Ae) 0

*Médias de trés repeticdes. Medidas seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras mailusculas séo
comparac¢des na mesma linha, letras mindsculas sdo compara¢des na mesma
coluna.
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Tabela 2.4. Didmetro médio do halo de inibicdo do crescimento fungico de
Fusarium solani, apos 48 horas, sob tratamentos a 1000 e 3000 ppm com as

bis-lactonas [13a], [13b], [13c] e [13d] em comparac¢do com o tebuconazol

Tratamento  Médias* (mm) Inibicdo (%)  Médias* (mm)  Inibic&o (%)
(1000ppm) (1000ppm) (3000ppm) (3000ppm)

Tebuconazol 34,2 +0,4 (Aa) 100 38,0 £0,5 (Aa) 100
[133] 10,0 £ 0,4 (Ab) 29 11,3+0,3 (Ab) 30
[13b] 8,8+ 0,2 (Ac) 26 10,3 + 0,4 (Ac) 27
[13c] 8,0 +0,4 (Ac) 24 9,6 +0,2 (Ad) 25
[13d] 7,5 10,1 (Bd) 22 8,6 +0,1 (Ae) 23

Branco 0,0 (Ae) 0 0,0 (Af) 0

*Médias de trés repeticdes. Medidas seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras mailsculas séo
comparacdes na mesma linha, letras minusculas sdo comparacées na mesma
coluna.

Pode-se observar que os compostos em estudo foram ativos contra os
trés fungos, sendo mais ativos contra Colletotrichum gloeosporioides, e menos
ativos contra Fusarium solani. Observa-se que também a atividade do
tebuconazol variou para cada espécie de fungo estudada.

Para exemplificar o teste realizado, a Figura 2.7 mostra fotografias de
placas representativas dos testes contra C. gloesporioides. Foi observado que
as bis-lactonas foram menos ativas que o tebuconazol. Entretanto, a Figura 2.7
mostra um halo de inibicdo totalmente transparente nos tratamentos com as
bis-lactonas e um halo parcialmente opaco no tratamento com o tebuconazol. E
preciso ressaltar que neste teste ndo foi utilizado o tebuconazol puro, mas o
fungicida comercial Folicur, que contém além do principio ativo, outros
compostos denominados de surfactantes facilitam sua difusdo no meio aquoso,
potencializando sua a¢ao. Assim, as percentagens calculadas (Tabelas 2.2 a

2.4) nao refletem exatamente a diferenca de atividade entre as bis-lactonas e o
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tebuconazol. A principal razdo da inclusédo do tebuconazol neste ensaio foi
possibilitar uma comparagao qualitativa visual da situacao positiva de atividade.
Por outro lado, o branco permitiu um controle negativo do teste (situacdo sem

atividade).

[Xllla] 4 cal Controle (-)

Figura 2.7. llustracdo do ensaio por difusdo em placa realizado com as
substancias [13a], [13b], [13c], [13d] e tebuconazol (controle (+)) na
concentracdo de 1000 mg/L contra C. gloesporioides em comparagdo com 0O

branco (controle(-)).

O avenaciolideo [13a] foi a bis-lactona mais ativa contra os trés fungos,
sendo que o0s analogos aromaticos apresentaram halos de inibicdo
semelhantes, indicando que ndo s6 a dupla ligacdo conjugada a carbonila e o
esqueleto bis-y-lacténico sdo importantes para a atividade apresentada.
Também a cadeia tem um papel relevante, modulando a intensidade da
atividade.

Com as amostras preparadas a partir de solugbes dos anélogos
aromaticos a 1000 ppm ndo foi possivel diferenciar suas atividades em todos
0os casos (Tabelas 2.2 a 2.4). A Tabela 2.5 mostra uma comparacdo da

percentagem de inibicAo dos analogos aromaticos quando comparadas ao
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avenaciolideo (100%) a 3000 ppm. Nessa concentracdo foi possivel verificar
que o composto com substituinte metila na posicdo orto no anel aroméatico
apresentou uma inibicdo maior que aquele com substituinte na posicdo meta, e
este por sua vez foi mais ativo que o composto com substituinte na posicéo

para.

