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RESUMO

Neste trabalho relatamos a obtengdo de derivados sintéticos de uma
mistura dos triterpenos o e 3-amirina, os quais foram avaliados quanto
aos seus efeitos leishmanicida e citotoxico. Os derivados 31 e 45
exibiram efeito leishmanicida 5 vezes mais potente que a anfotericina B
e os derivados 35 e 36 exibiram significante efeito citotoxico contra
células tumorais testadas. Além disso, foram realizados experimentos na
tentativa de determinar 0 mecanismo de acdo antinociceptiva do
derivado octanoato de o e B-amirina. A segunda parte do trabalho trata
de um estudo da relacdo entre a estrutura das estirilpironas naturais,
previamente isoladas de Polygala sabulosa, e sua afinidade pelo sitio
bezodiazepinico. O estudo foi realizado utilizando o funcional de
densidade (DFT) como ferramenta teérica. Estes resultados nos
orientaram no planejamento e sintese de analogos das estirilpironas
naturais visando aumentar a afinidade pelo sitio benzodiazepinico. Desta
forma, foi desenvolvida uma nova metodologia, em colaboragéo com o
grupo do Prof. Dr. Carlos R. D. Correia, da UNICAMP, via arilagdo de
Heck com sais de arenodiazénio. Foram preparados 12 compostos
diretamente através da reacdo de Heck-Matsuda e mais 5 compostos via
reacOes de hidrogenacéo catalitica e demetilacdo dos adutos de Heck.
Estes compostos ndo exibiram efeito tdxico em células tumorais na
concentracao de 50,0 uM.

Palavras-chave: Amirina, Estirilpironas, Reacao de Heck-Matsuda.



ABSTRACT

In this work, we have been reporting the preparation of synthetic
derivatives from a mixture of o e B-amyrin triterpenes which were
evaluated in relation to their leishmanicidal and cytotoxic effects. The
derivatives 31 and 45 showed leishmanicidal effect five times more
potent than amphotericin B and derivatives 35 and 36 were the most
potent against the tumor cell lines melanoma (UACCG62), breast (MCF-
7) and renal (TK-10). In addition, experiments were carried out with a e
B-amyrin octanoate in an effort to find the antinociceptive mechanisms
of action. The second part of this work, a structure-activity relationship
of seven naturally occurring dihydrostyryl and styryl-2-pyrones,
previously isolated from Polygala sabulosa, and their affinity to the
benzodiazepine binding site were studied. To calculate the necessary
parameters, DFT was used as theoretical tool. The results from this
study have driven us to design other structures from those naturally
occurring styryl-2-pyrone analogues, searching for compounds with
higher affinity to the benzodiazepine binding site. A new methodology
was then developed by Heck arylation, in colaboration with Professor
Dr. Carlos Roque Duarte Correia from UNICAMP, using
arenediazonium salts as arylating agents. Twelve compounds were
synthesized directly from Heck-Matsuda reaction and five more
compounds by catalytic hydrogenation and demethylation of Heck
adducts. These compounds did not exhibit toxic effects in tumor cell
lines Jurkat (lymphoid leukemia), HL60 (myeloid leukemia), MCF-7
(breast carcinoma) e HCT- 116 (rectal carcinoma) in the concentration
of 50 uM.

Keywords: Amyrin. Styrylpyrones. Heck-Matsuda Reaction.
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Introducéo Geral

INTRODUGAO GERAL

As plantas vém sendo utilizadas para a cura de doengas por
milhares de anos. No entanto, elas somente se tornaram populares nas
industrias farmacéuticas recentemente devido aos avangos em relagdo as
técnicas de isolamento, caracterizacdo e avaliagdo dos efeitos
biol6gicos.™? Atualmente, muitos dos farmacos encontrados no mercado
sdo obtidos diretamente de uma fonte natural ou foram desenvolvidos a
partir de uma substancia originalmente obtida da natureza. Segundo
Newman e Cragg (2007),% entre todos os farmacos que ganharam
mercado entre 1891 e 2006, a porcentagem destas substancias que de
alguma forma sdo originados a partir de produtos naturais ultrapassa
50%.

