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RESUMO

Neste trabalho foi realizada a sintese de um novo analogo
aromatico do estrigol 48, tendo como produto de partida o safrol 44;
assim como a avaliacdo preliminar de sua atividade bioldgica no
estimulo & germinacdo de sementes de Lactuca sativa, L. e de sua
toxidez frente ao bioensaio de Artemia salina, Leach.

Através da reacdo de isomerizacdo do alibenxeno 44, e posterior
ciclizacdo com o reagente de Vielsmeyer-Haack, obteve-se o
intermediario-chave com esqueleto do tipo indanona 52. Na reacédo
subseqiente com base e formacdo de enolato, obteve-se o ceto-éster
51, pela adicdo de uma porcdo metilenocarboxietil. Através de reducéo
seletiva e posterior ciclizagdo resultou na vy-lactona 50, e a formilagéo
desta possibilitou a obtencdo do intermediario B-dicarbonilico enol-éter
49. Por estudos de modelagem molecular e andlise dos dados
espectrométricos obtidos, pbde-se observar o tautomerismo ceto-endlico
e atribuir a estereoquimica Z para a ligacdo dupla deste produto. O
acoplamento, através de reacdo de O-alquilacdo do enol-éter 49 com o
bromobutenolideo 32 resultou na mistura de epimeros do novo anéalogo
aroméatico do estrigol 48, com rendimento global de 20%. Os dois
diastereoisomeros em C2' foram separados por CLAE semipreparativo
em fase normal.

Os testes preliminares visando a atuagdo no estimulo de
germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa, L.) demonstraram
gue o anéalogo 48 possui atividade biolégica promissora e a partir do

bioensaio com Artemia salina Leach observou-se que sua toxicidade é
baixa.



ABSTRACT

This work reports the synthesis of a new strigol aromatic
analogue 48. The analogue was synthetized from natural safrole 44 and
preliminary evaluation of its biological activity concerning to stimulation
of lettuce seeds growing and its toxicity obtained in Artemia salina,
Leach test was described.

Reaction of isomerization of safrole 44 and further ciclization
using Vielsmeyer-Haack reactant produced the key intermediate
indanone 52. Subsequent base-catalysed reaction and production of an
enolate led to keto-ester 51. This species produced lactone 50 by a
selective reduction and further ciclization. Formylation of this
intermediate produced the enol-ether 49. Molecular modelling and
analysis of the spectrometric data made possible to observe keto-enolic
tautomerism and the Z sterochemistry of this product. A coupling by O-
alkylation of the enol-ether using bromobutenolide 32 yielded a mixture
of epimers of the new aromatic analogue 48 with an overall yield of
20%. Diastereomers were separated by semipreparative HPLC in normal
phase.

Preliminary tests to evaluate biological activity showed good
results concerning the growth of lettuce seeds (Lactuca sativa L.) and
the test with Artemia salina, Leach demostrated its low toxicity.



CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1 - INTERACAO ALELOPATICA E MECANISMO HAUSTORIA

Define-se a alelopatia como o0 mecanismo quimico de defesa
desenvolvido por plantas, ou mais amplamente, pode-se dizer que ¢é
toda interacdo bioquimica entre plantas de todos os tipos, e até mesmo
a interacdo destas com microorganismos. Modernamente, considera-se
este termo para a interagcdo existente entre as plantas superiores. As
moléculas envolvidas neste processo, chamadas substancias alelopaticas
ou toxinas, sdo produtos tipicamente de metabolismo secundario e, em
sua maioria, compostos de baixo peso molecular e de estruturas

relativamente simples.



Uma das formas de interacdo aleopatica desenvolvida por
plantas ocorre através de mecanismos de intrusdo, criando-se a
habilidade de atacar outras plantas e sobrevivendo através destas,
sendo chamado este mecanismo de haustoria. Tais parasitas passam a
nutrir-se dos metabdlitos da planta hospedeira, ndo sobrevivendo sem
este parasitismo. S&o dependentes dos produtos de metabolismo
primario (carboidratos, aminoacidos e outros), mas ndo dos produtos de
metabolismo secundario da hospedeira, tendo suas rotas biossintéticas
de terpendides, flavondides e outros.

Espécies angiospermas do género Striga (witchweed) e
Orobanche (broomrapes) sao exemplos de plantas que desenvolvem-se
através do mecanismo haustoria e provocam danos as plantacdes de
diversas regibes tropicais do planeta (Tabela 1. pag 3).> Sementes
destas espécie utilizam sinalizagdes quimicas de substancias exaladas
por raizes da planta hospedeira para germinarem e manterem a ponte

haustorial, nutrindo-se a partir da ligacgdo com a planta hospedeira, até

mesmo na fase adulta.



Tabela 1 - Principais espécies do género Striga e Orobanche’

Nome Hospedeiros tipicos
Striga
S. hermonthica, Benth. Sorgo, milho
S. lutea, Lour Arroz, milho

(ou S. asiatica, Kuntze)

S. orobanchoides, Benth. Graminae em geral,
tabaco
Orobanche
O. crenata, Forsk. Feijdo e outros legumes
O. herdarae, Duby Hera
0. ramosa, L. Tomate, tabaco, alface
O. minor, Sm. Trevo
0. ludoviciana, Nutt. Tomate
O. cernua, Loefl, Tabaco, girassol

(ou O. cumana, Wallr.)

1.2 - ESTRIGOL: UM SINALIZADOR QuimICO PARA A

GERMINACAO

O primeiro estimulante de germinacdo a ser conhecido foi o
estrigol 1 (Figura 1), um sesquiterpeno obtido de exudatos de raizes de
algoddo (Gossypium hirsutum, L.),° um falso hospedeiro para as

espécies do género Striga e Orobanche, mas que estimulam o seu



crescimento in vitro. Este composto possui atividade a concentragdes
muito pequenas, sendo relatado valores de atividade com doses na faixa
de 10' M, e por isso possui potencial utilizacdo no controle de ervas
daninhas parasitas, podendo ser aplicado no solo antes que seja feita
uma plantacdo.® As sementes dos parasitas germinariam e teriam um
tempo de vida limitado, visto ndo poderem manter a ponte haustorial

com a planta hospedeira.

.l "'

CHs

Figura 1 - Estrutura do (+)-estrigol, com a estereoquimica do composto
natural assinalada.

O isolamento deste primeiro sinalizador quimico utilizado na
germinacdo de sementes parasitas foi descrito em 1966.° Sua estrutura
foi totalmente elucidada em 1972, através de técnicas de cristalografia

de raio X e sua configuracdo absoluta foi determinada em 1985, como



mostrada na Figura 1. Nao é reportado na literatura a funcdo deste

produto de metabolismo secundario para a planta hospedeira.

1.3 - AS ESTRIGOLACTONAS

As sementes das diversas espécies de Striga, Orobanche e
Alectra respondem diferentemente ao estimulo do estrigol. Com este
dado, pbde-se constatar que outros compostos poderiam fazer também
o papel de sinalizadores quimicos para a germinacdo e manutencdo do
parasitismo. Do estudo extensivo de exudatos de plantas hospedeiras,
foram descobertos outros compostos. Tais compostos, posteriormente
denominados  estrigolactonas, possuem 0 esqueleto  principal
semelhante, apresentando uma porcdo do tipo indeno, um anel Y-
lactbnico, outro do tipo butenolideo e diferindo na presenca de
substituintes e no estado de oxidagéao.

C) estrigol pode ser isolado de raizes de algoddo, um falso
hospedeiro haustorial, porém é muito dificil consegui-lo a partir de
raizes de plantas hospedeiras genuinas. Usando-se CLAE preparativa foi
possivel detectar a sua presenca nestas plantas.® Esta técnica tornou-se

uma ferramenta util para a identificacdo de outras estrigolactonas,



juntamente com o estudo da atividade biologica de fracBes isoladas do
exudato de raizes.

A partir de estudos com Sorghum bicolor (L.) cv. Haygrazer
foram identificadas pela primeira vez outras estrigolactonas.® Estudos
com exudatos de raizes desta espécie culminaram na descoberta de um

novo estimulante de Striga Asidtica e Striga Hermonthica, denominada

sorgolactona 2 (Figura 2).°

Figura 2 - Estrutura do sorgolactona 2, isolada do exudato de raizes do
sorgo.

Outros compostos isolados do exudato de Sorghum bicolor,

moléculas do tipo 2,5-dimetoxi-benzoquinona, foram considerados

mensageiros quimicos para a manutencdo do parasitismo (indutores

haustoriais).’



As sementes de Striga asiatica uma vez germinadas sobrevivem
por menos de duas semanas na auséncia da planta hospedeira e como
sdo dependentes desta, se as sementes estiverem muito longe, a
parasita ndo sobrevive. Outros tipos de sinalizadores também
participam deste processo (Figura 3, pag. 8), proporcionando um
aumento da distdncia da raiz da hospedeira em que as sementes
poderdo germinar e iniciar o parasitismo. Estes sesquiterpenos podem
acumular-se no solo e proporcionar a manutencdo da ponte haustorial,
sendo 0s primeiros a serem detectados a partir de plantas hospedeiras.’
Testes com sementes utilizando a sorgoleona 3 pura ndo proporcionam
o estimulo da germinagdo, e posteriormente foi observado que a
atividade biolégica aumentava na presenca da mistura de 3 e 4. Estudos
tém tentado demonstrar que estes compostos viabilizam o estimulo de
germinacdo de sementes a wuma distancia mais longa. No sorgo
(Sorghum  bicolor), estes estimulantes do tipo benzoidroquinonas
substituidas 3 e 4, obtidas a partir de seu exudato, sao facilmente
oxidados a quinonas inativas. A instabilidade quimica da sorgoleona 3 e
a sua baixa solubilidade em agua limitariam a éarea efetiva de atividade,
uma condicdo que € ideal para a germinacdo e propagacdo das ervas

daninhas préximas a hospedeira.’



Por fim, os dados da literatura sobre estes sinalizadores 3 e 4
ndo sao conclusivos acerca de suas atividades. Embora fosse sugerido
gque estes compostos sejam responsaveis por um dos tipos de
sinalizacdo quimica, a manutencdo da ponte haustorial, trabalhos
posteriores ndo encontraram resultados semelhantes para o

comportamento destas moléculas frente a germinacdo de espécies

parasitas.*’

O
OH
H3C0 -_\/.._\/:_r
o
OH 2
OH
H3CO TN
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Figura 3 - Estrutura da sorgoleona 3 e da diidrosorgoleona 4.

Dos exudatos de raizes de espécies do género Alectra foi isolado
um novo tipo de estrigolactona, denominado alectrol.® Porém sua

estrutura ndo foi desvendada inambigiamente, sendo proposto as duas



estruturas 5a e 5b, mostradas na Figura 4. Este composto também se

mostrou ativo na germinacdo de sementes de Alectra vogelii e Striga

gesnerioides.*

Figura 4 - Estruturas propostas para o alectrol 5.

As plantas hospedeiras de Striga sp produzem varios compostos
que estimulam a germinacdo como o estrigol 1, sorgolactona 2,
sorgoleona 3 e alectrol 5. Porém, algumas espécies hospedeiras, como
Zea mays, L. (milho), Pavicum miliacum, L. (proso millet) apresentam
maior quantidade de estrigol, enquanto o Sorghum bicolor, L. Moench.
(sorgo) produz uma quantidade muito pequena de estrigol.” Ha de se
notar também que o estrigol, a sorgolactona e o alectrol promovem o
estimulo de germinacdo de sementes de Orobanche sp, de Striga sp e
Alectra sp, todavia, as atividades relativas em comparagcdo com o0

estrigol sdo diferentes para cada espécie, indicando uma interacao
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especifica entre os estimulantes de germinacdo e seus receptores em
cada tipo de semente.”

Nos Ultimos anos muita atencdo vem sendo dada ao isolamento e
identificacdo de estimulantes de germinacdo de Striga a partir de
exudatos de raizes de plantas hospedeiras. O estrigol e moléculas
correlatas ao estrigol foram encontrados em exudatos de raizes de
espécies filogeneticamente divergentes. Apesar de algumas poucas
tentativas, o potencial de cultura de raizes para a producdo de
estimulantes de germinacdo de Striga permanece muito  pouco
explorado, o que seria uma alternativa de se obter maiores quantidades
destes compostos, ndo visando o0 seu uso comercial, mas sim a

caracterizacdo de todos 0s componentes presentes em seus exudatos.”

1.4 - APLICACOES DO ESTRIGOL

141 - USO COMO HERBICIDA

As ervas daninhas que desenvolvem o0 mecanismo haustoria para

sobreviverem constituem sérias ameacas as principais plantacbes de

alimentos no planeta, principalmente nas regides, mais pobres. Pode-se
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citar que Striga hermonthica (Del.) Benth e Striga asidtica (L.) Kuntze
sdo as espécies mais danosas para plantagcbes de cereais enquanto
Striga gesneriodes (Willd) Vatke é o parasita que mais oferece dano em
culturas de leguminosas.™

As perdas em plantacdes infestadas com estas plantas podem
chegar a 100%."" Estratégias de controle sdo custosas, como o uso de
etileno diretamente no solo para estimular a germinacdo de sementes.™
A partir disso, uma maneira eficiente e mais acessivel vem sendo
buscada na tentativa de se erradicar tal problema.

As sementes de Striga e Orobanche s&o pequenas
(aproximadamente 0,25mm de diametro) e sao facilmente deslocadas
pelo vento, por péssaros ou misturadas a sementes de plantacbes. A
espécie Striga hermontica foi introduzida acidentalmente em 1956 no
Estado da Virginia do Norte, E.U.A.. A partir de entdo foi feito um
controle rigoroso da erva daninha para que ndo houvesse a infestacao
no restante do pais, tendo-se em alguns anos o controle da praga.’

A espécie Orobanche minor produz cerca de 50.000 sementes
por florada. Tais sementes podem permanecer no solo em dorméncia de
10 a 15 anos.’

As espécies de Striga também sdo prodigiosas produtoras de

sementes. Tais sementes possuem viabilidade prolongada e requerem
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tratamentos especiais para germinarem. A germinacdo depende da
exposicdo a um estimulante de germinacdo exogeno. Na natureza este
estimulante provém do exudato de raizes de plantas hospedeiras e nao
hospedeiras. Todavia, Vvarios compostos sintéticos e outros compostos
naturais podem também induzir a germinacdo de Striga, como o etileno

19

exégeno.” Tém-se feito tentativas de se usar o estrigol ou analogos

sintéticos na germinagcdo destas ervas daninhas em condigbes de
campo.

A compreensdo dos mecanismos bioquimicos envolvidos na
germinacdo de Striga levou ao desenvolvimento de estratégias de
controle assim como melhor utilizacdo das medidas disponiveis. Duas
das medidas mais promissoras de controle sdo a producdo de espécies
resistentes e o processo de germinacdo suicida.

No processo denominado germinagcdo suicida, seria introduzido
no solo a ser cultivado o estimulante haustorial, promovendo a
germinacdo do parasita, porém seu desenvolvimento estaria limitado,
posto ndo haver a planta hospedeira para oferecer os metabdlitos
necessarios ao seu desenvolvimento até a fase adulta, levando-o a
morte. Erradicado a presenca das sementes das pragas, o0 plantio

estaria livre do parasitismo.’
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1.4.2 - ANALOGOS E COMPOSTOS RELACIONADOS AO ESTRIGOL

Os exudatos de raizes produzem quantidades muito pequenas de
estrigol e de outras estrigolactonas. Por isso, a pesquisa na é&rea da
sintese total mostrou-se uma ferramenta U(til para a obtencdo destes
compostos para posteriores estudos de atividadade biologica. As sinteses

|20,21

totais propostas para o estrigo requerem um bom numero de

passos, dependendo da rota sintética utilizada, e ha também relatadas
as sinteses que pudessem ser usadas em escalas maiores®®?®
objetivando o uso em condi¢cbes de campo.