Tabela 2.5. Comparacdo das atividades do avenaciolideo com a de seus
analogos aromaticos, em testes realizados com amostras preparadas a partir
de solucbes a 3000 ppm das bis-lactonas, contra Colletotrichum
gloeosporioides (Cg), Aspergillus flavus (Af) e Fusarium solani (Fs), em

percentagens de inibicdo, pelo método da difusédo em placa.

Substancias / Fungos Cg Af Fs
[13a] 100 100 100
[13b] 85 69 91
[13c] 63 68 85
[13d] 55 58 76

2.3.2. Resultado do teste Poisoned food para o fungo Aspergillus flavus

Este teste tem um papel importante para descobrir a bioeficacia de um
composto sintetizado. Ele envolve a preparacéo de placas de Petri contendo o
meio de cultura BDA homogeneamente misturado ao composto cujo potencial
fungicida se deseja avaliar. Ao centro de cada placa € adicionado um disco de
micélio do fungo e as placas séo incubadas por um periodo de tempo em que
se possa observar o crescimento da colonia do fungo em comparagdo com um
branco (preparado da mesma forma e na auséncia de substancias teste).
(SINGH et al., 2006.) Variando-se a concentragdo da amostra nas placas,
pode-se determinar a dose minima necessaria para a inibicdo de 50% do

crescimento fungico (ICsp), em relagdo ao branco. Com isto é possivel

116



comparar a eficiéncia in vitro de diferentes moléculas quimicas. Por requisitar
maiores quantidades de cada amostra, este estudo foi realizado apenas com
as substancias [13a], [13b] e [13c], uma vez que nao se dispunha de

guantidades suficientes de [13d].

Além disso, restringiu-se o estudo aos fungos para os quais as bis-
lactonas se mostraram mais ativas, de acordo com o0s testes preliminares de
difusdo (descritos no item 2.2.1): Colletotrichum gloeosporioides e Aspergillus
flavus. Entretanto, os ensaios com C. gloeosporioides foram abandonados
devido a defeito apresentado na incubadora, impossibilitando a continuidade

dos experimentos.

O estudo foi realizado contra Aspergillus flavus nas concentracdes de
0,05, 0,10, 0,25 e 0,40 mmol L™ para o composto [132] e nas concentracdes de
0,10, 0,25, 0,40 e 0,70 mmol L™ para os compostos [13b] e [13c]. Além das trés
bis-lactonas, foi testado também para comparacédo o tebuconazol. O diametro
do halo de crescimento da colonia foi medido a cada 24 horas, obtendo-se as
médias das medidas feitas em quatro dire¢cdes, como mostra a Figura 2.8, em

cada uma das quatro repeticbes por amostra.

Figura 2.8. Representacdo da medicdo dos halos de crescimento fungico em

cada placa, durante o teste Poisoned food.
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As Figuras 2.9a-c ilustram o diametro da colbnia de A. flavus durante os
cinco dias de incubacdo a temperatura de 25,0 + 2,5 °C quando tratada com os
compostos [13a], [13b], [13c], tebuconazol em comparacdo com o branco, nas

concentracdes de 0,10, 0,25 e 0,40 mmolL™, respectivamente.

60,00 -
X
o 50,00 - X
é X
~ 40,00 -
SE X
3 E ~ ¢ Tebuconazol
o 8 3000 x X o m[13]
i)
25 20,00 - X . - [13b]
% X % [13¢]
5 1000 - - % BRANCO
[ | L 2 L 2
0,00 . . .
0 50 Tempo (h) 100 150

Figura 2.9a. Curva de resposta do crescimento do A. flavus em fungcédo do
tempo para os diferentes compostos ([13a], [13b], [13c] e tebuconazol) na

concentracdo de 0,10 mmolL™* em comparac&o com o branco.

60,00 -
o X
= 50,00 - X
£
5 £ 40,00 - X X
3 E . + Tebuconazol
o g 3000~ X m[13a]
T D> X
oS 20,00 - - [13b]
o X < m
c o X[13C]
] 10,00 - X

0,00 . . .

0 50 100 150
Tempo (h)

Figura 2.9b . Curvas de resposta do crescimento do A. flavus em funcdo do
tempo para os diferentes compostos ([13a], [13b], [13c] e tebuconazol) na

concentracédo de 0,25 mmolL™, em comparagéo com o branco.
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Figura 2.9c. Curva de resposta do crescimento do A. flavus em fungcdo do
tempo para os diferentes compostos ([13a], [13b], [13c] e tebuconazol)

concentracdo de 0,40 mmolL™, em comparagéo com o branco.