Nesse caminho, a quimica organica sintética exerce um
importante papel nas industrias farmacéuticas com a preparacdo de
novos compostos bioativos, 0s quais podem ser derivados, analogos ou
idénticos aos compostos naturais. Em geral, as reacdes biossintéticas,
gue sdo mediadas por enzimas levam a producdo de compostos com
estruturas quimicas muito complexas devido, muitas vezes, ao fato de
que estes compostos possuem um grande nimero de atomos e Varios
centros estereogénicos. Isso acaba tornando inviavel a sintese destas
substancias para a comercializa¢do j& que o valor do produto final no
mercado seria muito alto. No entanto, estas substancias podem servir
como base para a preperacdo de compostos biologicamente ativos onde
pequenas modificagdes estruturais podem potencializar efeito bioldgico.
Ja 0s compostos naturais e analogos que possuem um esqueleto mais
simples podem ser sintetizados em laboratério de forma mais efetiva e
com a possibilidade de se obter maiores quantidades em massa, 0 que
ndo se consegue com o isolamento direto da planta, sobretudo se forem
compostos minoritarios.

Os triterpenos estdo entre as classes de produtos naturais que
possuem uma imensa variedade de estruturas quimicas diferentes. Sdo
compostos que apresentam um grande espectro de atividade bioldgica,
porém nem sempre uma poténcia elevada.*>® Substancias mais ativas
foram obtidas através de pequenas modificagdes estruturais que utilizam
procedimentos simples e com bons rendimentos tornando-os
interessante do ponto de vista industrial. Em sua maioria, 0s triterpenos
sdo compostos policiclicos com 30 &omos de carbonos e cerca de 10
centros estereogénicos 0 que nem com 0s mais avancados métodos de
guimica orgéanica sintética é de todo satisfatorio a preparacdo destes
compostos para a comercializagdo em grande escala. Em trabalhos

19



Introducéo Geral

previamente realizados por nosso grupo de pesquisa,”® foi relatado a
preparacdo de 15 derivados de uma mistura dos triterpenos a e f-
amirina (figura 1), obtida da resina de Protium heptaphyllum como uma
mistura na proporcdo 1:2.° Nesta ocasido, a atividade analgésica e
antifungica dos derivados foram avaliadas. O derivado formiato de o e
B-amirina (figura 1), foi tdo efetivo quanto fluconazol, farmaco
comercialmente disponivel, em inibir a adesdo de Candida albicans nas
células epiteliais bucal.® O derivado octanoato de o e B-amirina (figura
1) exibiu uma importante atividade analgésica sendo 24180 vezes mais
potente que a aspirina e 427 vezes mais potente que a morfina, no
modelo de dor testado, e ndo produziu nenhuma alteracdo
comportamental nos ratos.” Estes importantes resultados instigam a
determinar 0 mecanismo de a¢do do composto octanoato de a e B-
amirina e também determinar a atividade citotoxica frente a diferentes
linhagens de células tumorais. Nesse contexto faz-se necessario
continuar os estudos com derivados dos triterpenos pentaciclicos o.e [3-
amirina preparados anteriormente com o objetivo de ampliar o leque de
atividades biolégicas e encontrar promissores candidatos a farmacos.

R; = CH3; R, = H; octanoato de a.-amirina R; = CH3; R, = H; formato de o-amirina
R, = H; R, = CHj3; octanoato de f-amirina R; =H; R, = CHj3; formato de f-amirina

Figura 1 — Estruturas dos triterpenos a e f-amirina e derivados mais ativos

20



Introducéo Geral

Inimeras espécies de plantas utilizadas na medicina folclérica
tém sido avaliadas quanto a sua atividade biol6gica através de varias
parcerias firmadas com nosso grupo de pesquisa. Entre elas, esta a
espécie Polygala sabulosa onde estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos revelaram a presenca de metabdlitos secundarios
com efeitos biolégicos promissores. A presenca de cumarinas,
diidroestirilpironas e estirilé)ironas foram recentemete descritas por
Pizzolatti e colaboradores.'%**