Através de estudos dos grupamentos farmacoféricos presentes
no estrigol foram avaliados diversos tipos de moléculas, analogas ou
correlatas, que apresentassem um bom perfil de atividade na
germinacdo de sementes. Com a melhor compreensdo do mecanismo de
acdo das estrigolactonas,’®® a proposicdo para andlogos que possuam
um esqueleto basico que mantenham a atividade bioldgica vem sendo
uma alternativa na obtencdo de compostos mais ativos, oriundos de
rotas sintéticas mais viaveis.

A pesquisa envolvendo o estudo de atividade destas moléculas

pode ser dividida em 3 partes: obtencdo de andalogos estruturais,
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estudos de fragmentos visando obter o conhecimento dos grupos
farmacoféricos e estudo de compostos relacionados.

A partir dos dados de atividade biologica pdde-se constatar que a
estrutura completa do estrigol ndo € necessaria para a atividade, até
analogos mais simples sdo capazes de iniciar a germinacéo.’?

Com o interesse de se utilizar compostos com estruturas mais
simplificadas e que tivessem igualmente uma rota sintética mais
simples, foi feito um estudo de moléculas do tipo terpendides alifaticos
monociclicos na avaliacdo da estimulacdo de sementes, podendo-se
constatar a atuacdo do anel A na atividade. Os compostos ativos
possuiam estruturas do tipo trimetilcicloexeno, ou muito semelhantes e
contendo grupos ésteres (Figura 5, pag. 15), tendo um perfil de

atividade 40% de germinacdo de sementes de Orobanche ramosa

(broomrape).’
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Figura 5 - Compostos relacionados ao anel A do estrigol, ativos na germinagao
de Orobanche ramosa.

Em outra tentativa de se obter um composto ativo que possuisse
uma estrutura mais simples, testou-se a atividade de varios
butenolideos (analogos ao anel D do estrigol, Figura 6). Alguns destes
compostos foram testados com sementes de Striga asiatica (witchweed)
em series de diluicBo na faixa de concentragcdo do estrigol. O
alicoxibutenolideo 11g demonstrou atividade comparavel ao estrigol (de
30 a 60% de germinacdo na faixa de 10° a 10™ M). Porém, de maneira
geral, estes anélogos sdo menos efetivos na germinacdo de semente de
gue os analogos com varios anéis, além de serem instaveis em meio

alcalino e degradarem facilmente quando estocados.”
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Figura 6 - Compostos relacionados ao anel D do estrigol utilizados na
germinagdo de Striga asiatica.

Muitos analogos foram sintetizados com estrutura similar ao
estrigol, chamado compostos GR (Figura 7). Os compostos GR5, GR7,
GR18, GR24 e GR28 sdo analogos com 2, 3 e 4 anéis que possuem
maior interesse. O GR18 é um isdbmero do GR24 com o anel aromatico
(e a dupla ligagdo) localizada em um carbono depois da jungdo com a
lactona (anel C).

O composto GR24 possui uma boa atividade como estimulante de
germinacdo, tendo este analogo um perfil de atuagdo proximo do
estrigol e sendo considerado o composto padrdo para testes.”® Sua
sintese é muito mais simples que a do estrigol.”’ Estudos de uma
molécula com o esqueleto similar ao analogo GR24, com os substituintes
5-hidroxila e 8-metila no anel aromatico, mostraram que ndo ha

alteracdo significante na sua atividade.”®?
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Figura 7 - Estrutura do compostos do tipo GR, analogos do estrigol.

As similaridades estruturais dos compostos GR com o estrigol
gue merecem nota incluem a estrutura do anel do tipo butenolideo (anel
D no estrigol) ligado a uma vy-lactona (anel C no estrigol) por uma ponte
metileneoxi (Figura 8).*° Outros compostos foram sintetizados para

conhecer a importancia destas duas estruturas no perfil de atividade

bioldgica.
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_————

Figura 8 - Estrutura do estrigol mostrando a ponte metileneoxi (quadrado) e o
grupamento carbonila lactbnica conjugado com porgcdo etileno
(circulo).
Com o objetivo de se ter compostos que fossem mais estaveis
em meio alcalino, a porcdo lactona do anel C foi substituida por uma

lactama (Figura 9). Este analogo 13 demonstrou-se estavel frente a pH

8,5-9,0 porém seu perfil de atividade ndo foi satisfatério.”

Figura 9 - Estrutura da 3-oxibutenolideo-metileneindalinona.
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Foi encontrado na literatura a sintese de um derivado do estrigol
a partir da N-ftaloilglicina 14, chamado Nijmegem 1 (Figura 10,
composto 15), que contém somente um centro quiral no C2' do anel D.
Este composto foi idealizado de uma maneira que contivesse as
caracteristicas essenciais para a atividade biologica.’” Testes com Striga
hermonthica e Orobanche crenata demonstraram que este composto
possui um bom perfil de atividade biolégica e a vantagem de ser

preparado em apenas duas etapas®, porém é bem menos ativo que o

GR24.*

Figura 10 - Obtencdo do Nijmegen 1 (15)a partir da fataloilglicina (14).

As lactonas sesquiterpénicas possuem um amplo espectro de
atividade  biologica incluindo citotoxidez, atividade antineopldsica e

inseticida. Alguns compostos desta classe (Figura 11) promovem a
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germinacdo de sementes e foram estudados na germinagdo de
sementes de Striga e Orobanche por causa da similaridade com o anel

lactdnico presente no estrigol."’

Confertiflorina (16) Desacetilconfertiflorina (17) Partenina (18)

Diidropartenolideo (19)

Figura 11 - Estrutura de algumas lactonas sesquiterpénicas.

O estimulo a germinagcdo de sementes de Striga asiatica pelo
diidropartenolideo 19 (Figura 11) ocorreu em valor comparavel a
atividade observada para o estrigol (70%) e alguns analogos sintéticos.

Os outros compostos mostraram atividades mais baixas, e a
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concentracdbes menores nao apresentaram resposta de inducdo a
germinacao.

O diidropartenolideo 19 ocorre em concentracdo bastante alta
em Ambrosia artemisifolia (0,15% do peso seco) e pode ser isolada em
grandes quantidades. Os resultados sugerem que este composto pode
ser usado no controle de Striga asiatica e Striga hermonthica no
estimulo a germinacdo de sementes na auséncia de hospedeiro, como
tem sido feito com o etileno e analogos de estrigol. Uma vantagem para
o diipropartenolideo é a auséncia da por¢cdo butenolideo e da ponte
metileneoxi, aumentando sua estabilidade frente a hidrdlise basica e
permanéncia no solo e mantendo sua baixa toxidez.

Como o diidropartenolideo 19 possui uma estrutura bastante
diferente do estrigol, outros compostos semelhantes, do tipo
germacranolideos e eudesmanolideos, naturais e sintéticos (Figura 12)
foram estudados com o objetivo de determinar 0s requisitos estruturais
para a atividade na germinagdo. Para 0s germacranolideos estudados,
observou-se a faixa de 40 a 65% de germinagdo, a baixas
concentragcdes, mostrando que a conformagdo do anel em conjuncao
com a lactona, e ndo a presenca de substituintes, que é importante na

atividade.
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Costunolideo (20) 11 13-deidreeriolina (21)

EUDESMANOLIDEOS
OH

&)
Santamarina (22) Reinosina (23)
Figura 12 - Estrutura dos compostos do tipo germacranolideos e

eudesmanolideos, estudados quanto a germinagdo de
sementes de Striga asiatica.

A mistura dos dois eudesmanolideos santamarina 22 e reinosina
23 tiveram atividades semelhantes ao diidropartenolideo 19. O arranjo
espacial destes eudesmanolideos € bastante similar aos dos
germacranolideos. Comparando a estrutura da santamarina com o0

estrigol, nota-se a similaridade para o sistema de anéis ABC, tendo a
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mistura de satamarina e reinosina uma resposta satisfatoria a
germinacao de Striga asiatica.

Estes produtos podem ser utilizados como fontes naturais no
combate as pragas devido a quantidade apreciavel em muitas plantas e
pela distribuicdo bastante comum.*

A partir dos dados de atividade biolégica apresentado pelo
estrigol e por alguns de seus analogos sugere-se que estas moléculas
complexas sdo as que melhor iniciam a reacdo bioquimica envolvida no
estimulo da germinacdo de espécies do género Striga e Orobanche. As
estrigolactonas ndo sao consideradas apropriadas para o propoésito de
controle de ervas daninhas em condicbes de campo, devido a sinteses
inviaveis economicamente. Por isso, varios estudos sao feitos
objetivando a obtencdo de moléculas com uma estrutura mais simples e
com boa resposta a germinagdo,”” porém ndo ha davida de que o
estrigol ou seus analogos sejam muito mais ativos no estimulo da
germinacdo do que estes outros compostos propostos (Figuras 5, 6, 9,

10, 11 e 12).
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1.4.3 - SEMENTES COM DORMENCIA

Muitas sementes, além das sementes das ervas daninhas ja
citadas, possuem um mecanismo de sobrevivéncia através de
dorméncia, como ocorre com a especie Avenua fatua. L. (aveia
selvagem). A morfologia das sementes de Avenua fatua, L., que é uma
monocotiledénia e da Striga asiatica, uma dicotiledbnia, difere
consideravelmente, porém fisiologicamente estas duas sementes sao
semelhantes. As sementes com dorméncia de Striga asiatica e Avenua
fatua séo induzidas a germinacdo por uma variedade de substancias
exbdgenas, tal como etileno e acido giberetinico 24 (Figura 13).

O estudo da germinacdo com varios analogos do tipo GR (Figura
7, pag. 17) mostrou que estes compostos; possuem atividades
semelhantes ao a&cido giberelinico 24 (o qual possui subunidades
estruturais que podem ser comparadas a estes analogos) pela inducédo
de germinacdo de sementes com dorméncia de Capsella bursa-pastoris,

L. (shepherdspurse) e Lactuca sativa, L. (alface).*
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Figura 13 - Estrutura do &cido giberelinico.

A acdo estimulante na germinacdo de Avena fatua pelos analogos
do tipo GR demonstra que estes, inicialmente desenvolvidos como
estimulantes para sementes de ervas daninhas parasitarias, possuem
atividade biorreguladora em sementes com dorméncia de
monocotiledonias e de dicotileddneas.’* Estes andlogos possuem
caracteristicas ideais para o estimulo de germinacdo com 0 usO no
campo:

1- atividade a baixa concentracao;

2- razoavel solubilidade em &gua;

3- seguranca para o meio ambiente, por serem nao-toxicos e
4- habilidade para promoverem a germinagcdo em espectro vasto
de espécies, inclusive sementes com elevados tempos de

dorméncia, afora as ervas daninhas.
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1.5 - MECANISMO DE ACAO

1.5.1 - MECANISMO DE ESTIMULO BIOLOGICO

O estrigol atua em niveis de concentracbes muito baixos, sendo
considerado um horménio vegetal, mas ndo ha estudos que comprovem
este fato, embora sejam relatados outros dados que predizem sua
atuacdo hormonal, como o comportamento de produzir picos de
atividade estimulante a determinadas doses, ou em alguns casos,
promovendo atividade inibitoria.'’*®

As espécies do género Striga possuem dois niveis de
reconhecimento do hospedeiro. Um em nivel de germinacdo e outro
associado ao desenvolvimento da ponte haustorial. Estas plantas
comecam seu comprometimento com o hospedeiro através da
germinagdo, tendo o estrigol papel de estimulador, entre outros. O
segundo nivel comeca apdés o inicio do alongamento radicalar das
sementes, e a planta procura viabilizar a interacdo com o hospedeiro,
por isso a distancia em que ocorre a germinagcdo do parasita ao
hospedeiro é importante e pode ser controlada por outros sinalizadores,

ainda ndo bem conhecidos, dando assim a complementacdo da ponte

haustorial. Como  descrito  anteriormente, compostos do tipo
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benzoquinonas (Figura 3, pag. 8) podem ter o papel de segundos
sinalizadores.*

O mecanismo através do qual o estrigol estimula a germinacédo
de sementes de Striga, aparentemente, ocorre através do estimulo de
biossintese de etileno. Observou-se que o etileno endégeno possui
atividade relevante no processo de germinacdo de sementes de Striga
hermonthica e Striga asiatica quando tratadas com o analogo GR24
(Figura 7, pag. 17) e exudatos de raizes de sorgo. Posterior estudo
mostrou que o estrigol estimula a biossintese de etileno pelo aumento
da capacidade de converter o seu precursor direto, o acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). Estas conclusGes foram obtidas
em experimentos nos quais foi feita a adicdo de estrigol a sementes de
Striga asiatica, comprovando-se que o0 percentual de etileno no meio
aumentava de acordo com o aumento das concentracbes de estrigol, e
também pela adicAo de mistura de estrigol e ACC, observando-se neste
caso que o percentual de germinacdo aumentava significativamente.

Sementes de Striga sp tém wuma capacidade limitada de
converter ACC, o precursor imediato de etileno, em etileno. O estrigol, e
possivelmente outros estimulantes de germiragcdo, impulsionam a
ativacdo ou a sintese de EFE (ethilene-forming enzime) e,

consequentemente, a conversdo de ACC em etileno. O etileno pode
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acentuar a germinacdo, como em outros tipos de sementes, pela
promocdo do alongamento celular no periodo de iniciagdo do processo
de germinacdo.

A inducdo ou a inibicio de germinacdo de Striga através da

manipulacdo da rota biossintética de etileno pode vir a ser um possivel

método de controle destas pragas.*

1.5.2 - MECANISMO DE ESTIMULO QUIMICO

Através do estudo extensivo com modificagbes estruturais para o
estrigol e seus analogos, fez-se a proposicdo de um mecanismo
molecular para a atuacdo do estrigol.”

A andlise da bioatividade dos compostos GR (Figura 7, pag. 17),
revelou que a parte farmacoférica da molécula de estrigol e seus
analogos estd presente nos anéis C e D destes. Em contraste com estas
observacdes, ha relatos®*® de atividade alta para alguns andalogos do
anel A ou andlogos do anel D, entretanto tais resultados ndo foram
reprodutiveis.

Para os resultados de germinacdo obtidos®’ com o andlogo GR24
modificado 25 (Figura 14), sem o anel C, tornou-se evidente que este

anel ndo é essencial. Aparentemente uma estrutura possuindo uma 3-
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metilfuranona conectada ao grupo eéster carboxilico através de uma
ligagdo enol-éter & suficiente para o bom desempenho da atividade.
Para se ter nocdo da importancia da porcdo eéster ao,p-instaurada
para a bioatividade, um composto foi preparado no qual esta dupla
ligacdo foi reduzida (Figura 14, composto 26). Ensaios com Striga
hermonthica e Orobanche crenata mostraram que a molécula 26 era
totalmente inativa, concluindo-se que a dupla ligacdo enol-éter ligando

0s anéis C e D é essencial na atividade estimulatoria.

Hzco—° T A
X \
| A o YH B
~
O\CFO o 0 O
L e
25 —
CHs 26 CHs

Figura 14 - Estrutura dos analogos 25 e 26.

O mecanismo molecular sugerido na literatura aponta para a
importancia desta ligagdo dupla do tipo enol-éter, envolvendo a adigéo
de espécies nucleofilicas do tipo Michael presentes no sitio receptor (na
semente), seguindo-se a subsequente eliminacdo do anel D, como

mostra 0 Esquema 1. Neste mecanismo proposto, o anel D serve como
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um grupo abandonador em um processo de adigdo-eliminacdo. Com isto
pode-se supor que a parte ABC da molécula é covalentemente ligada ao
receptor, ocorrendo assim uma mudanca quimica que pode ser 0 passo
inicial para a germinagcdo. Este mecanismo explicaria a atividade

bioldgica para todos os analogos do estrigol.'
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Esquema 1 - Mecanismo de acdo molecular proposto para a atividade do
estrigol e seus anélogos.
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Outros experimentos comprovam este mecanismo. Através de
reacbes do andlogo GR24 com diversos nucledfilos  (p-metoxi-
benzilamina, benziltiolato), obtém-se o0s respectivos compostos em que
a porcao butenolideo € substituida, e a substituicio do anel D por um
bom grupamento abandonador (tosila, por exemplo), ou mesmo por
compostos bastante similares ao butenolideo, tornaram o0 composto
inativo.® A troca do &tomo de oxigénio da porcdo enol-éter por um
grupamento  metilénico  (bioiséstero do oxigénio)® também torna o
composto inativo.