Pode-se observar que a atividade de todas as bis-lactonas aumenta com
a concentracdo. Observa-se ainda que o avenaciolideo é a bis-lactona mais
ativa também por esta metodologia de teste. Nas concentragcbes menores, 0
tebuconazol (na formulagcéo do Folicur) foi mais ativo que o avenaciolideo, mas
pode-se observar que a partir da concentracdo de 0,40 mmol L™ suas
atividades praticamente se equiparam. Com isto, pode-se supor que, utilizando-
se de uma formulagdo adequada seja possivel a utilizagdo do avenaciolideo

como um fungicida comercial, assim como ocorre com o tebuconazol.

A atividade antifungica do avenaciolideo na concentracdo de 0,40 mmol
L™ foi de 100% durante os quatro primeiros dias do teste, aparecendo algum
crescimento apenas no quinto dia de observacdo. A Figura 2.10 mostra que as
porcentagens de inibicdo do crescimento da colonia de A. flavus na presenca
das substancias testadas nas trés concentracbes em relacdo ao branco, no
quinto dia de teste. A ordem crescente de atividade ([13c] < [13b] < [13a])
observada nos testes pelo método de difusdo em placa se repete aqui,
confirmando a importancia da natureza da cadeia lateral para a atividade

dessas bis-lactonas.
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Compostos testados

Figura 2.10. Inibicdo do crescimento fungico no quinto dia (120 horas) de
incubacédo para os compostos [13a], [13b] e [13c] em comparagdo com O
branco (controle negativo de atividade = 100% de crescimento).

As porcentagens de inibicdo foram calculadas substituindo-se os valores
obtidos (halos médios de crescimento fangico no quinto dia do ensaio) na
Equacao 2.1, onde Cn é a média de crescimento do controle negativo (branco)
e Cs é a média de crescimento do fungo em contato com a substancia em

teste.
% Inibigdo= (Cn-Cs) 100% Equacado 2.1
Cn

Curvas de porcentagem de inibicdo versus concentracdo das amostras
no meio de cultura foram construidas, e a partir destas, foram determinadas as
suas equacbes por regressao linear (Figura 2.11 a-c). Os coeficientes de
correlacdo obtidos das curvas indicaram boa precisdo nas medidas e a
linearidade da variacdo da atividade na faixa de concentracdes escolhida.
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Figura 2.11a Curva de dose (concentracdo em mmol L™) versus percentagem

de inibicAo do crescimento da colonia de A. flavus obtidas pelo método

Poisoned food na presenca da bis-)/lactona [13a].

80 -
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Figura 2.11b Curvas de dose (concentracdo em mmol L™) versus percentagem

de inibicAo do crescimento da colonia de A. flavus obtidas pelo método

Poisoned food na presenca da bis-)/lactona [13b].
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Figura 2.11c Curvas de dose (concentracdo em mmol L™) versus percentagem

de inibicdo do crescimento da colénia de A. flavus obtidas pelo método

Poisoned food na presenca da bis-)/lactona [13c] .

A partir das equacdes das curvas de dose versus percentagem de
inibicdo (Figura 2.9) foi possivel calcular o ICsy, dose minima necessaria para

inibir 50% do crescimento fangico.

Considera-se mais ativo o produto que apresentar o menor ICsy. Os
calculos foram realizados com o auxilio do programa Origin 6.1®. Para
encontrar o valor de ICsy utilizaram-se as equacdes de regressao linear
substituindo o termo Y por 50 e o valor X encontrado corresponde ao ICsy. Os

resultados desses calculos estao reunidos na tabela 2.5.

Tabela 2.5. Dose minima para inibicdo de 50% do crescimento do fungo A.

flavus
Compostos IC 50 (mmol/L)
[13a] 0,12
[13b] 0,37
[13c] 0,56
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Pode-se perceber que todos o0s compostos sintetizados apresentam
potencial para serem utilizados no controle de A. flavus, sendo o avenaciolideo
[13a] trés vezes mais ativo do que o analogo aromatico mais ativo, com o grupo
metila em orto [13b]. Observa-se também que a mudanca da posicdo do
substituinte no anel aromatico afeta drasticamente a atividade dessas bis-

lactonas.
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2.4- CONCLUSOES

As bis-y-lactonas [13a], [13b], [13c] e [13d] a 1000 ppm, foram ativas
contra os fungos Aspergillus flavus, Fusarium solani e Colletotrichum
gloesporioides através do método de difusdo em placa. Quando se aumentou a
dose para 3000 ppm obteve-se aumento na inibicdo do crescimento fungico. O
avenaciolideo [13a] foi 0 mais ativo em relagdo aos trés fungos avaliados.