As estirilpironas isoladas de Polygala sabulosa possuem uma
similaridade estrutural com as kavalactonas isoladas da planta kava-
kava (Piper methysticum), uma espécie nativa das ilhas do Pacifico
e que é extensivamente usada para o tratamento da ansiedade em
todo mundo. Estudos tém mostrado suas propriedades
tranquilizantes e ansioliticas®*® sendo estes efeitos atribuidos a
presenca das kavalactonas. No entanto, o uso desta espécie foi
proibido em alguns paises devido a uma suposta hepatoxicidade
relacionada ao consumo do cha desta planta. Neste contexto,
colocamos a espécie P. sabulosa como uma planta de potencial
atividade no sistema nervoso central e aplicagdo no tratamento de
distarbios de ansiedade. De fato, em trabalhos recentes publicados
por nosso grupo envolvendo a espécie vegetal P. sabulosa, da qual
foram isoladas e identificadas trés diidroestirilpironas (DST1-
DST3) e quatro estirilpironas (STY1-STY4)"**(fig. 2), relatamos
uma importante acdo central incluindo efeito ansiolitico,
hipnosedativo e anticonvulsivante.** Os compostos DST1 e STY4
foram o0s mais potentes exibindo efeito ansiolitico similar ao
farmaco diazepam disponivel comercialmente. Além disso, 0s
compostos isolados inibiram a ligacdo de [*H]-flunitrazepam
(farmaco que se liga ao sitio benzodiazepinico) indicando uma
interacdo com o sitio benzodiazepinico do complexo receptor
GABAL.”

Em estudos toxicologicos dos extratos de P. sabulosa em
camundongos, observando o protocolo padrdo para toxicidade de
plantas incluindo andlises macroscopicas, microscopicas e
bioguimicas ap6s tratamento agudo e sub-cronico, ndo foram
observadas nenhuma anomalia macroscépica nem alteracdes
histopatoldgicas nos 6rgdo vitais. Além disso, ndo houve alteracGes
dos pardmetros bioquimicos e tolerancia ao efeito tipo ansiolitico ou
efeito toxico, sugerindo um bom nivel de seguranca para esta
espécie.”® Isso eleva a importancia destes compostos como possiveis
candidatos a farmacos para o tratamento da ansiedade. Estes

21



Introducéo Geral

modelos nos orientaram a sintese de novos analogos a estes
produtos naturais focado na busca de compostos mais ativos e com
menores niveis de toxidade.

(STY 7)

(DST1)-R;=R,=H (STY 4)-R;=R,=H
(DST 2) - R; = OCHy; R, =H (STY 5)- R, =OCHy; R,=H
(DST 3) - R; =R, = OCHj, (STY 6) - R; = Ry = OCHj;

Figura 2 - Diidroestiril-2-pironas (DSTs) e estiril-2-pironas (STYSs)

previamente isoladas de Polygala sabulosa A. W. Bennett. Na figura, o
anel pirona foi denominado anel A e o anel aromaético anel B
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OBJETIVOS GERAIS

Em virtude dos resultados obtidos previamente pelo nosso grupo de
pesquisa e colaboradores, 0s objetivos deste trabalho séo:

Em relagdo aos derivados dos triterpenos a e p-amirina

e Preparar novos derivados da mistura de triterpenos o e [-
amirina.

e Avaliar a atividade leishmanicida e citotdxica dos derivados de
o e B-amirina.

e Avaliar o estudo do mecanismo de acdo antinociceptiva do
derivado octanoato de o e B-amirina e buscar e buscar as
caracteristicas  estruturais  responsaveis  pelo  efeito
antinociceptivo.

Em relacdo aos compostos isolados de Polygala sabulosa A. W.
Bennett

e Determinar, através da teoria do funcional de densidade, os
parametros eletrbnicos e estéricos nas estruturas dos sete
compostos naturais e de benzodiazepinicos conhecidos, que
possam ser importantes para a afinidade com o sitio
benzodiazepinico.

e Planejar e sintetizar analogos das sete estirilpironas naturais
baseado no estudo da relacdo estrutura-atividade.
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CAPITULO 1. Derivados semi-sintéticos dos triterpenos o e B-
amirina