A instabilidade do estrigol e seus analogos em meio alcalino
também pode ser entendida através da proposta mostrada no Esquema
1. O ion hidréxido serve como um nucledfilo, ocorrendo a eliminacdo do
anel D. Esta reacdo degradativa vai desativar o composto. J& em
condicbes 4&cidas, esta quebra ocorre em menor grau.

Com todos estes resultados pode-se constatar que:

1) um estimulante de germinacdo em potencial deve ser capaz de sofrer
uma reacdo do tipo adicdo-eliminacdo com um grupamento
nucleofilico no sitio receptor, como mostrado no Esquema 1.

2) um modelo estrutural de estimulante (Figura 15) pode ser proposto.
Ele deve conter o grupamento R' que tenha um arranjo espacial

adequado e precisa conter um bom grupo abandonador L.



32

Figura 15 - Modelo estrutural para o esqueleto basico dos compostos
estimulantes de germinacdo de sementes.”

1.6 - SINTESES DO ESTRIGOL

Varias metodologias sdo descritas na literatura®® para a
construcdo da molécula de estrigol. A primeira abordagem sintética
reporta de 1976 e outras foram publicadas com melhorias desta original
proposta por Sih et al..** Nesta sintese, o autor utiliza como material de
partida o citral 28, que é precursor do intermediario chave 29 (Figura

16), que ja possui o sistema de trés anéis ABC, presentes no produto

natural.
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28 29a- R;=OH; Ry=H
29b- R;=H; R,=0OH

Figura 16 - Sintese de Sih e cols. para o estrigol.

Ap6s a obtencdo deste intermediario, a reacdo de formilacdo e
juncdo com o bromobutenolideo 32 da o estrigol 1 em um total de 9
etapas.

A abordagem classica para a sintese do estrigol ocorre com a
conversdo do intermediario do tipo 30 (Esquema 2) no derivado
hidroximetileno 31. Este, por sua vez reage com 0 composto
bromolactona 32, dando wuma mistura de 1 e numa relagéo

diastereoisomérica de 1:1.
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Esquema 2 - Sequéncia para obtencdo do estrigol a partir do intermediario
lacténico 30.

Como ja relatado, a influéncia da configuracdo no &tomo de
carbono C2' no anel D do estrigol possui influéncia na atividade
biolégica.™ Assim, h& trabalhos na literatura que mostram a sintese
assimeétrica do estrigol. Tais sinteses enfrentam um duplo problema: a
construgdo assimétrica da porcdo ABC e a juncdo do anel D de forma
também assimétrica, por isso aumentando o0 numero de etapas
significativamente.

No primeiro relato visando a estereosselecdo na sintese do
estrigol usou-se o indutor de Feringa 33 (Figura 17)* Um outro indutor
reportado na literatura e que € igualmente 0til na obtencdo do anel D,

esterosseletivamente, é mostrado também na Figura 17.%%
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Figura 17 - Indutor de Feninga com o sinton quiral (butenolideo)* e um outro
indutor de quiralidade usado em sintese assimétrica do estrigol.

Uma outra forma descrita para se obter os compostos

enantiomericamente puros € fazer a resolucdo dos intermediarios

usando CLAE em triacetato de celulose e posterior reagdo com o0 sinton

do anel D também enantiosseletivamente.***

1.7 - ATIVIDADE CETOTOXICA/ANTITUMORAL DAS LACTONAS

a,-INSATURADAS

E reportado que a presengca de um grupamento o-metileno-y-
lactona é essencial para um perfil citotoxico relevante entre as lactonas

sesquiterpénicas. A atividade biolégica é realcada pela presenca de
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outros grupamentos carbonilicos o,B-insaturados e também pelo
aumento do carater lipofilico da molécula.*

Uma grande quantidade de lactonas sesquiterpénicas citotoxicas
foram isoladas através de estudos visando a descoberta de agentes

antitumorais a partir de plantas.*®

Pode-se dizer-se que a maioria dos
sesquiterpenos conhecidos com atividade citotoxica sdo lactonas o,p
insaturadas e que a ligacdo o,p-etilénica €, em sua quase totalidade,
exociclica.

Um dos testes para a avaliacdo citotoxica das lactonas
sesquiterpénicas € a reacdo com cisteina. Em contraste a o-metileno-y-
butirolactonas, que reagem rapidamente com cisteina formando adutos
estaveis, as vy-lactonas o,B-insaturadas endociclicas reagem mais
lentamente com a cisteina e formam adutos instaveis.

Através dos testes bioldgicos e de modificacdo estrutural
demonstrou-se que a porcdo o-metileno-y-lactonas € o responsavel pela
potencial atividade. Observou-se também que compostos contendo
grupamentos hidroxila ou grupos O-acila adjacentes ao «-metileno da vy-

butirolactona aumentam a atividade perante a cisteina. A reatividade

parece ndo ser afetada quando os compostos estudados possuem juncgao

de lactonas cis ou trans.
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Estudos feitos com estes compostos mostraram que 0 aumento
da citoxidade ocorre com o aumento da lipofilicidade. Dos compostos em
que se observou atividade in vivo, notou-se que estes podem conter em
adicdo a porcdo o-metileno-y-lactona, uma porgdo o-metileno-d-lactona,
uma porcdo éster presente na cadeia lateral ou ainda uma hidroxila ou o

grupo O-acila adjacente ao CH, do grupo vy-lactona (Figura 18).
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Figura 18 - Estrutura de algumas lactonas sesquiterpénicas que apresentam
atividade citotdxica/antitumoral.
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Dois compostos com estruturas relacionadas ao estrigol foram
descritos, os diterpendides 42a e 42b (Figura 19), isolados de
Neouvaria acuminatissina (Mig.) Airy Shaw, possuindo atividade
inibitéria do crescimento de células de céancer do pulmdo humano (Lul).
Estes compostos possuem um esqueleto do tipo labdano contendo

oxigénio com um anel do tipo y-hidroxibutenolideo.”
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Figura 19 - Estrutura do 17-acetitacuminolideo 42a e acuminolideo 42b.

As  B-alcoxi-o-metileno-y,-butirolactonas  também  podem  ser
consideradas moléculas com potencial atividade antitumoral. Os
compostos 43a e 43b (Figura 20) mostraram significante citotoxidade
contra células Hela em um teste preliminar na avaliagdo da potencial

atividade anticancer de analogos do estrigol.*
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Figura 20 - Estrutura das p-alcoxi-a-metileno-y -butirolactonas 43a e 43b.

No levantamento bibliografico realizado ndo foram encontrados

outros estudo acerca da atividade citotoxica/antitumoral do estrigol e

seus anélogos.



CAPIiTULO 2 -OBJETIVOS

Levando-se em consideracdo a vasta pesquisa acerca do estrigol
e compostos correlatos, a busca de novos analogos constitui-se como
uma area promissora, jA que ainda ndo foram relatados compostos que
sejam viaveis para uso em condicdes de campo. Os dados disponiveis
indicam o0s requisitos estruturais minimos necessarios a um bom perfil
de atividade biolégica.**

O analogo GR24 (Figura 7, composto 12c, pag. 17) ¢é
considerado o composto que mais se aproxima ao perfil de atividade
biologica exibida pelo produto natural 1 (Figura 1, pag. 4), sendo usado

mundialmente como padrdo para os testes de germinacdo das diversas

espécies de Striga e Orobanche.™
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A partir do 6leo de sementes de Sassafraz (Ocotea pretiosa,
Benth) obtém-se em elevado rendimento (80%) o safrol 44 (Esquema
3). Pode-se destacar seu emprego na producdo de aditivos para liquidos
lubrificantes e composi¢des sinérgicas para inseticidas.

Devido a importancia econdmica deste alilbenzeno natural,
estudos vém sendo feitos no sentido de se disponibilizar outras fontes
vegetais para sua extracdo, principalmente de algumas espécies de
Piper, abundantes na regido amazonica.”

Varios exemplos na literatura®®* mostram a utilizacdo deste
produto natural na construcdo de moléculas mais complexas, de
interesse académico ou farmacolégico, aumentando seu valor agregado

(Esquema 3, compostos 45 e 46).

o
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Esquema 3 - Exemplos de obtencdo de moléculas complexas a partir do safrol.
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Em trabalho anteriormente desenvolvido) em nosso laboratorio
foram obtidos compostos do tipo 47 (Figura 21), derivados do nucleo
pirroloquinolina, que tiveram o safrol 44 como precursor em suas
sinteses. Estes derivados, devido as suas caracteristicas bis-eletrofilicas,

configuram-se como potenciais agentes antitumorais.*

<O
X=grupo abandonador
o NTX
= X
X

Figura 21 - Compostos do tipo piroloquinolinas, preparadas a partir do
safrol.”

A Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro tem por grande
vocagdo a pesquisa na area agrobioldgica. E na perspectiva de se realcar
tal aspecto, foi feita a proposta da sintese de um novo analogo
aromatico do estrigol (Esquema 4, composto 48).>* Esta molécula, pelas
semelhancas estruturais com o composto GR24 (Figura 7, pag.1l7), pode
ser considerado um potencial herbicida, o qual podera ser testado

posteriormente quanto a atividade germinatéria de espécies do género

Striga e Orobanche.
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Esquema 4 - Novo analogo aromatico 48 obtido a partir do safrol 44.

PropBe-se ainda neste trabalho, testar a atividade biolégica do
analogo 48, em um estudo preliminar de germinacdo de sementes®™ e o
rastreamento quanto ao perfil de atividade citotoxica e antitumoral.

Considerou-se também a proposicdo de um método analitico de

separagcdo diastereoisomérica dos epimeros em C2' do produto final

através de CLAE.*



CAPITULO 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - METODOLOGIA SINTETICA

A metodologia sintética proposta para a obtencdo do novo
anédlogo do estrigol 48 foi tracada com base na analise retrossintética
mostrada no Esquema 4 (pag. 47), tendo o safrol 44 como material de
partida.

Na andlise retrossintética mostrada vé-se que por desconexdo da
ligacdo C-O do éter de enol presente no produto final, evidencia-se
como seu precursor direto o enol 49, através de uma reacdo de O-

22,39b

alquilacao com um eletréfilo adequado (a bromolactona 32). Por

sua vez, por desconexdo da ligacdo dupla exociclica presente no



intermediario 49 chega-se a lactona 50, que fornece 49 através de uma
reacdo de homologacdo de uma unidade de carbono.”” A lactona 50
pode ser obtida a partir do intermediario 51, através de uma sequéncia
envolvendo interconversdo de grupos funcionais (IGF), seguida de
ciclizacdo. Por desconexdo da ligacdo carbono-carbono presente em 51,
coloca-se em evidéncia a indanona 52 como precursora deste ceto-éster
por homologacdo de duas unidades de carbono.®” O intermediario 52
pode ser obtido a partir do derivado estirénico através de uma reacdo de
ciclizagdo envolvendo a cadeia lateral, com concomitante homologacéo

58

de um atomo de carbono.”® Por sua vez, o produto natural 44 é o

precursor direto de 53, através de uma reac¢do envolvendo isomerizacdo
da ligacdo dupla.”
A bromolactona 32 é obtida pela reacdo de bromacdo alilica do

butenolideo  correspondente  com  N-bromosuccinimida.®
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Esquema 5: Andlise retrossintética para o analogo aromatico 48 a partir do
safrol 44.
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3.2 - OBTENCAO DO ISOSAFROL 53

A obtencdo deste primeiro intermediario proposto na analise
retrossintética, idealizada a partir do safrol 44 foi feita segundo
metodologia  originalmente  descrita  por  Kaiser® e utilizada
posteriormente por Lima.*® O safrol, mantido em um meio reacional
basico, é isomerizado ao produto 53, o qual é obtido na sua forma pura
apés destilagdo com excelente rendimento. Esta reacdo de isomerizagédo
¢ favorecida devido a extensdo de conjugacdo ocasionada pela
transposicéo da ligacdo dupla das posicdes A** para A*?.

Varios métodos foram reportados recentemente para a obtencao
do isosafrol 53. O interesse nesta molécula é grande devido a sua
utiidade em sinteses de compostos mais complexos. Encontra-se na
literatura a descricdo do uso de irradiacdo de microondas nesta reacao
de isomerizacdo, em sistemas com solventes ou em sua auséncia.®*® A
vantagem descrita para estes casos € a diminuicdo do tempo de reacdo
e possibilidade de uso em escalas maiores.

Outra alternativa disponivel para a isomerizacdo de 44 a 53

refere-se ao uso de supernucleotfilos, como o reagente Na,Fe(CO),, em

presenca de cloreto de cobre.*
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Neste trabalho optou-se pela metodologia classica, usando-se
KOH/n-butanol sob refluxo, que além de simples, fornece o produto

desejado com bons rendimentos (Esquema 6).

a. KOH, n-butanol, A, 6h; b. HCI 10%(v/v), 95%.

Esquema 6: Reagédo de isomerizagdo do safrol 44 catalisada por base.>

O produto isomerizado encontra-se em uma mistura de isémeros
cis-trans, e a quantificacdo foi feita através de cromatografia gasosa,
encontrando-se a relacdo de 20 e 80%, respectivamente para a
mistura.

Tal mistura foi também observada no espectro de RMN de 'H.
Para a atribuicAo dos sinais foi utilizada as técnicas bidimensionais de
HOMOCOSY e HETCOR (os espectros para o isosafrol encontram-se nas
pag.145 a 152). E os assinalamentos descritos na tabela 4 (pag. 100)
permitiram confirmar a estrutura do isosafrol 53.

A reacdo de isomerizacdo pode ser acompanhada por

espectroscopia no UV. O surgimento de um maximo de absorcéo
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adicional em 304 nm indica a migracdo da dupla ligacdo, com a

extensdo de conjugacdo do sistema de elétrons .

3.3 - OBTENCAO DA INDANONA 52

Como pode ser visto na analise retrossintética descrita (Esquema
5, pag. 47), uma vez obtido o isosafrol 53, a segunda etapa desta
consiste na obtencdo da indanona 52 (com formacdo do anel B do
esqueleto andlogo a molécula do estrigol).

Encontram-se na literatura trabalhos que descrevem a
construcdo de esqueletos do tipo indanona utilizando como produto de
partida compostos aromaticos com uma cadeia lateral insaturada na
posicdo 1,2, como ocorre no safrol 44. O Esquema 7 mostra a
alternativa classica, envolvendo a conversdo da dupla ligacdo alilica em
uma unidade etilcarboxila com subseqliente ciclizacdo em quatro etapas,
envolvendo uma acilagdo de Friedel-Crafts como etapa-chave.® Esta
alternativa ndo parece ser, para 0 caso presentemente estudado, um

método sintético atraente, devido ao grande numero de etapas e aos

baixos rendimentos relatados.
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Esquema 7: Reacdo de gonstrucdo do esqueleto do tipo indanona a partir do
substrato 54.