O analogo aromatico com substituinte metila na posicdo orto no anel
aromatico apresentou inibicdo maior do que aquele com substituinte na posicéo
meta, e este por sua vez foi mais ativo que o composto com substituinte na
posicdo para, ou seja, observou-se a ordem crescente de acdo fungicida
[13d] < [13c] < [13b] < [134a]. Este resultado foi semelhante para os trés fungos
testados indicando que a cadeia lateral ligada ao C6 da bis-y-lactona apresenta

um papel importante, modulando a intensidade da atividade.

Os testes pelo método Poisoned food, a partir das curvas dose-inibicéo
calculados proporcionaram valores de ICs, de 0,12; 0,37 e 0,56 mmol L™ para

0s compostos [13a], [13b] e [13c], respectivamente contra A. flavus.

Observou-se que em doses menores do que 0,40 mmol L*, o
tebuconazol foi mais ativo do que as bis-ylactonas, mas nesta concentracao

sua atividade foi semelhante a do avenaciolideo.

124



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGGARWAL, V. K.; DAVIES, P. W.; SCHIMIDT, A. T. Asymmetric synthesis of
avenaciolide via cascade palladium catalysed cyclisation-carbonylation of

bromodienes. Chemical Communications, p. 1232-1233, 2004.

ALCAZAR, E.; KASSOU, M., MATHEU, |I; CASTILLON, S. The
Enantioselective Formal Synthesis of (+)- Avenaciolide and (+)-Isoavenaciolide
from Tri-O-acetyl-D-glucal Using a Ring Contraction Reaction as the key step.
European Journal of Organic Chemistry, p. 2285-2289, 2000.

ALDRIDGE, D. C.; TURNER, W. B.; Two new mould metabolites related to
avenaciolide Journal of Chemical Society ( C), p. 2431-2432. 1971.

ANDERSON, R. C.; FRASER-REID, B. A Synthesis of Optically Active
Avenaciolide from D-glucose. The Correct stereochemistry of the Natural
Product. Journal of the American chemical Society , v. 97, n. 13, p. 3870-
3871, 1975.

ANDERSON, R. C.; FRASER-REID, B. Syntesis of Bis-ylactones from
“Diacetone Glucose” - Optically Active Avenaciolide and Isoavenaciolide.
Journal of Organic Chemistry , v. 50, n. 24, p. 4781-4786,1985.

BARBOSA. L. C. A. Espectroscopia no infravermelho na caracterizacéo d e

compostos organicos .1 ed, Vicosa: Ed. UFV, 2007. 189p.

125



BALLOY, V.; HUERRE, M.; LATGE, J.P.; CHIGNARD, M. Differences in
patterns of infection and inflammation for corticosteroid treatment and
chemotherapy in experimental invasive pulmonary aspergillosis. Infection and
Immunity , v. 73, p. 494-503, 2005.

BARROS, P. M. Sintese e estudo da atividade fungicida do avenacio lideo e
de novas bis-lactonas andlogas . Vicosa: UFV, 2008, 132p. (Dissertacdo de

mestrado).

BERGAMIN FILHO, A.; KIMATI, H.; AMORIM L. Manual de Fitopatologia —
Principios e Conceitos . v.1, Sao Paulo: Ed. Ceres, 1995, 919p.

BRAUKMUELLER, S.; BRUCKNER, R. Enantioselective Butenolide Preparation
for Straightforward Asymmetric Syntheses of jlactones - Paraconic Acids,

Avenaciolide, and Hydroxylated Eleutherol. European Journal of Organic
Chemistry , p. 2110-2118, 2006.

BROOKES, D.; TIDD, B. K.; TURNER, W. B. Avenaciolide, Antifungal Lactone
from Aspergillus avenaceus. Biochemistry Journal , v. 68, n. 647, p. 5385-
5391, 1963.