1.1. Introducéo

Os triterpenos se apresentam como uma classe de compostos
derivados biossinteticamente do esqualeno. Estas estruturas sao
baseadas na jungdo de seis unidades de isopreno levando a uma estrutura
linear com 30 carbonos, o esqualeno. Este por sua vez sofre uma
oxidacdo se transformando no 2,3-epoxiesqualeno que inicia uma série
de ciclizagbes e rearranjos devido a migracdo de hidreto ou metila,
mediados por enzimas, podendo resultar numa série de estruturas
policiclicas com cerca de 10 centros estereogénicos.'’*® As diferentes
estruturas possiveis com estes 30 atomos de carbono arranjados em 4 ou
5 ciclos com 5 ou 6 membros tornam a classe dos triterpenos uma das
maiores e mais complexas, do ponto de vidta estrutural, classes de
metabolitos secundarios. Os triterpenos pentaciclicos, sdo compostos
caracterizados por exibir uma ampla faixa de atividades bioldgicas
incluindo atividade anti-inflamatdria,'***?%## antitumoral 24?>%*2"-%8
antibacteriana,®®  anti-alérgica,®®  antimalarica,™®  antidiabetes,®*
antinociceptiva,***%*  gastroprotetiva,>  hepatoprotetiva® e
cardioprotetiva.*®

Os triterpenos pentaciclicos o e B-amirina possuem esqueleto
do tipo ursano e oleanano, respectivamente. A Unica diferenca entre
estes dois compostos é o posicionamento de uma metila que na o-
amirina esta no carbono C19 e na -amirina esta no carbono C20 (ver
figura 1). Apesar da semelhanca estrutural, estes isémeros sao
facilmente diferenciados por ressonancia magnética nuclear de *H e **C
avaliando os deslocamentos dos atomos de hidrogénio H12 e dos atomos
de carbonos C12 e C13. No entanto, técnicas como DEPT ou APT, dao
maior certeza j& que o e B-amirina apresentam nimeros diferentes de
CH,, CH e C quaternario.

Em virtude do grande nimero de centros estereogénicos e da
complexa estrutura dos triterpenos policiclicos, a sintese total dos
triterpenos pentaciclicos se mostra como um grande desafio. Existem
poucos trabalhos na literatura que relatam a sintese enantioseletiva total
de triterpenos® sendo que grandes avancos tém-se obtido na sintese de
intermediarios avancados.**#24%44

Desta forma, diante da dificuldade de obter derivados de
triterpenos totalmente sintéticos, houve um aumento significativo no
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numero de trabalhos envolvendo a obtencdo de compostos analogos aos
triterpenos naturais. Esta € uma metodologia que apresenta a vantagem
de aproveitar a complexa estrutura policiclica dos triterpenos,
biosintetizados pelas plantas, para a obtencdo de compostos com efeitos
bioldgicos mais potentes.

As modificagBes estruturais nos esqueletos naturais do tipo
oleanano e ursano normalmente se limitam aos anéis A e C e no carbono
C17. Entre os trabalhos mais recentes, Qian e colaboradores (2010)*
relataram a sintese de derivados do &cido oleandlico (1, esquema 1.1)
visando a obtencdo de inibidores da proteina tirosina fosfatase 1B
(PTB1B) que regula a sinalizacdo da insulina no organismo. A inibicdo
desta enzima pode estar associada ao combate da diabetes e obesidade.
O trabalho foi baseado em resultados previamente publicados® onde foi
relatado um significante efeito antidiabetes para derivados do &cido
oleandlico principalmente para um composto hidroxilado em C12.
Estudos de docking indicaram que os inibidores da PTB1B deveriam
conter grupamentos polares na estrutura do é&cido oleandlico.
Inicialmente, o derivado 3-oxo do acido oleandlico (2) foi preparado via
oxidacdo utilizando reagente de Jones. A protecdo do grupo acido
carboxilico em C17 a partir da esterificacdo com brometo de benzila e
subsequente oxidacdo de Baeyer-Villiger levou a formacdo da e-lactona
6a e, ap6s remocado do grupo benzil através de hidrogenacéo catalitica, a
6b. Entdo, abertura da lactona com KOH e H,0 levou a formagéo do
derivado 7 o qual possui dois grupamentos polares no anel A que sdo o
acido carboxilico e o OH livre mantendo a ligacdo dupla em C12-C13
intacta. Para a sintese de derivados ainda mais polares, outra rota com
modificacdo na ligagdo dupla levou ao derivado de 7 hidroxilado em
C12. Ozondlise do composto 2 levou a formagdo do 12a,13p-diidroxi
derivado o qual imediatamente cicliza formando a lactona 8. Este por
sua vez, foi convertido ao composto 10 via oxidacdo de Baeyer-Villiger
conforme ja descrito.
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COOH
RBr, K,CO;

CroyH,80, ¢

DMF, t.a.
H,0/Me,CO

3)R=CHy
dcido oleandlico (1) 2 4) R = CH;CH,
5)R=Bz

03, CH,Cl,
-70°C

5, MCPBA,
Li,COy, ta.