Uma provavel alternativa para obtencdo de intermediarios do
tipo indanona 56 foi testada por César em sua tese de mestrado,®
usando complexos do tipo m=-alilpaladio, que séo eletréfilos Uteis em
reacdes nucleofilicas intramoleculares.®” Contudo, os resultados obtidos

by

ndo foram aplicaveis a obtencdo do esqueleto do tipo indano (Esquema

8).
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Esquema 8: Tentativa de obtencdo do esqueleto do ind6a6n6nico 56 a partir do safrol
44, usando o complexo do tipo w-alilpaladio.
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Outra  alternativa interessante, descrita originalmente por
Witiak™® e posteriormente modificada e otimizada por Lima® foi a que se
mostrou mais adequada a presente estratégia e os fundamentos
teoricos da referida metodologia sera descrita a seguir.

A reacdo de Vielsmeyer-Haack® é utilizada para a introducdo de
uma unidade aldeidica em sistemas aromaticos através de uma reacao
de substituicdo eletrofilica aromética, usando o reagente formado pela

adicdo de POCI, a dimetilformamida (Esquema 9).

(CH,),;NCHO + POCI; — (CH,), N-C+HC|<—>(CH3)2N=CH
57

Esquema 9: Formacéo do intermediario de Vielsmeyer-Haack 57.%

Witiak realizou um estudo extensivo sobre estirenos substituidos,
objetivando a construgcdo do anel indanona usando o reagente de V.H.
Deste procedimento resulta o aminoindeno correspondente, que por
hidrolise basica da o composto desejado, como serd visto adiante.

A reacdo do estireno substituido 53 com o reativo de V.H. resulta
nos intermediarios 59-E e 59-Z (Esquema 10). Observou-se a
dependéncia da temperatura na obtencdo destes produtos.
Experimentos demonstraram que a reacdo mantida a temperaturas na
faixa de 50°C produzem o aldeido 60 (Esquema 10), ja que o

intermediario  preferencial, formado pelo controle cinético, tem
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configuracdo E e a ciclizacdo fica dificultada. Por isso, o autor conduziu
as reacdes sob aquecimento e assim obteve os produtos de ciclizacgéo,
pelo favorecimento do controle termodindmico (geometria Z no
intermediario 59). A temperaturas mais altas, na faixa de 100°C, o

aminoindeno 62 (Esquema 10) tem sua formagdo favorecida.



o A
+ +
<o . [:(CH3)2N-CHCI<——»(CH3)2N:%HC -
53

ﬁ:l

_~_ _CHN(CH -
0 (CH3)z . oooc 0
< H SETI
o/ CH3

58

l T < 100°C »e@
¢ v
0 .~ CHN(CH3),
T T g
0 CH3 <
E-59

o) CH3 <
E-6

o/
60
e
o)
Ay
0 H
(CH;)zN
62
NaOH,q
Y 0]
o]
{ CHs
0
52

Esquema 10: Esquema mostrando a formacdo da indanona
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O mecanismo para a formacdo do aminoindeno 62 envolve o
ataque eletrofilico do reagente de V.H. ao carbono [ do estireno
substituido, gerando um intermediario catiénico (63 ou 64, Esquema
11). A subsequente perda de um hidrogénio e formacdo do produto com
estereoquimica E ou Z (o qual cicliza) depende da temperatura do meio.
Do intermediario E, ap0s hidrélise obtém-se o aldeido correspondente
60 e do intermediario Z, apdés também a etapa e hidrdlise, obtém-se a
indanona 52 com 47% de rendimento. Estudos posteriores usando o
reativo de V.H. pré-aquecido (110-120° C) demonstaram ser este um
método valioso no aumento do rendimento desta reacdo (ordem de
70%), contrastando com o0 menor rendimento descrito originalmente por
Witiak.>®®**®  Neste trabalho utilizou-se esta metodologia, tendo-se

conseguido reproduzir os rendimentos otimizados.

r— Cl 7

| H

H AL Crs
»
%HN(CHa )3
L Cl
0O
L 63 LT _
E-59 Z-59

Esquema 11: Conformacdes dos intermediarios formados a partir da reagdo do
isosafrol 53 com o reativo de V.H. 57.
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A indanona 52 foi caracterizada pelas técnicas usuais de andlise.
Para o espectro de RMN 'H (pag. 154) nota-se o aparecimento de dois
duplos dubletos em 063,25 e 62,60 ppm, para os hidrogénios na posicao
trés, que apresentam acoplamento geminal (J=17 Hz) pela vizinhanca
ao novo centro assimétrico formado. O hidrogénio da posicdo dois é
assinalado como um mutipleto que esta coincidentemente na mesma
regido de um dos hidrogénios do carbono trés, e pode ser melhor
observado quanto ao seu deslocamento pela expansdo mostrada no
espectro da pag. 155. Observou-se a simplificagcdo dos sinais atribuidos
aos hidrogénios aromaticos para dois singletos em 67,07 e 66,78 ppm.
No espectro de RMN de *C (pag. 156) nota-se o aparecimento de um
sinal em 207,21 ppm, caracteristico de carbono carbonilico cetdnico.

Este intermediario 52 ¢é extremamente versétil, podendo ser

utiizado em outras estratégias sintéticas.**™

3.4 - OBTENCAO DO CETO-ESTER 51

Dando prosseguimento a estratégia de sintese do novo analogo
proposto, uma das etapas-chave é a obtencdo do ceto-éster 51

(Esquema 5, péag. 47).
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Uma das formas usuais de formacdo de ligagdo carbono-carbono
utiliza a quimica de enolatos.”" A relativa acidez de hidrogénio na
posicdo o a uma carbonila € explorada para a inser¢do de uma nova
unidade carbbdnica, ao se tratar o composto com uma base e
subsequente adicdo de um eletrofilo.

A acidez do hidrogénio o a carbonila varia de acordo com a
substituicdo do carbono o. Grupamentos doadores de elétrons diminuem
significativamente esta acidez, e para cada tipo de sistema a forca da
base deve ser considerada, para que se consiga deslocar o equilibrio
para formagdo do enolato. Diversos tipos de base podem ser utilizadas e
sdo classificadas segundo sua forga, tendo-se, por exemplo, como bases
fortes o t-BuOK e LDA, entre outras. Estas duas bases oferecem a
vantagem de serem impedidas estericamente e por isso agirem como
nucledfilos fracos, evitando assim a formacdo de sub-produtos.”” Os

hidretos  metélicos (NaH, KH) mostram-se também  bastante

versateis.”®"™

Como é extremamente Util, a quimica de enolatos é bastante
estudada acerca dos fatores que influenciam na sua reatividade.” Deve-
se notar que estas reacdes exigem condicBes anidras, ja que a agua é

um &cido mais forte que o grupamento metilénico ativado e pode
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protonar o carbanion formado deslocando o equilibrio para o sentido dos
reagentes.

Para a enolizacdo da indanona 52, inicialmente usou-se o
disopropilamideto de litio (LDA), preparado a partir de n-BuLi e DIPA em
THF sob condicdes anidras, atmosfera inerte e baixa temperatura.
Porém, os resultados obtidos inicialmente ndo foram positivos, e apdés
varias tentativas, sO0 foi obtido o produto alquilado, o ceto-éster 51,
modificando-se o experimental proposto’® com o aumento do tempo
reacional para 24 hs.” Mas os rendimentos ndo foram satisfatorios,
permanecendo na faixa de 40%.

Com isso, ap6s pesquisa na literatura® ™"

propds-se 0 uso de
NaH como base tendo DMF como solvente, a temperatura de 65° C de
aquecimento, em 21 horas de reagdo. Obteve-se entdo o ceto-éster 51
em melhores rendimentos, na ordem de 70%, apéds purificacdo em
coluna flash.

H&4 de ser notado a vantagem da diminuicdo do trabalho de
manipulacdo da base, ja que o LDA deve ser recém-preparado, titulado

e a reacdo deve ocorrer a baixa temperatura, Pelo maior ndmero de

manipulacbes, € mais susceptivel a contaminacdo por umidade.
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Apés a formacdo do enolato, a C-alquilagdo com o-bromoacetato
de etila permitiu a introducdo do grupamento metilenocarboxietil,

gerando o ceto-éster 51 (Esquema 12).

-
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a. NaH, DMF, 65°C, 1 hora, T.A,; b. BrCH,CO,CH,CH,, 1 dia, 65%.

Esquema 12: Reagdo de alquilagdo na obtencdo do ceto-éster 51.

O intermediario 51 pbde ser caracterizado por espectroscopia no
IV (Espectro 14, pag. 158) pelo aparecimento de uma segunda banda
de absorcdo em 1730cm™, referente a carbonila do grupamento éster
adicionado.

Ja para o espectro de hidrogénio (pag. 159 e 160) foi observado
dois dubletos, além dos ja existentes para o anel indano, na regido de
02,75 e 62,57 ppm, com J..ina~16 Hz e o desaparecimento do

assinalamento do H_,, pela formagdo centro quaternario na posi¢cdo dois.



O grupamento carboxietil pdde ser observado pelo quarteto em 64,0
ppm e o tripleto em 81,11 ppm. O assinalamento para o carbono em

6171 ppm (Espectro 17, pag. 161) confirma a presenca da carbonila do

grupamento  éster.

3.5 - OBTENCAO DA LACTONA 50

Ap6s a introducdo da unidade metilenocarboxietil, o préximo
passo da estratégia sintética proposta consistiu na construcdo de um
anel lactonico, correspondente a subunidade C do esqueleto basico do
estrigol (analise retrossintética, esquema 5, pag. 47).

Inicialmente a obtencdo deste anel foi proposta em duas etapas,®
sendo a primeira etapa a reducdo seletiva da carbonila cetbnica com
NaBH, em etanol e a segunda etapa a hidrdlise do éster em meio bésico,
usando THF como solvente e refluxo, com posterior acidificacdo. Tal
método gera como unico produto a lactona 50 desejada, porém ha a
desvantagem da insercdo de uma etapa adicional na rota sintética, com
consequente diminuicdo do rendimento global da reacdo ceto-éster

lactona, que fica na faixa de 50%.
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Pela consulta a literatura disponivel,”® propds-se a reacdo de
obtencdo da lactona em uma sé etapa a partir do ceto-éster 51. Foi
feita a hidrélise da porcdo éster do composto 51 em meio basico, com
subsequente reacdo de reducdo da carbonila cetonica com NaBH, e
posterior acidificacdo, sendo todas estas reacdes executadas one-pot. O
rendimento para esta transformagédo ficou em torno de 80%. Observou-
se que somente uma pequena quantidade de lactona é formada logo
apés a acidificagdo da mistura reacional. Por isso aumentou-se o tempo
apés a adicdo de &cido. A lactona foi obtida com alto grau de pureza e
ndo necessitou de nenhum método de purificacdo adicional.

Outros tipos de agentes redutores que promovem a IGF de
sistemas semelhantes ao aqui estudado podem ser usados.

Sdo relatados a hidrogenacédo catalitica com Pd/C* ou a utilizacdo
de hidreto de diisobutilaluminio.®® Porém os melhores resultados séo
obtidos com uso de NaBH,.

Quando da formacdo do A&lcool-éster, este muitas vezes
lactonizava espontaneamente. Este dado é um indicio de que o anel

39b

lactdnico possui fusdo cis com o anel ciclopentano. Posterior estudo

de nOe evidenciou a juncdo cis ja esperada.
A primeira etapa para a formacdo do produto 50 ocorre com a

reducdo de grupamento -carbonilico a hidroxila, tendo a configuragdo
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trans como principal isémero. House et al.”” sugerem que esta
estereoquimica relativa ocorre preferencialmente por causa da

assisténcia do anion carboxilato na transferéncia de hidreto,

ocasionando a orientacdo deste para 0 mesmo lado em que se encontra
a porgdo [P-éster. Assim, o produto mais estavel formado possui
estereoquimica relativa trans, mantendo a estereoquimica do estado de

transicdo.*

A segunda etapa ocorre com a lactonizagcdo A lactona 50 com

7

estereoquimica relativa trans € formada através de um mecanismo
intramolecular do tipo AAl, no qual ocorre a substituicdo nucleofilica da
hidroxila protonada pelo oxigénio carboxilico, resultando na cis-anelagédo

exclusivamente (Esquema 13). Ja o alcool com estereoquimica relativa

cis lactoniza espontaneamente.
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Esquema 13: Proposta de mecanismo para a lactonizagdo do ceto-éster 51.%

Ha descrito na literatura® um experimento que justifica este
mecanismo: a exposicdo do anel lactonico com juncdo cis de um sistema
semelhante ao aqui descrito, a lactona 71, em NaOH aquoso, seguida
da acidificacdo da mistura a pH 3-4 provoca a abertura do anel
resultando  somente no  trans-hidréxi-alcool 70  correspondente

(Esquema 14).
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Esquema 14: Reacio de abertura da lactona 71, dando somente o produto trans.

Os dados espectroscopicos confirmaram a formacdo da lactona
50. O espectro no IV (padg. 163) mostra uma banda de absorcdo em
1761cm™, caracteristico de carbonila lactonica. J& no espectro de RMN
de 1H (pag. 164) aparecem dois pares de dubletos na regido de 62,99-
2,76 ppm e 062,63-2,43 ppm, pertencentes ao hidrogénios metilénicos
diastereotOpicos nas posicbes a ao centro quaternario (carbono 3a) da
juncdo dos dois anéis de cinco membros. No espectro de “*C (pag. 165)
observa-se o aparecimento de um sinal em 6176,30 ppm para o carbono
carbonilico da lactona, com o concomitante desaparecimento dos dois

sinais de carbonos carbonilicos presentes no ceto-éster 51.
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3.6 - OBTENCAO DO ENOL 49

Carbonilas de ésteres carboxilicos sdo um dos grupamentos
ativantes mais importantes em sintese organica, no que diz respeito a
quimica de enolatos.™

Mais uma vez usando a reatividade de um metileno em porgcédo o
a um grupamento carbonila para a formacdo de ligacdo carbono-
carbono, obteve-se o0 enol 49, a partir da reacdo de enolizacdo da
lactona 50 usando-se como base t-BuOK em THF, seguida da adicdo de
formiato de etila, como mostra o esquema 15. O produto de formilacdo
foi obtido com rendimentos na faixa de 60% em alto grau de pureza.

Compostos B-dicarbonilicos possuem normalmente duas formas
de equilibrio tautoméricas (estruturas 73 e 49 do Esquema 15). A
porcentagem da forma enodlica nestes compostos é elevada devido a

extensdo de conjugacdo do sistema de elétrons n e pela formacdo de

ligagdo  hidrogénio intramolecular.®
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a. t-BuOK, THF, 25°C, 1h; b. HCO,CH,CH,, 2 dias; c. HCI 10%; 65%.

Esquema 15 - Formacdo do produto de formilagdo da lactona 50.

Observando-se o espectro no IV (pag. 167) do produto obtido,
pode-se sugerir que h& as duas formas tautbmeras presentes no
equilibrio, para o composto em estado solido. H& uma banda de
absorcdo larga em 3404 cm?, mas ndo se pode predizer se tal

assinalamento confirma a formacéao de ligagao hidrogénio
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intramolecular. Uma banda de absorcdo em 2722 cm™ da indicio da
presenca de carbonila aldeidica, porém s6 se tem uma banda de
absorcdo em 1706 cm™ que é atribuida & carbonila lacténica. A banda
de absorcdo intensa em 168lcm™ é caracteristica para a dupla C=C da
porcdo endlica.

O enol 49 possui solubilidade muito baixa em CHCI,, ainda assim
conseguiu-se realizar um espectro de RMN de 'H para observar os
assinalamentos do hidrogénio vinilico e da hidroxila neste solvente,®
contudo, melhores espectros foram obtidos dissolvendo-se a amostra
em DMSO-d,.