CAREY, F. A.; SUNDBERG, R. J. Advanced Organic Chemistry. Part B:
Reactions and Synthesis . 3. ed., New York: John Wiley & Sons, 1993. 800p.

CAREY, F. A.; SUNDBERG, R. J. Advanced Organic Chemistry. Part A:
Structure and Mechanisms . 4. ed., New York: John Wiley & Sons, 2000.
823p.

126



CASTELO-BRANCO, P. A.; RUBINGER, M. M. M.; ALVES, L.C.; BARROS, P.
M.; PEREIRA, S. G.; MELLO, V. J.; VELOSO, D. P.; ZAMBOLIM, L. Synthesis
and Antifungal Activity of Aromatic Bis-gamma-lactones Analogous to
Avenaciolide. Chemistry & Biodiversity .v. 4, p. 2745-2754, 2007.

CASTELO-BRANCO, P. A.; RUBINGER, M. M. M.; GUILARDI, S.; LEITE, V.M;
SANTOS, A. R.; ALVES, L. C.; LARIUCCI, C.; VENCATO, |.; VELOSO, D. P
ZAMBOLIM, L. Synthesis, characterization, absolute structural determination
and antifungal activity of a new chlorinated aromatic avenaciolide analoguee.
Pest Management Science. V. 65, p. 34-40, 2009.

CHEN, M. J.; NARKUNAN, K.; LIU, R. S. Total Synthesis of Natural Bicyclic
Lactones (+)-Dihydrocanadensolide, (+)- Avenaciolide , and (t)-Isoavenaciolide
via Tungsten- Allyl Complexes. Journal of Organic Chemistry . v. 64, p. 8311-
8318, 1999.

CHUTIA, M.; BHUYAN, D.; PATHAK, M. G.; SARMA, T. C.; BORUAH, P.
Antifungal activity and chemical composition of Citrus reticulata Blanco
essential oil against phytopathogens from north east India, LWT — Food
Science and Technology , v. 42, p. 777-780, 2009

COREY, E. J.; SCHMIDT, G. Useful procedures for the oxidation of alcohols
involving pyridinium dichromate in approtic media. Tetrahedron Letters, v. 5, p.
399-402, 1979.

CREWS, P.; RODRIGUEZ, J.; JASPARS, M. Organic Structure Analysis.
Oxford University Press, New York, 1998, 552 p.

127



CZERNECKI, S.; GEORGOULOUIS.; STEVENS, C. L.; VIJAYAKUMARAN, K.
Pyridinium Dichromate Oxidation, Modifications Enhancing its Synthetic Utility.
Tethahedron Letters , v. 26, p. 1699-1702, 1985.

DEISING, H. B.; REIMANN, S.; PASCHOLATI, S. F. Mechanisms and
significance of fungicide resistance. Brazilian Journal of Microbiology , v. 39,
p. 286-295, 2008.

DHINGRA, ONKAR. Prejuizos causados por microorganismos durante o
armazenamento de sementes- Revista Brasileira de Sementes, v. 7, n. 1, p.
139-146, 1985.

FERNANDES, J. M.; PRESTES, A. M.; PICININI, E. C. Revisao anual de
patologia de plantas .v. 12. Passo Fundo: Berthier, 2004, 403p.

GULLINO, M. L., LEROUX. P., SMITH, C. M. Uses and challenges of novel

compounds for plant disease control. Crop Protection . v. 19, p. 1-11, 2000.

HEDAYATI, M. T.; PASQUALOTTO, A. C.; WARN, P. A.; BOWYER, P,
DENNING, D. W. Aspergillus flavus: human pathogen, allergen and mycotoxin
producer. Microbiology, Vv.153, p.1677-1692, 2007.

KHAN, F. A.; RAO, C .N. An efficient synthesis of diquinane-based bis---
lactones. Tetrahedron letters , v. 47, p. 7567-7570, 2006.

KIMATI, H.; AMORIM, L.; BERGAMIN FILHO, A.; CAMARGO, L. E. A;
REZENDE, J. A. M. Manual de Fitopatologia - Doencas de plantas
cultivadas. Sao Paulo: Agrondmica Ceres, v. 2, 2005, 663p.