MCPBA,
Li,CO3, ta.
Pt ibing

KOH KOH
CH,C1,/MeOH/H,0 CH,Cl,/MeOH/H,0
ta.

ta.

Esquema 1.1

Apo6s a sintese dos derivados 6, 7, 9, 10 e outros com
modificagdo estrutural no anel A, e a fraca inibicdo da PTB1B, os
autores perceberam que a integridade do anel A e da ligacdo dupla em
C12-C13, poderia ser importante para a interagdo com a proteina
receptora. Desta forma, os grupos polares que seriam importantes para a
expressdo da atividade biologica foram inseridos de outra forma
(esquema 1.2). O grupo cetona do derivado 4 foi protegido na forma de
cetal com etileno glicol seguida de redugédo do grupo ester com LiAIH,
levando ao alcool primario 12. Hidrélise do grupo protetor através de
aquecimento em meio acido, restaurando o grupo cetona, e esterificacdo
utilizando cloreto de oxalila e os respectivos &cidos dicarboxilicos
monoprotegidos com um grupo benzil levaram a formacdo dos
derivados 14a-f. Remocdo do grupo benzil via hidrogenacdo catalitica
formou os compostos 15a-f.
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- . O.
LiAlH,, THF Q

H etileno glicol o
tolueno, 110 °C 0°C - ta.

HCI 2M, THF
100 °C

HOOC(CH,)nCOOBz
(COCI),, DMF/CH,Cl,
0°C - ta.

14a-en=1,2,3,4,8; R=Bz
H,, Pd/C
EtOH

T 15a-en=1,2,3,4,8;R=H

‘ / 13
o (COCI),, DMF/CH,Cl,
0

0°C-ta. gy

O OR 0
0]

14f; R=Bz

H,, Pd/C OBz

EtOH

TTI5f; R=H

Esquema 1.2

Como esperado, a inser¢do de grupos polares mantendo a
integridade do anel A e da ligagdo dupla em C12-C13 melhoraram a
inibicdo da PTB1B. Uma tendéncia importante na porcentagem de
inibicdo da enzima foi observada para os derivados 14a-e onde quanto
menor 0 N, mais ativo foi o derivado. Isso poderia estar indicando que a
distancia do grupo acido terminal e o esqueleto do triterpeno €
importante para a interagdo com a proteina. O derivado 15f também
exibiu uma alta porcentagem de inibi¢do da PTB1B, e com Clg, de 3,12
uM foi utilizado como modelo para os estudos de docking. As
interacdes responsaveis pela estabilizagdo do complexo e pelo
reconhecimento do substrato, entre 15f e a proteina, sdo principalmente
as ligacOes hidrogénio formadas entre o grupo acido carboxilico do
triterpeno e os grupos OH livre de um residuo de tirosina e grupo amino
de um residuo da lisina presentes na proteina. As interacdes apolares
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também assumem um papel importante e se mostraram criticas para a
expressao da atividade bioldgica.

Em trabalhos previamente publicados, 0S autores
relataram o isolamento e sintese de uma série de derivados dos
triterpenos acido betulinico, &cido oleandlico e acido ursélico. Entre os
compostos sintetizados, duas classes de derivados exibiram significante
atividade antiviral contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(esquema 1.3). Em uma delas, os compostos foram 3-O-acilados com
diferentes &cidos glutaricos e succinicos e na outra, 0 grupo acido
carboxilico foi substituido por amidas advindas de diferentes
aminoacidos. Com base nestes resultados e visando a preparacdo de
compostos ainda mais ativos, em 20062 os autores descreveram o
planejamento de novos derivados a partir de outros esqueletos de
triterpenos, os quais possuem pequenas diferengas no arranjo dos anéis.
A idéia é que a troca do esqueleto base pudesse potencializar o efeito
antiviral, diminuir os efeitos citotdéxicos, melhorar o perfil
farmacoldgico e ainda obter mais informac@es sobre a relacdo estrutura-
atividade. Neste contexto, para a discussdo da relagdo estrutura-
atividade, foram incluidos na série; os derivados do lupeol, que apesar
de possuir o esqueleto igual ao do acido betulinico, ndo contém o grupo
acido carboxilico; os é&cidos ursélico e oleandlico por possuirem
somente anel de seis membros ao invés do anel-E de cinco membros; o
acido moronico por possuir a ligacdo dupla em posicao diferente do que
0 acido oleandlico; e o acido glicirretinico por possuir o grupo acido
carboxilico em C30 ao invés de C28 como nos outros triterpenos.