Para a amostra pura esperava-se encontrar, em um solvente que
ndo favorece o equilibrio para a forma endlica, como o CDCI,, tragos da
porcdo aldeidica (sinal para o hidrogénio aldeidicc, em torno de &9 ppm).
Porém, somente com espectros da amostra impura isso foi possivel de
se detectar, mas n&o poder-se-ia afirmar, sem ambiguidade, este
assinalamento. E ainda esta vez ndo se conseguiu observar as duas
formas  tautoméricas.*

Fez-se a tentativa de obter-se os espectros de 'H e C em
acetona. Embora que para o espectro de C tenha sido observado o
aparecimento de um sinal em 6206 ppm, caracteristico do carbono

carbonilico de aldeido, ndo foi observado o sinal na regido de 6170 ppm
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para a carbonila de éster. No espectro de RMN de 'H os sinais em §9,86
e 07,55 ppm sugerem o assinalamento para a forma aldeidica 73.
Neste, ndo ha nenhum assinalamento para a hidroxila. Devido a estes
resultados serem pouco conclusivos, tais dados ndo foram considerados.

Os espectros de 'H e C, bem como os dos experimentos
bidimensionais (HOMOCOSY e HETCOR) realizados em DMSO-d;
mostram o composto na sua forma enodlica. O assinalamento em 611,28
ppm do espectro de 'H (pag. 168) foi atribuido ao hidrogénio hidroxilico,
e este deslocamento sugere a formacdo de ligagdo hidrogénio. E
interessante notar neste espectro o acoplamento entre o0s hidrogénios
em 611,28 e 67,44 ppm com J=5,96 Hz, o que sugere a formacao de
ligagdo hidrogénio intramolecular.

Poder-se-ia pensar na formacdo de ligacdo hidrogénio com o
solvente, porém um experimento realizado fazendo-se quatro diluigdes
da amostra para a ressonancia de 'H, observou-se que o assinalamento
atribuido a hidroxila ndo mudava de posicdo. Com este dado, pbde-se
afirmar que o composto 49 possui a forma endlica com formacdo de

ligacdo hidrogénio, como mostrado na figura a seguir.
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Figura 22 - Tautomerismo ceto-enélico da porcdo B-dicarbonilica para os
intermediarios 49 e 73.

Uma questdo intrigante foi a proposicdo para a estereoquimica Z
da ligacdo dupla endlica. Quando da reacdo de formilacdo, para a forma
aldeidica, as duas carbonilas deveriam estar o mais distanciadas
possivel devido a repulsdo eletronica,®® ou seja, em conformacdo anti.
Para a formacdo do tautbmero endlico, pensar-se-ia na estereoquimica E
preferencialmente. E como a rotacdo livre da ligacdo dupla ndo é
possibilitada, ndo € usual imaginar-se a conversdo das formas E da
forma aldeidica para a forma Z do enol. Um dado da literatura® aponta
que este mecanismo de interconversdo deve ser feito via formacgédo de
um anion pela troca rapida de hidrogénio, possivelmente catalisada por
tracos de acido ou de base (Esquema 16). Neste caso a ligacdo com
carater parcial de dupla facilitaria a rotacdo para a formacdo do isémero

Z.
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Esquema 16 - Possivel mecanismo para a interconversdo tautomérica do
composto 49 com formacdo de ligacdo hidrogénio.®

Para obtencdo de mais dados que corroborassem 0s
anteriormente descritos, foi feito um estudo preliminar de modelagem
molecular para o composto 49 na forma aldeidica e na forma endlica,
usando o pacote MOPAC 150, fazendo-se uso do Halmitoniano PM, por
ser melhor parametrizado em estudos de ligacdo hidrogénio® e a
palavra chave EF HESS como fator de acurécia.

Todos os célculos foram realizados fazendo-se rotacdes de 20
graus ao angulo diedro ¢, (figura 22), tomando-se o cuidado de
considerar as energias obtidas somente quando o gradiente fosse menor
que O0,1.

Numa tentativa de se obter a barreira de energia nas

conformagbes 49 e 73, onde a ligacdo hidrogénio € formada com o
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oxigénio da carbonila, elaborou-se os graficos de energia das formas
tautoméricas do composto 49 (graficos 1 e 2) e a tabela 2 mostra os
valores das energias em funcdo do angulo diedro ¢,.” Observando-se
estes graficos pode-se ver que as conformacdes propostas para o
aldeido 73 (maior distanciamento possivel para as carbonilas) e o enol
49 (hidroxila com formacdo de ligacdo hidrogénio com a carbonila

lactbnica) estdo condizentes.



Forma aldeidica713

-150

-151

-152

-153 4

-154 1

-155 4

-156 1

-157

Calor de formacao (kcal/mol)

-158

-159 4

-160 - :
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Angulo diedro (graus)

Grafico 1 - Grafico de energia versus angulo diedro ¢, do tautémero 723.
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Grafico 2 - Grafico de energia versus angulo diedro ¢: do tautdmero 49.

72



73

Tabela 2 - Variacdo do calor de formagao com angulo diedro ¢; do
intermediario na forma aldeidica Z3 e ra forma endlica 49.

Angulo Calor de formacao
&1 (kcal/mol)
Aldeido 73 Encl 49
0 -157,1607 -158,6051
20 -156,8269 -157,0902
40 -156,6739 | -152,4903
60 -156,7140 -144,6126
80 -156,7402 -133,8147
100 -158,1449 -120,9094
120 -158,6339 | -72,564760
140 -158,9116 -149,8745
160 -158,7187 -155,1767
180 -158,1690 -158,6758
200 -157,5179 -156,0142
220 -156,7845 -150,4084
240 -152,2821 -141,2758
260 -155,8658 -129,2550
280 -156,0103 -115,0100
300 -156,5531 -99,7324
320 -157,0329 -152,4945
340 -157,3258 | -157,1240
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Tabela 3 - Valores de calor de formagdo obtidos por modelagem molecular.

Calor de formacao Gnorm

(kcal/mol)
Enol 49 com ligagdo hidrogénio -158,60542 0,08955
Aldeido 73 -158,92508 0,0523
Enol 49 sem ligacdo hidrogénio -153,49941 0,05897
Enol 49a com ligagdo hidrogénio -141,17299 0,00950

Usando palavra chave EF HESS=1

A partir destes calculos teoricos observa-se que as duas formas
tautoméricas possuem calor de formacdo bastante proximos, diferindo
somente de 0,32 kcal/mol (tabela 3). Com isso, conclui-se que ambas
as formas contribuem igualmente para o equilibrio ceto-endlico.

Na busca da confirmacdo da geometria Z proposta, foi feito o
calculo tedrico para o calor de formacdo do enol sem ligagdo hidrogénio.
Constatou-se que tal conformacdo possui menor estabilidade que o
composto com ligacdo hidrogénio intramolecular. Com este dado, pode-
se sugerir com maior precisdo a estereoquimica Z para a forma endlica.

Uma terceira forma tautomérica, em que a ligacdo dupla endlica
estd deslocalizada para a porgcdo lactbnica, foi avaliada quanto a sua
estabilidade para a contribuicdo do tautomerismo ceto-endlico do
composto 49. De acordo com o calculo tedrico, e pela predicdo de que o

tautomerismo endlico em compostos do tipo ésteres € pequeno, foi
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encontrado um valor de calor de formagdo mais alto para esta forma

(Figura 23, estrutura 49a).

o (o) O~ O,

H
49a

Figura 23 - Possibilidade de tautomerismo ceto-endlico para a porgéo
lactbnica do intermediario 49.

Embora haja vasta literatura para a construcdo de esqueletos de
analogos ao estrigol, ndo sdo descritos dados relacionados para o

tautomerismo em sistemas semelhantes.

3.7 - PREPARACAO DO BROMOBUTENOLIDEO 32

Pela andlise retrossintética proposta (Esquema 5, pag. 47), vé-se
a formacdo do andlogo 48 a partir da juncdo do enol 49 com uma
porcdo lactonica que representa o anel D. Para tal intento faz-se

necessario um composto com caracteristicas eletrofilicas para a reacdo
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de acoplamento da por¢do ABC com o anel D. Por isso foi realizada a
reacdo de bromacdo alilica do butenolideo 74, para que tal
funcionalizagcdo permitisse que esse composto agisse como um agente
alquilante.

O método usual de bromacdo alilica envolve a utilizacdo de NBS
e um iniciador radicalar, como o perdxido de benzoila. A bromagcéo

% Como se trata

alilica se da exclusivamente no grupamento metilénico.’
de uma reacdo radicalar, a formacdo do radical 75 na posicdo metilénica
¢ favorecida devido a possibilidade de formacdo de um intermediario

reativo aromatico, o que ndo ocorre com a formacdo do radical na

metila alilica (Esquema 17).

o
CH;
Q| CHy : CH3
HT/>
H‘)o
o L 75 N

OH

Esquema 17 - Proposta mecanistica para a formacdo do radical 75 aromatico
na reacdo de formacdo do bromobutenolideo 32.
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Neste trabalho utilizou-se o butenolideo obtido comercialmente
(Aldrich  Chemical Company, Inc.), h& porém na literatura metodologias
para a sua sintese. Johnson et al.?® propuseram uma sintese pratica do
butenolideo 74 a partir do acetato de vinila e do piruvato de etila na

presenca de tetracloreto de titanio seguido da ciclizagdo (Esquema 18).

_OH
M g —cZ_
H;CCO,—CH + (|:o i c| | ~CHs
2 — \cu CO,C,Hs
CO,CoH5 CH.CO,”
ii
i- TiCl, CH3
ji- EtOH-HCI, H,0 E‘L
o

Esquema 18 - Metodologia sintética proposta por Johnson et al. para a
obtencdo do butenolideo 74.

Outra forma de obtencdo para o composto 74 vem da reagdo de

bromacdo e debromacdo da o-metil-y-butirolactona 76 (Esquema 19).%°

0 (o) ‘
( Z/ 1)Br,,P o -0
—_—

2) -HBr —
CH3 CH3

7A 74

Esquema 19 - Obtencdo do butenolideo partir da a-metil-y-butirolactona.”
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Mangnus et al.°” sugeriram uma rota sintética para o
bromobutenolideo 32 partindo-se do o-bromopropionato de etila
(Esquema 20). Ocorre na primeira etapa a substituicAio do bromo por
um grupamento tiofenil. Este éster € entdo desprotonado com LDA e
tratado com oxirano. Posterior acidificacdo do meio resulta no 4-hidroxi-
2-(tiofenil)-butanoato, que sofre lactonizacdo espontanea dando a
lactona 78. A oxidacdo do atomo de enxofre em 78 ao correspondente
sulféxido 79 e subsequente eliminacdo do &cido fenilsufénico por

termodlise resulta no bromobutenolideo 32.

o o
13 COOEt H3 COOEt 5 o o
C
—2 » —_—> —»
Br SPh SPh S(0)P!I
H3C H3C
2z 78 79

d
Br o o
CH3

32

a- PhSNa, EtOH b- 1- LDA/THF,2- oxirano,3- H*Y c- NalO,4, MeOH/H,0, d- NBS, CCl,

Esquema 20 - Obtencdo do bromobutenolideo 32 proposta por Mangnus et
a|.57
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A reacdo de bromacdo deve ser feita sobre pequenas
guantidades, porque este produto degrada facilmente quando estocado.

Pelo espectro no IV (pag. 174), observou-se uma banda de
absorcdo em 674 cm™, caracteristica de produtos bromados. Em 1781
cm: e 1653 cm®, ha o aparecimento de duas bandas de absorcéo
atribuidas a carbonila e a ligacdo dupla carbono-carbono,
respectivamente. No espectro de RMN'H pag. 175) observa-se o
assinalamento para os trés hidrogénios, todos acoplando entre si,
comportamento caracteristico de anéis heterocicicos insaturados com

atomo de oxigénios.*

66,81ppm
(‘ — (8\1,97ppm
5§7,17ppm CH3
32

Figura 24 - Atribuicbes de RMN ‘H para o bromobutenolideo 32.
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3.8 - PREPARACAO DA ANALOGO AROMATICO DO ESTRIGOL 48

Através de uma reacdo de O-alquilagdo, utilizando-se t-butoxido
de potéssio como base e o bromobutenolideo 32 recém preparado como
agente alquilante, obtém-se o analogo 48 a partir do enol 49, com
rendimento de 50%, como uma mistura de epimeros em C2' (Esquema

21).

o =
Lo+ .00
CH3H Br (o] (o)

49 a8 =

a. +-BuOK, THF, bromobutenolideo 32, 25°C, 2 dias

Esquema 21 - Obtencdo do novo andlogo aromatico 48.

O composto 48 possui 0s quatro anéis presentes no analogo
GR24 e adicionalmente um grupamento metila na posicdo 3a e uma
ponte metilenodioxi nas posicdes 6,7.

O espectro no IV (pag. 176) mostra duas bandas de absorcao
para as carbonilas lactdnicas. O valor em 1783 cm™ pode ser atribuido a

carbonila do anel D.
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No composto natural 1 (Figura 1, pag. 4), é encontrado a
geometria E para a ligacdo dupla exociclica. O assinalamento do
hidrogénio na porcdo enol-éter neste composto esta em 87,42 ppm,
posicionamento em uma regido mais baixa devido ao efeito do cone de
desprotecdo oferecido pela anisotropia da carbonila lactbnica na posicao
2. Cassady et al.”® fizeram o estudo dos valores de assinalamento para
o hidrogénio nas geometrias E e Z da ligacdo dupla exociclica de um
sistema semelhante ao estrigol. Para a geometria Z o valor do
deslocamento fica em torno de 66,8 ppm.

Uma forma usada na literatura de se confirmar a geometria da
ligacdo dupla enol-éter presentes nos analogos do estrigol é a

20,28

comparacdo do deslocamento quimico deste hidrogénio. Para o
analogo 48 presentemente sintetizado, fez-se tal comparacdo e pode se
confirmar a configuragdo E esperada. Tal estereoquimica ocorre devido a
possibilidade do maior distanciamento dos dois atomos de oxigénio.*’

Como foi afirmado que a ligacdo dupla enol-éter do composto 49
possuia estereoquimica Z (com a formacdo de ligacdo hidrogénio),
averiguou-se a mecanistica para a formacdo da estereoquimica presente
no analogo 48.

Estudos de modelagem molecular dos possiveis enolatos

formados a partir do tratamento do enol com base (Esquema 22)
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apontaram o enolato 49b (calor de formacdo de -201,20818 kcal/mol),
como o composto mais estavel. A inversdo da configuracdo pode ser
explicada supondo-se que, ao adicionar uma base, a formacdo da
ligacdo simples entre o carbono do anel lactbnico e o carbono da porcéo
exociclica permite a livre rotacdo com a possibilidade de se chegar a
uma conformacdo mais estdvel, em que o0 oxigénio carregado
negativamente estd em posicdo anti a carbonila lactonica do anel C.
Como o enolato mais estavel assume estereoquimica E, o produto de
alquilacdo também a possuird.*® Os valores para o calor de formacao
confirmam esta proposi¢cdo, onde o enolato com estereoquimica Z possui
calor de formagdo de -197,82390 kcal/mol, um valor adicional de 3,38

kcal/mol em relagdo ao enolato com estereoquimica E.

(o) repulsdo de
0 o ) o _) nivens dee
B
—_—
OH
H H
49a

%
*5%,..5

49b

Esquema 22 - Proposta de mecanismo para a formacdo dos enolatos 49a e
49b.
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N&o foi possivel obter-se o espectro de massas do analogo 48
usando-se a técnica de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro
de massas, ja que a amostra se apresentou instavel frente as condi¢des
de andlise. A técnica da insercdo direta da amostra possibilitou a
obtencdo do espectro de alta resolucdo. Como relatado por Cook et al., °
a fragmentacdo principal resulta na quebra da ligagdo do enol-éter com
o anel butenolideo, sendo esta fragmentacdo responsavel pelo pico
base, o que também foi observado no caso do novo analogo 48

(Esquema 23).

-+

~
-

H
) CHsz
Sy
M* 356 (39) C
m/z 97 (100)

<0
5 o
0]
. o 0O m/z 259 (15)
H3 (:r
CH;3
0 o

Ve

CH3

Esquema 23 - Fragmentacdo do anélogo 48 para formacdo do pico base
(m/z 97).
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A quantificacdo dos epimeros em C2' formados foi feita através
de analise em CLAE da mistura reacional bruta, obtendo-se uma relacao
diastereoisomérica de 1:1.