128



LUCCA, A. J. Harmful fungi in both Agriculture and Medicine Review. Revista
Iberoamericana de Micologia, V.24, p. 3-13, 2007.

MAGATON, A. S.; RUBINGER, M. M. M.; MACEDO-JUNIOR, F. C.;
ZAMBOLIM, L. Synthesis and Antifungal Activity of New Bis-)lactones
Analogous to Avenaciolide. Journal of the Brazilian Chemical Society . v. 18,
p. 284-290, 2007.

MARCH, J. Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms a nd
Structure , 4. ed., New york: Jonh Wiley & Sons, 1992, 1495p.

MARTIN, V. S.; RODRIGUES, C. M.; MARTIN, T. Syntheses of avenaciolide
and related bislactones. A review. Organic Preparations and Procedures Int .,
v. 30, n. 3, p. 291-324, 1998.

MARTINEZ, P. C. G. Diversidade Genotipica de cepas de Fusarium solani
isoladas de episodios de ceratites.  S&o Paulo: Universidade Federal de Séo
Paulo, 2004, 101f. (Tese de Doutorado)

McCORKINDALE, N. J.; WRIGHT, J. L. C.; BRIAN, P W.; CLARKE, S. A,
HUTCHINSON, S. A.. Canadensolide — an antifungal metabolite of penicillium
canadense. Tetrahedron Letters .v. 9, n. 6, p. 727-730, 1968.

NELSON, P. E.; DIGNANI, M. C.; ANAISSIE, E. J. - Taxonomy, Biology, and
Clinical Aspects of Fusarium Species- Clinical Microbiology Reviews , v. 7, n.
4, p. 479-504, 1994.

129



PARKER, W. L.; JOHNSON, F. The Total Synthesis of dl-Avenaciolide. Journal
of Organic Chemistry , v. 38, n. 14, p. 2489-2496, 1973.

PASTER, N.; BULLERMAN, L. B. Mould spoilage and mycotoxins formation in
grains as controlled by physical means. International Journal of Food
Microbiology , v. 7, n. 3, p. 257-265, 1988.

PEREIRA, S. G. Sintese e avaliacdo da atividade fungicida de compostos
aromaticos analogos ao avenaciolideo. Vigosa, 2000. 140 p. Dissertacdo de

mestrado - Departamento de Quimica, Universidade federal de Vigosa.

PERRIN, D. D.; ARMAREGO, W. L. F. Purification of Laboratory Chemicals
4.ed. Oxford: Reed Educational and Professional Publishing, 1996.

POMERANS, Y. Biochemical, functional and nutritive changes durin g
storage . In: CHRISTENSEN, C. M. (ed). Storage of cereal grains and their
products. 4 ed., Austrdlia: ISBN, 1992. 615 p.

PRADO, G. et al, Resisténcia de quatro genotipos de amendoim a producao de
aflatoxina B; apos inoculacdo com Aspergillus flavus - Ciéncia e Tecnologia

de Alimentos, v. 19, n. 1 Campinas,1999.

PRAPAGDEE, B.; KUEKULVONG, C.; MONGKOLSUK, S. Antifungal Potential
of Extracellular Metabolites Produced by Streptomyces hygroscopicus against
Phytopathogenic Fungi. International Journal of Biological Sciences ,v. 4, p.
230-237, 2008.

130



REDDY, M. J.; SHETTY, H. S. Role of seed lipids in Aspergillus parasiticus
growth and aflatoxin production. Journal of the Science of Food and
Agriculture , v. 59, p. 177-181, 1992.

RODRIGUES, C. M.; MARTIN, T.; MARTIN, V. S. A New Stereoselective
Synthesis of (-)-Isoavenaciolide and (-)-Avenaciolide. Journal of Organic
Chemistry, v. 61, p. 8448-8452, 1996.

ROSENTHAL, A.; NGUYEN, L. Branched-Chain Sugar Nucleosides. I. 9-
[deoxy-3-C-(2’-hydroxyethyl)- 3-D-allofuranosylladenine and 9-[deoxy-3-C-(2’-
hydroxyethyl)- B-D-ribofuranosyl]ladenine. Journal of Organic Chemistry , v.
34, n. 4, p. 1029-1034, 1969.

SCHLOSSER, M.; SCHAUB, B. Cis Selectivity of “Salt-Free” Wittig Reactions:
A “Leeward Approach” of the Aldehyde at the Origin? Journal of the American
Chemical Society , v. 104, p. 5821-5823, 1982.