Desta forma os novos derivados (esquema 1.4) foram 3-O-
acilados utilizando o anidrido 2,2-dimetilsuccinico e DMAP em
piridina. As amidas foram sintetizadas ap6s prepara¢do do cloreto de
acido do triterpeno com cloreto de oxalila seguida de reacdo com os
respectivos aminoacidos. Quando da presenca do grupo hidroxila livre
em C3, houve necessidade de acetilagdo seguida de reacdo para a
formac&o da amida no acido carboxilico, subsequente hidrolise do grupo
acetil com KOH 2M a temperatura ambiente para, enfim, realizar a 3-O-
acilacdo com o anidrido 2,2-dimetilsuccinico. Quando o grupo em C3
estava na forma ceto, foi reduzido utilizando NaBH, em MeOH a
temperatura ambiente.

46,47,48,49,50,51
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o.__OH
18 R= j/ )\
NN
H

19 R= >\~ (CHz)1oCOOH

T

Esquema 1.3

Os novos derivados foram submetidos aos testes para a
avaliacdo da atividade antiviral e estes resultados permitiram uma
discussdo da relagdo estrutura-atividade. Os compostos 3-O-acilados
com anidrido 2,2-dimetilsuccinico foram mais ativos que os 3-O-
acilados com o anidrido 3,3-dimetilglutarico confirmando a importancia
da cadeia lateral derivada do &cido succinico. Outro ponto importante
foi a presenga do grupo &cido carboxilico em C17, seja na sua forma
livre ou na forma de amida, evidenciado pelo inferior efeito bioldgico
encontrado para os derivados 24, 25 e 26 em relagdo aos outros
derivados. A explicacdo encontrada para este efeito é que a orientacéo
do grupo carboxi para os triterpenos que o possuem em C28 é a oposta
dos que possuem o grupo carboxi em C30. Isso limita a interacdo do
composto com o receptor diminuindo assim a atividade bioldgica. No
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entanto, a caracteristica chave na estrutura dos triterpenos para expressar
um alto nivel de atividade antiviral, é a dupla substituicdo em C3 e em
C28.

30

207 7,

30 R= M{OH
28 R=CH,0H
29 R=COOH 51 Re MOH
°

Esquema 1.4

Em relagdo aos triterpenos o e [-amirina, Narender e
colaboradores (2009)>® relataram o efeito antihiperglicemico de
derivados do ftriterpeno a-amirina. O composto isolado de Ficus
racemosa foi o acetato de o-amirina que foi hidrolisado para a
preparacdo de ésteres. Os derivados foram preparados através de
acilacdo de a-amirina com o0s respectivos anidridos de A&cidos
carboxilicos utilizando DMAP em diclorometano. A sintese a partir dos
acidos carboxilicos foi conduzida com DCC e DMAP também em
diclorometano. Entre os compostos sintetizados, poucos exibiram efeito
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antihiperglicemico promissor. Os compostos mais ativos foram o0s
ésteres 32, 33 e 34 (esquema 1.5). Os autores relataram que o efeito
retirador de elétrons dos grupos presentes no anel aromatico em 33 e 34
é importante para o efeito biolégico ja que com grupos doadores de
elétrons, o efeito antihipoglicemico foi inferior.

MeONa
MeOH, t.a.
92%

Acido carboxilico
DCC, DMAP

CH,Cl,, t.a.