A seguir € mostrado o esquema geral desenvolvido para a

obtencdo do novo analogo aroméatico do estrigol 48.
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o O AN
{ I . IO e,
o o
44 53
o) o)
o o)
coud CH3 e
< CHz —> _CO,C3Hs
o o
52 51

a. KOH, n-butanol, A, 6h; 95% b. POCIl;, DMF, 0° C, entdo 110°C, isosafrol 53,
110°C, 3h, OH, 1 noite; 70% c. LDA, THF, -78°C, BrCH,CO,CH,CHj3, -78 —» 20°C,
1 dia; 45% d. NaH, DMF, 65°C, 1 dia; 65% e. NaOH/H;0, 3h, 25°C, NaBH,, 2
dias, H*, 1 noite; 80% f. t-BuOK, THF, 25°C, 1h, HCO,CH,CH;, 2 dias; 60% g. -
BuOK, THF, bromobutenolideo 32, 25°C, 2 dias; 50%.

Esquema 24 - Seqiiéncia sintética desenvolvida para a obtencdo do novo
analogo aromatico do estrigol 48.
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3.9 - SEPARACAO DOS EPINEROS DE 48%

Encontra-se na literatura relatos sobre a atividade biologica de
moléculas com o esqueleto béasico do estrigol, mostrando que a mesma
esta relacionada intrinsecamente & estereoquimica do composto. Assim,
apesar de se tratar de uma sintese racémica, a investigacdo acerca da
separacdo dos epimeros é relevante, principalmente porque ao se tracar
uma estratégia assimétrica, tais problemas ja se encontrariam
solucionados.

Os epimeros formados na Ultima etapa da rota sintética possuem
valores de Rf em CCF muito proximos. Por isso ndo foi possivel a sua
separacdo por coluna cromatografica ou por CCP. A técnica de
recristalizacdo também ndo mostrou-se eficiente. O uso de CLAE
semipreparativa foi entdo proposto.

Inicialmente testou-se a o wuso de colunas analiticas de fase
reversa (C, e C,) e sistema isocratico de eluicdo como fase movel
MeOH/agua e CH,CN/agua. Porém tal metodologia n&o mostrou-se
eficiente na separacdo dos diastereoisomeros (Cromatogramas 1 e 2,
pags. 196 e 197).

A outra alternativa proposta foi o uso de coluna analitica de fase

normal (silica) com gradiente de eluicdo, utilizando como fase movel
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mistura de hexano-acetato de etila. Ap6s o acerto das condicbes em
coluna analitica para as analises quali e quantitativas, foi realizada a
separacdo em coluna semipreparativa.

O método mostrou-se eficiente na separacdo dos dois epimeros
do analogo 48.°° O diastereoisbmero de menor tempo de retencdo foi
denominado DI e o de maior tempo de retencdo de DII.

Neste estadgio nao foi possivel a realizacdo da atribuicdo da

estereoquimica relativa em C2' para cada diastereoisémero.

3.10 - TESTE DA ESTABILIDADE DO ANALOGO 48 EM SOLUCAO

AQUOSA

Um dos ensaios bioldgicos foi feito utilizando solucdo aquosa do
anélogo solubilizado em acetona. Para avaliar a sua estabilidade nestas
condi¢cdes foram realizados anélises de CLAE e de UV das amostras
estocadas durante 15 e 120 dias.

A partir da comparagdo dos espectros de UV e dos
cromatogramas obtidos para tais amostras, com 0S mesmos de

amostras ndo submetidas a solucdo aquosa e preparadas recentemente,



pbde-se observar que o analogo 48 comportou-se bem neste meio, nao
sofrendo nenhum processo de degradacao.

Nos cromatogramas somente haviam dois picos correspondentes
aos epimeros do analogo 48 e pela analise dos espectros de UV,

observou-se que os valores de A.s (€ &€mhs) Permaneceram inalterados.

3.11 - OBTENCAO DOS DERIVADOS ALQUILICOS DE 49

Para verificar a estereoquimica da ligacdo dupla da porgcdo enol-
éter presente no produto final, foi feita a alquilacdo do enol 49 com
CH,l. Esta reacdo mostrou-se ser altamente seletiva para o isdmero
desejado E (observado pelo deslocamento do hidrogénio da ligacéo
dupla enol éter), sendo este o Unico produto detectado.”*® Fez-se a
tentativa de irradiar a metoxila presente neste composto, porém o
experimento de nOe n&o foi conclusivo acerca do posicionamento desta.

Para se confirmar a juncdo dos anéis B e C foi irradiado o
hidrogénio em 3b, notando-se um nOe na metila em 10 de 7%
(Espectro 46, pag. 190), confirmando a juncdo esperada cis (Figura 25).

Os hidrogénios o e [ diastereotépicos no carbono 4 foram

diferenciados irradiando-se a metila 10. Para o dubleto em 62,92 ppm
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foi caracterizado o H, (nOe de 3%) e para o dubleto em 83,35 ppm foi

atribuido ao Hg.

Figura 25 - Experimento de nOe para o derivado alquilico 80.

O composto enol etilado 81, obtido a partir da alquilacdo do enol
com iodeto de etila foi sintetizado visando analisar a sua atividade

citotoxica.

3.12 - RESULTADOS DOS TESTES BIOLOGICOS

3.12.1 - ENSAIOS DE GERMINACAO COM SEMENTES DE Lactuca

Sativa, L.

Este teste preliminar serviu para ter-se um perfil da atuagdo do
novo analogo aromético do estrigol 48 no estimulo a germinacdo de

sementes. E reportado que sementes de alface também possuem um



90

tempo de dorméncia e por isso esta espécie pode dar um bom prenincio
da atividade da molécula estudada.”*

Para os dois ensaios realizados com o analogo 48 foram usados
a acetona como solvente para solubilizacdo em agua, visto este solvente
ser o que menos influencia na atividade.*

O ensaio B foi feito com solugdes armazenadas em uma semana.
Pode-se notar que os resultados obtidos para este ensaio apresentam %
menores de germinac¢do, o que poderia indicar o inicio da decomposicao
do composto 48 em solucdo aquosa, porém tal hipétese foi descartada
devido aos resultados dos testes de hidrolise analisados por CLAE. Os
tratamentos dois e trés, que receberam somente acetona e agua,
apresentaram a menor porcentagem de germinacdo (como pode ser
visto nos graficos a seguir), o que sugere uma interferéncia da acetona
no processo de germinacdo. Apesar disso, os dados obtidos indicam que
0 novo analogo 48 parece suplantar o efeito nocivo da acetona, ja que
0S ensaios quatro e cinco apresentam maior porcentagem de
germinacdo. Este conjunto de dados demonstram a potencial atividade
desta molécula na estimulagcdo de germinacado de sementes.

Pelos graficos mostrados a seguir pode-se ver a maior

porcentagem de germinacdo quando o analogo 48 estava presente

(ensaios quatro e cinco para os dois experimentos;).
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3.12.2 - ENSAIOS DE LETALIDADE SOBRE Artemia Salina, Leach.

Os novo analogo 48 e os intermediarios lactona 50, enol 49 e
enol etilado 81 foram submetidos ao bioensaio de avaliagcdo da
letalidade sobre larvas de Artemia salina, Leach.®® Trata-se de um
bioensaio de baixo custo, e que por ndo exigir técnicas assépticas tem o
seu uso extremamente difundido, principalmente na area de quimica de
produtos naturais, sendo que encontra-se também exemplos de sua
utilizagdo na avaliacdo preliminar de substancias de origem sintética e
semi-sintética.®**® Uma andlise comparativa dos resultados descritos na
literatura sobre a avaliacdo da atividade biolégica de inumeras
substancias submetidas a bioensaios tanto com o modelo Artemia salina
e também sobre linhagens de células tumorais humanas, mostra, em
muitos casos, uma correlacdo positiva entre os dois testes,’* sendo
porém que muitas vezes tal correlagdo ndo sucede, tendo moléculas
que podem ser antitumorais, porém ndo citotoxicas.

As lactonas «,B-insaturadas geralmente possuem atividade

citotéoxica el/ou antitumoral.*®

Para o0 novo analogo sintetizado,
vislumbrou-se este perfil de atividade. Porém para o teste com Artemia
salina ndo se observou toxidade em concentracbes a 500uL, ndo sendo

possivel a obtencdo da DL,
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Foi proposto entdo avaliar a influéncia da presenca da cadeia
a,B-insaturada no esqueleto basico do analogo 48. Assim foram
testados os intermediarios 50, que ndo possui a por¢cdo insaturada, o
enol 49, que possui a porgdo metileneoxi e o enol etilado 81, com a
uma porgcdo éter etilico e o anadlogo 48 com o anel lactbnico D. Para
esta série ndo foi possivel detectar valores de DL,, com as doses
testadas (valor maximo de 500 plL), mostrando que para este tipo de
moléculas a atividade tdéxica ndo € relevante, o que ndo descarta a
possibilidade de atividade antitumoral, visto que uma atividade ndo esté
intrinsecamente ligada a outra.

Para o estrigol é relatado a sua baixa toxidez, sendo este
comportamento positivo para 0 uso no solo (processo de germinagao
suicida).”* Com o resultado de citotoxidez do anélogo 48 pdde ser visto
0 comportamento semelhante, ressaltando a viabilidade do uso deste

novo anélogo como herbicida.



CAPITULO 4 - CONCLUSAO

Foi estudada a sintese de um novo analogo aroméatico do
estrigol, tendo a proposta sintética se mostrado exequivel para a
obtencdo deste composto, num total de 6 etapas com o rendimento
global de cerca de 20 %.

A utilizacdo de CLAE semipreparativa foi atil na separacdo dos
epimeros em C2', tendo o uso de coluna de silica a forma mais eficiente
de separagao.

Os resultados preliminares da avaliagdo da atividade bioldgica
sobre a germinagdo de sementes de alface (Lactuca sativa, L.) foram
positivos, demonstrando que o novo analogo aromatico do estrigol 48
possui um perfil promissor para 0 uso como estimulante de germinagao

de sementes de Striga sp e Orobanche sp.
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N&o foi encontrado para o analogo 48 e os intermediarios 49, 50
e 81 atividade tdéxica no bioensaio sobre Artemia salina Leach. Estes
intermediarios, assim como o produto final, encontram-se em fase de
avaliacdo de suas atividades antitumorais sobre algumas linhagens de
células, no Ilaboratério de Imunologia de Tumores no Departamento de
Bioquimica Médica da UFRJ.

Os testes de avaliacdo de atividade biologica ja realizados e o0s
que se encontram em andamento referem-se a mistura de epimeros em
C2'. Tendo em mdos os dois epimeros buscaremos repetir o0s testes

separadamente.



CAPITULO 5 - MATERIAIS E METODOS

5.1 - ESPECIFICACAO DE MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os solventes utilizados para reacOes, extragbes e colunas
cromatograficas possuiam grau analitico das seguintes marcas: Merck,
Grupo Quimica, Riedel é e Vetec, sendo que o0s solventes
utilizados nas reagGes foram submetidos aos seguintes tratamentos:®
DMF- destilagdo de CaH,, estocado sobre peneira molecular;

THF- destilacdo na presenca de Na° benzofenona (como indicador) e
utilizacdo imediata.

O safrol utilizado foi obtido por destilagdo (p.e.= 234° C) do dleo

de Sassafraz (Ocotea pretiosa, Benth).
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O hidreto de sddio em dispersdo a 50% de 6leo mineral foi usado
sem tratamento prévio.

A remocdo dos solventes foi feita em um evaporador rotatorio
Fisatom modelo 550.

Para cromatografia em coluna a pressdo atmosférica utilizou-se
como adsorvente silicagel 60 Merck, com particulas de 35-70 mesh
(0,063-0,200mm) e para cromatografia em coluna flash, como
adsorvente silicagel 60 Vetec com particulas de 240-400 mesh (0,04-
0,063 mm).

Para CCF, utilizou-se placas de aluminio Kiessel Gel 60 F 254,
0,2mm de espessura Merck-Darmasatdt, reveladas em lampada UV com
comprimento de onda a 254 nm.

A determinacdo do ponto de fusdo foi realizada em um aparelho
Buchi 510 e os mesmos ndo foram corrigidos.

Os espectros na regidao de infravermelho foram obtidos em um
espectrometro Perkin-Elmer modelo 1600 FT, utilizando-se filme em
células de NaCl ou patilhas de KBr e tendo-se os valores de numero de
onda medidos em cm™

Os espectros de RMN de ‘H (200 MHz) e de **C (50,3 MHz) foram
obtidos em um espectrometro Bruker AC-200 e os espectro de RMN de

'H (500 MHz) e de *C (100 MHz) foram obtidos em um espectrdmetro
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Inova 500 Varian, utilizando-se como solventes CDCI,, acetona-d,,
DMSO-d, e TMS como referéncia interna, tendo os valores de
deslocamento quimico (8) medidos em ppm e as constantes de
acoplamento (J) medidas em Hertz.

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro de
massas acoplado a um cromatografo gasoso CGAR-EM modelo HP-5890,
quadripolo, 70 eV. O espectro de massas de alta resolucdo foi obtido em
um espectrometro Autospect Micromass-EBE-High  Resolution.

Os espectros na regido de UV-visivel foram obtidos em um
espectrofotometro  DMS-80-Varian.

As analises por CLAE foram feitas em um cromatografo liquido
Shimadzu modelo LC-10AS, com detetor LIV-visivel SPD-10A e
integrador CR6-A Cromatophac, com colunas analiticas Supelcosil LC-8,
Supelcosil LC-Si e ODS Shimadzu (C,), todas possuindo 25 mm Xx 4,6

mm di x 5 um.
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5.2 - PARTE EXPERIMENTAL

5.2.1 - Preparag¢do do 6,7-metilenodioxi-propenilbenzeno

(isosafrol)®®®
o) O— XN
< = <
o o
a4 53

Em um baldo de 125 mL de capacidade, equipado com
condensador de refluxo e agitador magnético foram adicionados 10 g
(62 mmol; 9,1 mL) de safrol 44 e 50 mL (150 mmol) de uma solugéo
3N de KOH em n-butanol. O meio reacional foi mantido sob agitacdo, a
temperatura de refluxo, por aproximadamente 3 horas.

Ap6s o término da reacdo, evidenciado por CCF (eluido em
hexano-acetato de etila 85%), a mistura reacional foi neutralizada com
solucdo aquosa 10% (v/v) de HCI e a fase organica foi lavada
sucessivamente com agua destilada e solugdo aquosa de NaCl. Obteve-
se entdo 9,59 (8,65 mL, 95%) de isosafrol 53 por destilacdo sob
pressdo reduzida, na forma de um liquido incolor.

p.e.. 232-234° C (lit:232-234° C Aldrich Chemical Company, Inc.)
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IV (filme): 3022,1; 2889,3; 1605,9; 1495,4; 1442,6; 1353,7, 1246,3;
1192,6; 1099,6; 1041,0; 962,3; 937,8; 862,6; 818,3 cm™’

UV (acetato de etila): insx. (abs) 264 nm (0.766); 304 nm (0.336).
CG/EMIE (70 eV) t, = 5,123 min e 5,867 min m/z (int. rel.):
162(M* 100%); 147 (2%); 131 (44%); 119 (4%); 104(53%);

91(11%); 78 (31%); 77(35,5%); 63 (22%); 51 (27%).

0-6 4 >
10< 2
07 9
8

Tabela 4 - Atribuicdes de RMN de H (200 MHz) e *C (50,3 MHz) para o
isosafrol 53 em CDCls.