SCHMIDT, O. T. Isopropylidene Derivatives. Methods in Carbohydrate
Chemistry , v. 2, p. 318-325, 1962.

SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X. Identificacdo Espectrométrica de
Compostos Organicos , 6 ed., Rio de Janeiro: LTC, 2000, 460 p.

SINGH, G.; MARIMUTHU, P.; DE HELUANI, C. S.; CATALAN, C. A. N.
Antioxidant and biocidal activities of Carum nigrum (seed) essential oll,
oleoresin, and their selected components, Journal of Agricultural and Food
Chemistry , v. 54, p. 174-181, 2006

131



TAKAHASH, J. A.; LUCAS, E. M. F. Ocorréncia e diversidade estrutural de
metabdlitos fungicos com atividade antibiotica. Quimica Nova . v. 31,n 7, S&o
Paulo, 2008.

TAKEI, H.; FUKUDA, Y.; TAGUCHI, T.; KAWARA, T.; MIZUTANI, H.; MUKUTA,
T. Total Synthesis of (+)- Avenaciolide and its Analogues. Chemistry Letters ,
p. 1311-1414, 1980.

TAMURA, E.; SAEGUSA, K.; KAKIHANA, M.; ODA, DAIHEI. Stereoselective E
and Z olefin formation by Wittig olefination of aldehydes with allylic phosphorus
ylides. Stereochemistry. The Journal of Organic chemistry, v. 53, p. 2723-
2728, 1988.

TEIXEIRA, S. C.G.; MATHIAS, L.; CANELA, M. C. Recuperacédo de silica-gel
utilizando processos oxidativos avancados: uma alternativa simples e de baixo
custo. Quimica Nova . v. 26, n. 6, p. 931-933, 2003.

VALE, F. X. R.; ZAMBOLIM. L. Controle de doencas de plantas: Grandes
Culturas . v. 1, Vicosa: Ed. UFV, 1997, 548p.

VALE, F. X. R.; ZAMBOLIM. L. Controle de doencas de plantas: Grandes
Culturas . v. 2, Vigosa: Ed. UFV, 1997, 578p.

VEMUGANTI, G.K.; PRASHANT, G.; USHA G et al. Evaluation of agent and
host factors in progression of mycotic keratitis. Ophthalmology ; v. 109 n. 8 p.
1538-1546, 2002.

132



YU, C. M.; YOUN, J.; JUNG, J. Asymmetric Sequential Allylic Transfer Reaction
for the Synthesis of 2-(1-stannylvinyl)-1,3-diols: Concise Synthesis of (-)-
Avenaciolide and (-)-Isoavenaciolide. Angewandte Chemie , v. 45, n. 10, p.
1553-1556, 2006.

ZAMBOLIM, L.; VALE, F. X; MONTEIRO, A. J. A; COSTA,H. Controle de
doencas de plantas fruteiras. Vigosa: Ed. UFV, 2002, 674p.

ZAMBOLIM, L. Especializacdo em Protecdo de Plantas. Modulo 7. Co  ntrole
de Doencas de Plantas. Modulo 7.4. Fungicidas Sistémicos, Modo de
Acao, Translocacgao e Uso . Vigosa: Ed. UFV, 2006. 27p.

ZAMBOLIM, L. Especializacdo em Prote¢cdo de Plantas. Modulo 7. Co  ntrole
de Doencas de Plantas. Médulo 7.3. Fungicidas de Contato, Modo de Agéo
e Usos, Vicosa: Ed. UFV, 2006. 133p.

ZAMBOLIM, L.; VENANCIO, W. S.; OLIVEIRA, S. H. F. Manejo da
Resisténcia de Fungos a Fungicidas . Vicosa: Ed. UFV, 2007, 168p.

ZAMBOLIM, L. Tipos de fungicidas empregados no controle de doencas
de plantas. In: ZAMBOLIM, L. et al. (eds). Produtos fitossanitarios
(Fungicidas, Inseticidas, Acaricidas e Herbicidas) Vicosa, MG; UFV, DFP,
2008. p. 263-348.

WHISTLER, R. L., Methods in Carbohydrate Chemistry , New York, v. 6, p.
123-128, 1962.

133



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