32 o - amirina

Esquema 1.5

Em trabalho previamente publicado pelo nosso grupo de
pesquisa, relatamos a sintese de derivados dos triterpenos o, e B-amirina.
O nosso material de partida foi uma mistura de o e B-amirina na
propor¢do 1:2 extraida da resina da planta Protium heptaphyllum.’
Quinze derivados foram sintetizados (esquema 1.6).>* Os ésteres foram
preparados a partir da mistura de o e B-amirina utilizando os cloretos de
acidos apropriados em piridina. A oxidacdo em C3 foi conduzida com
PCC em CH,CI, e em C12 com cromato de t-butila. Os produtos foram
caracterizados através de ressonancia magnética nuclear de 'H e a
proporcéo de a e B foi determinada via cromatografia gasosa. Em todos
0s casos esta proporcdo se manteve a mesma em relacdo ao material de
partida.

Os compostos foram submetidos aos ensaios biol6gicos para
avaliacdo da atividade antinociceptiva ho modelo de dor induzida pelo
acido acético. No modelo farmacoldgico utilizado, todos 0s compostos
testados exibiram atividade antinociceptiva superior ao farmaco
comercialmente disponivel aspirina embora a maioria deles foi inferior a
mistura o e B-amirina. Os derivados propanoato de o e B-amirina 39,
hexanoato de o e 3-amirina 41 e octanoato de o e 3-amirina 42 exibiram
significante inibi¢do das constrigdes abdominais e foram mais efetivos
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gue a morfina neste modelo de dor. O derivado octanoato de o e f3-
amirina 42 foi o mais ativo exibindo efeito 418 vezes maior que a
morfina no modelo de dor testado. Em razéo destes resultados, o efeito
antinociceptivo do composto octanoato de o e B-amirina foi avaliado
utilizando outros modelos. No modelo de resposta nociceptiva induzida
pela formalina, o derivado 42 reduziu o comportamento de dor do
animal na fase inflamatéria do teste, porém néo reduziu a resposta na
fase neurogénica do teste. A administracdo por via oral também reduziu
significantemente as constricGes abdominais causadas pela injecdo de
acido acético, mas ainda assim ndo foi mais eficiente que a resposta
causada pela administracdo intraperitoneal. O forte efeito
antinociceptivo exibido pelo derivado 42 em relacdo aos outros
compostos sugere que a cadeia linear do ester seja de um tamanho ideal
para a interacdo com uma bolsa lipofilica situada no receptor, como
demonstrado pelo perfil classico da correlacdo entre a atividade
farmacoldgica e a propriedade fisico-quima log P. No entanto, outros
estudos sd0 necessarios para caracterizar 0 mecanismo de acdo
farmacoldgica deste derivado.

Cromato de t-butila
CHCly, Ac,0, AcOH
refluxo, 80%

PCC, CH,Cl,
ta.91%

35 R; = CHj3; R, = H; a-amirina 36
R; =H; R, = CH;; B-amirina

Cloreto de dcido
piridina, t.a.

37 (46%) R=H
38 (100%) R=CH;

39 (77%) R=CH,CH,

40 (64%) R=CH;CH,CH,
41 (67%) R=CH,(CH,);CH,
42 (85%) R=CHy(CH,)sCH,
43 (80%) R =CH;(CH,),CH,
44 (79%) R=CH;(CH,);;CH,
45 (80%) R=CgHs