C 'H (5 ppm, J, Hertz) 3¢ (5 ppm)
1 | 1,83(dd, 3H, J=1,36 e 6,42) 18,24
2 | 6,29(dd, 1H, 1=1,39 € 16,45) | 130,44
3 | 6,08(dd, 1H, 1=6,46 € 16,30) | 123,75
4 - 132,34
5 6,86 (s, 1H) 105,18
6 - 146,38
7 - 147,80
8 6,76 (s, 1H) 108,92
9 6,72 (s, 1H) 119,96
10 5,91 (s, 2H) 100,79

Os espectros de 'H e 3C encontram-se nas pdaginas 146 e 149.
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5.2.2 - Preparacdo da 2-metil-(6,7-metilenodioxi)-indanona®®*

SO — SO

Em um baldo bitubulado de 25 mL de capacidade, equipado com
condensador de refluxo, agitador magnético e septo de borracha,
contendo 5,2 mL (66,6 mmol) de DMF seco, mantido sob atmosfera de
argonio, foram adicionados lentamente, mantendo-se o sistema sob
banho de gelo, 1,2 mL (12,96 mmol) de POCI; (recém destilado). Apods
terminada a adigdo, o sistema foi levado a temperatura ambiente, com
agitacdo magnética permanente, e entdo imerso em um banho de Oleo
estabilizado na faixa de temperatura entre 110-120°C, quando foram
adicionados 1,5 g (9,26 mmol, 1,37 mL) de isosafrol 53, sendo o meio
reacional mantido por 3 horas sob agitacdo. Apdés o término da reacao
(acompanhado por CCF) o meio reacional foi deixado atingir a
temperatura ambiente, sendo logo apoOs vertido sobre gelo picado. Em
seguida, a mistura foi transferida para um funil de separacdao onde a

fase aquosa acida foi extraida por trés vezes com 10 mL de éter etilico.



102

A fase aquosa foi levada a pH 10 pela adicdo de solugcdo aquosa 7N de
hidroxido de soOdio e deixada sob agitacdo durante a noite, a
temperatura ambiente, em um baldo de fundo redondo. ApOs esse
tempo, o produto foi extraido da fase aquosa basica quatro vezes com
15 mL de cloroférmio. As fases organicas reunidas (cloroférmio) foram
lavadas com agua destilada e solu¢cdo aquosa saturada de cloreto de
soédio, e em seguida secas sobre sulfato de sodio anidro, seguindo-se a
evaporacdo do solvente, fornecendo 3,4g de um Oleo viscoso de
coloracdo castanho escuro. Este produto bruto foi purificado por filtracao
em coluna de silica gel eluida com mistura de hexano e acetato de etila
a 7%, gerando 1,2g (70%) da indanona 52 na forma de um sdlido
amarelo claro.

p.f.. 64-65 °C (lit: 63-63.5 °C)*™

IV (KBr): 2967,9; 2908,6; 1688,8; 1608,8; 1493,8; 1375,2; 1320,1;
1293,2; 1258,8; 1152,2; 1029,7; 936,2; 853,0; 807 cm™.

CG/EMIE (70 eV) tr = 4.898 min m/z (int. rel.): 190 (M" 69,56%);
175 (100%); 162 (7,82%); 147 (17,39%); 131 (11,01%); 103

(16,81%); 89 (7,24%); 77 (18,84%); 63 (15,94%); 51 (17,39%).



indanona 52 em CDCls.

Tabela 5 - Atribuicdes de RMN de *H (200 MHz) e **C (50,3 MHz) para a

C H (5 ppm, J, Hertz) 3¢ (5 ppm)
1 - 207,20
2 2,61-2,58 (m, 1H) 42,20
3 | 3,24 (dd, 1H, ] = 16,57 e 7,13) 34,70
2,61-2,58 (m, 1H)
4 - 130,53
5 6,69 (s, 1H) 102,16
6 - 148,01
7 - 150,74
8 7,24 (s, 1H) 105,42
9 - 154,06
10 1,18 (d,3H, 1=7,29) 16,36
11 5,96 (s, 2H) 101,99

Os espectros de 'H e 13C encontram-se nas paginas 154 e 156.
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5.2.3 - Preparacao da (2-metil-2-metilenocarboxietil-6,7-metile-

nodioxi)-indanona’""

0 (0]
o CHs
CH; — > <o CO,CH,CHs;

52 51

o o

Em um baldo de 25 mL de capacidade, equipado com agitador
magnético e septo de borracha, foi feita uma suspensdo de 0,172 ¢
(3,57 mmol) de NaH 50 % (disperso em o6leo mineral) em 10 mL de
DMF. Ao conteddo deste baldo, mantido sob atmosfera inerte, foi
adicionada uma solucdo de 0,452 g (2,37 mmol) da indanona 52 em 5
mL de DMF seco e o mesmo foi mantido sob agitacdo a 65° C por 1
hora; quando adicionou-se 0,53 mL (4,74 mmol, 0,079 g) de oa-bromo
acetato de etila, mantendo-se ainda a agitacdo e aquecimento por 1
hora. Apos o término da reacdo (acompanhado por CCF), o sistema foi
desligado e o baldo foi resfriado em banho de gelo, quando foram
adicionados 10 mL de agua, seguida de extracdo por 3 vezes com 10 mL
de eéter etilico. A fase organica foi tratada com 10 mL de &agua, seguida

de 10mL de solucdo saturada de NaCl e seca sobre Na,SO, anidro. Apos
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a evaporacao do solvente o produto bruto obtido foi purificado em uma
coluna flash, utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila a 7%.
Foram obtidos 0,320 g (60%) do ceto-éster 51 na forma de um o6leo
viscoso de coloracdo amarelada.

IV (filme): 2972,7; 2921,1; 1729,7; 1701,2; 1610,9; 1469,4; 1373,5;
1314,8; 1268,9; 1229,3; 1034,6; 976,2; 936,4; 869,9; 805,6 cm™,
CG/EMIE (70 eV) tr = 9.092 min m/z (int. rel.): 276 (M",36,36%);
231 (13,63%); 188(100%); 175 (4,54%); 145 (11,36%); 115

(13,36%); 102(9,09%): 77 (9,09%); 51(6,81%).
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Tabela 6 - Atribuicdes de RMN de 'H (200 MHz) e *C (50,3 MHz) para o ceto-
éster 51 em CDCls.

C | 'H (5 ppm, J, Hertz) |**C (5 ppm)
1 - 207,02
2 - 46,95
3 | 3,17 (d, 1H, ] = 17,00) 39,91
2,80 (d, 1H, J= 17,00)
4 - 129,42
5 6,77 (s, 1H) 102,55
6 - 148,04
7 - 149,46
8 7,01 (s, 1H) 105,55
9 - 154,19
10 1,18 (s, 1H) 13,63
11 6,05 (m, 2H) 101,97
12| 2,75 (d, 1H, 3 = 16,16) 41,43
2,57 (d, 1H, J= 16,16)
13 - 171,02
14| 4,00 (q, 2H, ] = 6,70) 60,20
15| 1,11 (t, 3H,] = 6,92) 24,63

Os espectros de H e !3C encontram-se nas paginas 159 e 161.
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5.2.4 - Preparacao do 3a-metil-6,7-metilenodioxi-2(3H) indano-

furanona®

o CH3
4 C0,CH,CH;

51 50

Em um baldo de 125 ml de capacidade, equipado com agitador
magnético, foi feita uma solucdo de 1,62 g (6,98 mmol) do ceto-éster
51 em 24 mL de uma solucdo 1IN de NaOH em uma mistura de
metanol:agua (50:50 v/v). O meio reacional foi mantido sob agitagcéo
por 3 horas. Ap0s esse periodo foram adicionaclo 0.360 g (9,51 mmol)
de boroidreto de sddio, sendo o meio reacional mantido sob agitacdo, a
temperatura ambiente, por 65 horas. Ap0s esse tempo, abaixou-se a
temperatura do sistema para 0° C e adicionou-se acido cloridrico
concentrado, gota a gota até pH 2, sendo esse meio, apés chegar a
temperatura ambiente, mantido sob agitacdo por 8 horas. Apds esse
tempo, observou-se a formacdo de um precipitado branco, o qual foi
filtrado, seco e pesado, gerando 1,39 g (80 %) da lactona 50 sob a

forma de um sdlido branco. O produto obtido apresentou grau de pureza
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elevado (avaliado por CCF e por técnicas espectrométricas) sendo
utilizado na etapa subsequente sem purificagdo prévia.

p.f.:139-141 °C

IV (KBr,cm™): 2967,5; 2928,2; 2856,1; 1761,6; 1614,7; 1481,1;
1329,1; 1268,6; 1203,4; 1162,9; 1039,5; 989,0; 942,2; 880,6; 852,8.
CG/EMIE (70 ev) tr = 14.074 min m/z (int. rel.): 232 (M™ 47,2%);
203 (2,7%); 188 (16,6%); 173 (100%); 143 (19,42%); 129 (11,1%);

115 (44,4%); 89 (8,3%); 77 (19,41%); 51 (22,2%).



Tabela 7 - Atribuicdes de RMN de 'H (200 MHz) e *C (50,3 MHZ) para a

lactona 50 em CDCls.

C | *H (5 ppm, J, Hertz) *°C (5, ppm)
2 - 176,27
3 | 2,95(d, 1H, 1 = 16,12) 44,27
2,80 (d, 1H, J= 16,12)
3a - 46,61
3b 5,28 (s, 1H) 92,82
4 | 2,59(d, 1H, 1 =17,74) 42,54
2,48 (d, 1H, J= 17,73)
4a - 131,15
5 6,62 (s, 1H) 105,11
6 - 147,42
7 - 149,40
8 6,82 (s, 1H) 105,92
8a - 135,83
9 5,94 (m, 2H) 101,34
10 1,38 (s, 3H) 24,64

Os espectros de 'H e 13C encontram-se nas paginas 164 e 165.
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5.2.5

Preparacdo do  3a-metil-3-metilideno-11Z-hidroxi-6,7-

metilenodioxi-2-indanofuranona®™

Em um baldo de 25 ml de capacidade, equipado com agitador
magnético e septo de borracha, contendo uma solu¢cdo de 0,35 g (3,02
mmol) de tert-butoxido de potassio em 7mL de THF seco, mantida sob
atmosfera inerte e a temperatura de 0°C, foram adicionados 0,50 ¢
(2,16 mmol) da lactona 50 em 5 mL de THF: seco. A agitacdo foi
mantida, a temperatura ambiente, por 30 minutos quando o sistema foi
novamente resfriado a 0° C e foi adicionado, lentamente, 0,3 mL (3,6
mmol, 0,0275g) de formiato de etila. Este sistema foi mantido sob
agitacdo a temperatura ambiente por 48 horas, e ap0s esse tempo todo
o THF foi removido em evaporador rotatorio, sendo entdo adicionados
ao meio reacional 20 mL de diclorometano, observando-se a
precipitacdo de um sdlido branco, que apos filtrado e lavado novamente

com diclorometano, forneceu 0,307 g (65%) do enol 49. O produto
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obtido apresentou grau de pureza adequado (avaliado por CCF e por
técnicas espectrométricas) sendo utilizado na etapa subseqiente sem
purificacdo prévia.

p.f..172-174 °C

IV (KBr): 3426,2; 2964,9; 2932,8; 2859,4;, 2733,7; 1877,1;, 1761,6;
1680,2; 1612,0; 1478,5; 1422,5; 1319,2; 1262,0; 1180,0; 1146,1,
1087,6; 939,8; 874,7; 840,8 cm™.

CG/EMIE (70 eV) tr = 11.015 min m/z (int. rel): 260 (M™ 56,2%);

231 (35,6%); 214 (21,8%); 187 (100%): 157 (37,5%); 129 (78,1%);
115 (43,7%); 89 (15,6%); 77 (34,3%); 51 (45,6%).
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Tabela 8 - Atribuigbes de RMN de 'H (200 MHz) e *°C (50,3 MHz) para o enol
49 em DMSO-de.

C

1H (5 ppm, J, Hertz)

Bc (6 ppm)

2
3
3a
3b
4

4a
5
6
7
8
8a
9
10
11
OH

5,30 (s, 1H)
3,30 (d, Hp, 1 = 16,48)
2,86 (d, Hy, J= 16,66)

6,76 (s, 1H)

6,88 (s, 1H)

5,98 (m, 2H)

1,43 (s, 3H)

7,45 (s, 1H)

11,34

172,03
110,08
47,72
90,48
43,29

132,33
104,96
146,99
148,94
105,52
136,31
101,33
23,78

154,13

Os espectros de H e 13C encontram-se nas péginas 168 e 170.
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52.6 - Preparacdo do  2-bromo-4-metilbut-3-en-2-lideo’®

O _o Br._O_ o
O — "
24 32

Em um baldo bitubulado de 50 mL de capacidade equipado com
condensador de refluxo, agitador magnético e septo de borracha foram
adicionados 1 g (0,88 mL) do butenolideo 74 (Aldrich Chemical
Company, Inc.), 55 mL de CCI,, 0,0102 g de peroxido de benzoila e 2 g
de NBS. Este sistema, apdés garantir que todo a atmosfera foi trocada
por argbnio, foi colocado em um banho de aquecimento, mantendo-se
sob refluxo por cerca de 90 minutos. ApO6s o0 término da reacédo
(evidenciada por CCF), o meio reacional foi resfriado até a temperatura
ambiente e a solugdo foi filtrada e concentrada em evaporador rotatorio,
obtendo-se 2,5 g de um Oleo escuro. Apés purificacdo em coluna de
silicagel eluida com diclorometano, foram obtidos 1,46 g (81%) da
lactona bromada 32 na forma de um Oleo levemente amarelado.

IV (filme): 3101,3; 3000,9; 2927,6; 1775,2; 16,53,9; 1442,3; 1317,0;

1212,6; 1185,2; 1040,8; 952,5; 674,7 cm™.
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RMN *H (CDCl,, 200 MHz): & 7,17 (1H, quinteto, J=1,6 Hz); 6,81 (1H,
quinteto, J=1,6 Hz); 1,97 (3H, t, J=1,6 Hz) ppm.

(Os espectros de 'H e IR encontram-se nas paginas 174 e 175)

5.2.7 - Preparagdo do [3a-metil-3-eten-11E-(4" metilbut-4'en-

2'-lide0)-6,7-metilenodioxi]-2-indanofuranona®

CH3

Em um baldo de 25 mL de capacidade equipado com agitador
magnético e septo de borracha, contendo uma solucdo de 0,12 g (0,46
mmol) do enol 49 em 5 mL de THF seco, mantida sob atmosfera inerte,
foram adicionados 0,072 g (0,64 mmol) de tert-butéxido de potassio em
2 mL de THF seco. Este meio reacional foi mantido sob agitacdo a
temperatura ambiente por meia hora, quando foi entdo adicionado
0,114 g (0,64 mmol) do bromobutenolideo 32 (recém preparado), tendo

sido mantida a agitacdo por mais 48 horas. Apds esse tempo, quando
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observou-se que todo o enol foi consumido (acompanhado por CCF),
adicionou-se 10 mL de é&gua destilada e diclorometano (1:1) e a seguir
seguiu-se ao procedimento de extracdo do meio reacional, adicionando-
se 5 mL de diclorometano, repetidamente por 3 vezes. As fases
organicas reunidas foram entdo secas sob sulfato de sédio e todo o
solvente foi removido em evaporador rotatorio, gerando 0,08 g de um
0leo castanho escuro. O produto bruto obtido foi entdo cromatografado
em uma coluna de silica gel eluida com diclorometano, gerando 0,06 ¢
(50%) de um solido amarelo, que apd6s a caracterizacdo através de
técnicas convencionais de analise, foi identificado como sendo o
composto 48.

p.f.. 200-220° C (para a mistura de epimeros).

massa exata: 356,0896 (calculado); 356,08955 (encontrado).

IV (KBr): 3065,9; 2961,5; 2924,9; 1783,5; 1746,7; 1675,5; 1616,2;
1477,1, 1320,1; 1261,8; 1207,7; 1168,1; 1138,1;, 1032,1; 990,0;
957,1 cm™.

UV (metanol) : A, (abs) 206 nm (0,83); 236 nm (0,477); 293 nm
(0,2).

RMN 'H (CDCl, 500 MHz): & 7,415 (m, 1H, J=,4 Hz); [6,96-6,86] (m,

1H); [6,86][6,85] (s, 1H); [6,60][6,59] (s, 1H); [6,16-6,15] (m, 1H);
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[5,97- 5,96][5,96-5,95] (m, 2H); 5,36 (s, 1H); [3,32] [2,95] (d, J=17
Hz); [2,26] (d, 3H, J=1,5 Hz); [1,53][1,52] (s, 3H) ppm.

RMN *C (CDCl, 100 MHz): & 171,21 (C=0); 170,178 (C=0); 151,20
(C=); 149,56 (C); 147,46 (C); 140,99 (C=); 136,00 (C=); 135,92 (C),
131,11 (C); 117,29 (C=); 105,67 (CH); 104,66 (CH); 102,12 (CH);
100,75 (CH,); 92,16 (CH); 48,23 (C); 43,89 (CH,); 24,43 (CH,); 10,60
(CH,) ppm.

EMIE (70 eV) m/z (int. rel.): 356 (M* 34%); 297 (1%); 259 (15%);

213 (41%); 187 (24%); 129 (9%); 97 (100%).

5.2.8 - Separacdo dos diasteroisomeros do novo analogo 48%

Para quantificar a relacdo diastereoisomérica dos produtos
obtidos na reagdo anteriormente descrita, bem como separar 0S
diastereoisomeros formados, foram feitas varias injecGes de amostras
do anélogo 48 em CLAE, utilizando colunas analiticas de fase reversa
(C,, e C,), variando-se o0s sistemas de solvente (metanol-agua e
acetonitrila-agua); e colunas em fase normal, com fase movel hexano-

acetato de etila.
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A injecdo do produto bruto de reacdo em coluna analitica de
silica forneceu a quantificacdo dos diastereoisémeros em C2'.

A mistura de epimeros 48 foi separada por CLAE semipreparativa
em coluna de silica (250 mm x 10 mm di x 5 um) utilizando como fase
mével hexano-acetato de etila em um sistema de gradiente de eluicdo
variando de 65 a 75% de hexano, com fluxo de 6 mL/minuto e detetor
UV a 293 nm, gerando duas fracBes principais: os diasterecisbmeros DI

e DIl
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Isémero de menor tempo , <0 - H
=3a
de retencdo (DI): 0% Ch, 011
10 0O
p.f.: 214-215°C TN
3'\ '
Chs

Tabela 9 - Atribuigdes de RMN de 'H (200 MHz) e *C (50,3 MHz) para o
epimero DI em CDCls.

C | 'H (5 ppm, 3, Hertz) | 3C (5, ppm)

2 - 171,20
3 - 117,45
3a - 48,29
3b 5,32 (s, 1H) 92,24

4 | 3,27 (d, Hg, J = 16,63) 44,10
2,90 (d, Hy, J= 16,62)

4a - 131,18
5 6,55 (s, 1H) 104,81
6 - 147,53
7 - 149,62
8 6,80 (s, 1H) 105,74

8a - 135,95
9 5,92 (m, 2H) 101,43

10 1,49 (s, 3H) 23,95

11 7,40 (s, 1H) 151,14
2' 6,15 (s, 1H) 100,76
3 6,94 (m, 1H) 140,91
4 - 136,03
5 - 171,21

6’ | 2,00 (d, 3H, J = 1,48) 10,75




Isémero de maior tempo H

~ O—z > -3- 3
de retencdo (DII): 9< :@ 5 N\
p.f.r 226-227°C 07N G g

Tabela 10 - Atribuigdes de RMN de 'H (200 MHz) e *C (50,3 MHz) para o
epimero DII em CDCls.

C | 'H (5 ppm, J, Hertz) | *3C (5 ppm)

2 - 171,13
3 - 117,48
3a - 48,29
3b 5,34 (s, 1H) 92,19

4 |3,31(d, Hy ) =16,54)| 43,97
2,93 (d, Hy, J= 16,52)

4a - 131,36
5 6,57 (s, 1H) 104,71
6 - 147,58
7 - 149,65
8 6,83 (s, 1H) 105,89
8a - 135,94
9 5,93 (m, 2H) 101,47
10 1,49 (s, 3H) 23,93
11 7,38 (s, 1H) 150,93
2' 6,12 (m, 1H) 100,64
3' 6,95 (m, 1H) 140,85
4’ - 136,08
5’ - 170,22

6’ | 2,02 (d, 3H, ] = 1,56) 10,61
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5.29 - Preparacao de (3a-metil-3-metiliden-11E-metoxi-tetra-
6,7-metilenodioxi)-2-indanofuranona e (3a-metil-3-metiliden-
11E-etoxi-6,7-metilenodioxi)-2-indanofuranona

(Derivados alquilicos do enol 49)"

Procedimento para a obtencdo do derivado metilado 80:

Em um baldo de 10 mL de capacidade, equipado com agitador
magnético e septo de borracha, foi feita uma solucdo de 0,12 ¢
(0,46mmol) do enol 49 em 4 mL de THF seco, mantida sob atmosfera
inerte, sendo a seguir adicionados 0,1 g (0,89 mmol) de tert-butoxido
de potassio em 2 mL de THF seco. Este meio reacional foi mantido sob
agitacdo a temperatura ambiente por meia hora, quando foi entéo
adicionado 0,07 mL (0,160g) de iodeto de metila, tendo sido mantida a

agitacdo por mais 20 horas. ApOs esse tempo, quando observou-se que
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todo o enol foi consumido (acompanhado por CCF), adicionou-se 10 ML
de agua destilada e diclorometano (1:1) e a seguir seguiu-se ao
procedimento de extracdo do meio reacional, adicionando-se 5 mL de
diclorometano, repetidamente por 3 vezes. As fases organicas reunidas
foram entdo secas sob sulfato de sodio e todo o solvente foi removido
em evaporador rotatério, obtendo-se 0,130 g de um O6leo castanho
escuro. O produto bruto obtido foi entdo cromatografado em uma coluna
de silica gel eluida com diclorometano, obtendo-se 0,091 g (72%) do
derivado metilado 80 na forma de um sélido amarelo.

p.f.:200-202°C

IV (KBr): 2971,1; 2940,3; 2883,8; 1731,0; 1661,7; 1478,1; 1451,7;
1369,2; 1324,4; 1260,8; 1216,3; 1132,0; 1092,7; 1060,0; 1038,5;
984,7; 810,1 cm™.

CG/EMIE (70 eV) tr = 8,242 min m/z (int. rel): 274 (M™ 100%);

245 (14%); 215 (83%); 200 (24%);163 (9%); 157 (9%); 129 (20%);

102 (9%); 77 (20%); 51 (24%).
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Tabela 11 - AtribuicBes de RMN de ‘H (200 MHz) e *3C (50,3 MHz) para o enol
metilado 80 em CDCls.

Cc

’H (5, ppm, J, Hertz)

3¢ (6 ppm)

2
3
3a
3b
4

4a
5
6
7
8
8a
9
10
11
12

5,30 (s, 1H)
3,33 (d, Hg, J = 16,52)
2,90 (d, Hy, J= 16,52)
6,57 (s, 1H)
6,83(s, 1H)
5,92 (s, 2H)
1,49 (s, 3H)
7,19 (s, 1H)
3,87(s, 3H)

172,15
112,81
46,34
91,73
43,82

131,80
104,67
147,34
149,37
105,77
136,18
101,28
23,97

157,64
62,24

Os espectros de 'H e '3C encontram-se nas paginas 188 e 189.
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O mesmo procedimento foi utilizado para a obtencao do derivado
etilado 81, pela reacdo de 0,1 g (0,4 mmol) do enol 49, 0,09 g de tert-
butéxido de sdédio, 0,04 mL (0,078g) de iodeto de etila e 6 mL de THF

seco, obtendo-se 0,074 g (67%) do composto 81 na forma de um sélido

amarelo.

p.f.:150-151°C

IV (KBr): 2970,7; 2880,4; 1727,2; 1662,2; 1475,8; 1319,9; 1263,2;
1201,6; 1132,9; 1093,5; 1054,7; 982,5; 935,1; 810,4 cm™®,

CG/EMIE (70 eV) t, = 15,742 min m/z (int. rel.): 288 ( M* 100%);
259 (12,5%); 229 (17%); 201 (23%);173 (37,5%); 157 (12,5%); 115

(25%): 99 (8%); 77 (17%); 51 (14%).
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Tabela 12 - Atribuicdes de RMN de 'H (200 MHz) e **C (50,3 MHz) para o enol
etilado 81 em CDCls.

C | 'H (5 ppm, J, Hertz) |*°C (5, ppm)
2 - 172,36
3 - 112,48
3a - 48,27
3b 5,27 (s, 1H) 91,68
4 | 3,30(d, Hg, J = 16,42) 43,80
2,88 (d, Hy, )= 16,55)
4a - 131,83
5 6,54 (s, 1H) 104,65
6 - 147,28
7 - 149,31
8 6,79 (s, 1H) 105,75
8a - 136,18
9 5,69 (m, 2H) 101,26
10 1,47 (s, 3H) 23,96
11 7,24 (s, 1H) 156,43
12 | 4,05 (q, 2H, J = 7,08) 71,06
13| 1,32 (t, 3H,] = 7,09) 15,30

Os espectros de 'H e *>C encontram-se nas paginas 193 e 194.
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5.3 - TESTES BIOLOGICOS

53.1 - ENSAIOS DE GERMINACAO COM SEMENTES DE Lactuca

Sativa, L.*

A solucdo estoque foi preparada adicionando-se 10 mL de
acetona a 10 mg do anélogo 48, completando-se o volume com 100 mL
de agua desmineralizada. As solucbes para os testes foram obtidas a
partir da diluicdo da solucdo estoque em &gua desmineralizada até as
concentracdes desejadas.””’

As sementes de alface foram repetidamente lavadas com &agua,
etanol 70% por um minuto, hipoclorito de sodio por cinco minutos e
com &gua estéril.

* onde

Foram feitos dois ensaios de germinacdo (ensaios A e B)’
dez sementes de alface foram colocadas em placas de petri com papel
de filtro. As placas receberam 100 mL das solu¢cbes dos tratamentos 1, 2,
3, 4 e 5, em quatro repeticdes (Tabela 13). Os tratamentos 1, 2 e 3 séo
0S ensaios de controle, sendo que no tratamento (3) ha mais acetona do

que no tratamento (2). Os ensaios foram feitos na auséncia de luz e

cinco dias depois as sementes germinadas formam contadas, sendo feita
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a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey,

para obter-se a porcentagem de germinacdo dos ensaios.

Tabela 13: Ensaios utilizados nos testes de germinagdo de alface.

Tratamentos Ensaio A Ensaio B
1 ~ Agua ~ Agua
2 Agua+Acetona Agua+Acetona
3 Agua+Acetona Agua+Acetona
4 Agua+Acetona + 0,1pug Agua+Acetona + 10 pg
] analogo/L ) analogo/L
5 Agua+Acetona + 10 ug Agua+Acetona + 1000 ug
analogo/L analogo/L

5.3.2 - ENSAIOS DE LETALIDADE SOBRE Artemia Salina, Leach®

O teste de citotoxicidade geral foi realizado no Laboratério de
Ensaios Bioldgicos do Departamento de Quimica da UFRuralRJ. As ovas
de Artemia salina, Leach, obtidas comercialmente, foram deixadas
eclodir em agua do mar artificial, e ap6s 48 horas as larvas foram
coletadas para utilizacdo, mantendo-se cerca de 10 animais por tubo de
ensaio. As amostras foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO) e
numa solucdo de &gua e polivinilpirrolidona (PVP). Os ensaios foram
realizados em quadruplicata a cinco concentragbes diferentes, além do

ensaio controle, contendo a mesma concentracdo de DMSO e PVP. A
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dose letal de 50% (DLsp) foi determinada a partir do grafico de

percentual de animais vivos contra o /og da dose ensaiada.
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Espectro de IV para o isosafrol 53.
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frol 53 em CDCls.
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Espectro 6: Espectro de RMN'>C e DEPT com ¢= 90° e ¢= 135° para o isosafrol 53.
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Espectro 12: Espectro de RMN'>C totalmente desacoplado para a indanona 52 em CDCl;.
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Espectro 33: Espectro de RMN'H (500 MHz) para o analogo 48 (mistura em C2') em CDCls.
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Espectro 34: Espectro de RMN'>C (125 MHz) para o andlogo 48 (mistura em C2') em CDCl,.
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Espectro 38: Espectro de RMN**C (50,3 MHz) totalm. desacoplado para o analogo 48 (DII) em CDCls.
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Espectro 39: Experimento de HOMOCOSY para o analogo 48 em CDCls.
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Espectro 40: Experimento de HETCOR para o analogo 48 em CDCl,.
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Espectro 47: Espectro de massas para o enol metilado 80.
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Espectro 50: Espectro de RMN*>C totalmente desacoplado para o enol etilado 81.
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CHROMATOPAC  C-RGA FILE :
SAMPLE NO @ METHOI 41
REFORT NO 1415
FENOD TIME AREA MK IDNO CONC NAME
! 4.8925
z 22,9346
5 y 71,9229
198

Cromatograma 1: Analogo 48 em coluna Cg e fase mével acetonitrila-
agua (45:55); com fluxo de 0,5 mL/min.; UV a 236 nm e injecdo de 5ul de

amostra diluida em acetonitrila. (coluna de 25 mm x 4,6 mm di x 5 um).
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CHROMATOPRAL C-FEA FILE a

ZAMPLE Ho a HETHOD 41
REFORT HO 287
SV M TI e Nl [ T - - -,
FHHO P IME ARES MK IDHO COHC HAHE
{ 2L HSS 2354 1,377
2 2.855 12495 B.4189
3 .22 134453 23,3835
4 B, 392 68377 ¥ 14,828

- — —— e o - —— -

Cromatograma 2: Analogo 48 em coluna C,;s e fase mével metanol-
agua (70:30); com fluxo de 0,5 mL/min.; UV a 254 nm e injegdo de 5ulL de
amostra diluida em metanol. (coluna de 25 mm x 4,6 mm di x 5 um).
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START
93786724 13:12:42

CHROMATORAC C-REA FILE a
SAMPLE HO g METHOD 41
ZEPART NO 15348
FEHD TIdE arEs MK IDHO ONC NAME

1 K I E744

2 I, Y 2L HAZ4

K RIS i 2.2835

4 4,683 1.33587

5 1,988 41,8013

& 12.325 Y 43,6516

TOTAL zaza8a a0

Cromatograma 3: Analogo 48 em coluna de silica e fase mdvel hexano-
acetato de etila, com % de hexano variando de 65 a 75%; fluxo de 0,9
mL/min.; UV a 293 nm e injecdo de 4uL de amostra diluida em acetato de
etila. (coluna analitica de 25 mm x 4,6 mm di x 5 um).
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CHEOMATORAC C-RARA FILE A
ZAMPLE NO g HETHOD 41
REFORT WO 1451
FEHO TIHME AREA ME  IDHO CONEC HAME

{ 21,775 128332 43,9179
2 24,977 187444 @, @82
TaTAL 374278 iga

Cromatograma 4: Analogo 48 em coluna de silica e fase mével hexano-
acetato de etila, com % de hexano variando de 65 a 75%; fluxo de 6,0
mL/min.; UV a 293 nm e injecdo de 200 pL de amostra diluida em acetato de
etila/diclorometano. (coluna semipreparativa de 250 mm x 10 mm di x 5 um).