46 (56%) R=4-Br-C¢H,

47 (71%) R=4-C-C¢H,

48 (35%) R =2-carboxi-C¢H,

38, cromato de t-butila
CHCl3, Ac,0, AcOH
refluxo, 62%

Esquema 1.6
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Os compostos foram submetidos aos ensaios biol6gicos para
avaliacdo da atividade antinociceptiva no modelo de dor induzida pelo
acido acético. No modelo farmacoldgico utilizado, todos os compostos
testados exibiram atividade antinociceptiva superior ao farmaco
comercialmente disponivel aspirina embora a maioria deles foi inferior a
mistura o e B-amirina. Os derivados propanoato de o e -amirina 39,
hexanoato de o e 3-amirina 41 e octanoato de o e 3-amirina 42 exibiram
significante inibicdo das constricGes abdominais e foram mais efetivos
qgue a morfina neste modelo de dor. O derivado octanoato de o e f3-
amirina 42 foi o mais ativo exibindo efeito 418 vezes maior que a
morfina no modelo de dor testado. Em raz8o destes resultados, o efeito
antinociceptivo do composto octanoato de o e B-amirina foi avaliado
utilizando outros modelos. No modelo de resposta nociceptiva induzida
pela formalina, o derivado 42 reduziu o comportamento de dor do
animal na fase inflamatdria do teste, porém ndo reduziu a resposta na
fase neurogénica do teste. A administracdo por via oral também reduziu
significantemente as constricGes abdominais causadas pela injecdo de
acido acético, mas ainda assim ndo foi mais eficiente que a resposta
causada pela administragdo intraperitoneal. O forte efeito
antinociceptivo exibido pelo derivado 42 em relacdo aos outros
compostos sugere que a cadeia linear do ester seja de um tamanho ideal
para a interagdo com uma bolsa lipofilica situada no receptor, como
demonstrado pelo perfil cléssico da correlacdo entre a atividade
farmacoldgica e a propriedade fisico-quimica log P. No entanto, outros
estudos sdo necessarios para caracterizar 0 mecanismo de agdo
farmacoldgica deste derivado.

Em outro trabalho,® foram descritos os resultados obtidos
guando os compostos foram avaliados quanto a sua atividade
antifGngica. A concentracdo inibitéria minima dos compostos foi
determinada contra Candida albicans, Candida glabrata, Candida
krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis. Dos compostos
testados, os derivados formiato de o e B-amirina 37, acetato de o e p-
amirina 38 e decanoato de o e B-amirina 43, inibiram todas as espécies
de Candida testadas, em concentracdes que vao de 66 a 862 nmol mL™,
O derivado formiato de o e B-amirina 37 exibiu o melhor resultado para
atividade antiflngica contra C. albicans o que levou a testar a sua
capacidade de inibir a adesdo desta espécie de Candida em células
epiteliais bucal humanas. O derivado 37 inibiu a adesdo de C. albicans
nas células epiteliais bucal em 65,3%. Este resultado é comparado ao
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farmaco fluconazol, que ha muito tempo ja estd disponivel
comercialmente para o tratamento da candidiase oral, que apresentou
porcentagem de inibicdo de 63,5%. A anfotericina B que também é um
farmaco muito utilizado como antifingico inibiu a adesdo de C. albicans
em 93,4%. Estes resultados obtidos com espécies oportunisticas de
Candida séo interessantes, porque o fluconazol e a anfotericina B séo
amplamente usados na terapia de infecgdes por Candida. Contudo, C.
krusei e C. glabrata tem uma alta propensédo a desenvolver resisténcia a
anfotericina B.>
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1.2. Objetivos

Em virtude dos resultados ja obtidos para os derivados
sintéticos da mistura de triterpenos o e B-amirina, 0s objetivos desta
parte do trabalho sdo:

e Avaliar a atividade antileishmania contra Tripanossoma cruzi.
e Avaliar a atividade citotoxica contra diferentes linhagens de
células tumorais.

e Avaliar o estudo do mecanismo de acdo antinociceptiva do
derivado octanoato de a e B-amirina (42) e buscar uma relacéo
estrutura-atividade.
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1.3. Resultados e discussao

Continuando os estudos com os derivados sintéticos da mistura
de triterpenos o e PB-amirina, os compostos foram submetidos aos
ensaios para ampliar o leque de atividade bioldgica destes triterpenos.
Além disso, foram determinados alguns parametros estruturais visando
o0s estudos de relacdo estrutura-atividade. Nesta etapa do trabalho foi
avaliada a atividade antileishmania, citotoxica e ainda a atividade
antinociceptiva visando caracterizar 0 mecanismo de acdo
farmacoldgica. Dado a importancia da presenca destes grupos inseridos
na estrutura de o e B-amirina, para os testes de atividade antileishmania
e citotoxica, preparou-se mais sete compostos. Escolheram-se o0s
derivados visando alterar os parametros eletrnicos e estéricos para um
estudo da relacdo entre a estrutura dos compostos e o efeito bioldgico. A
acilagdo do OH livre em C3 foi conduzida conforme metodologia
previamente publicada por Mallavadhani e colaboradores (2004)%
utilizando o respectivo é&cido carboxilico, DCC e DMAP em
diclorometano ou a partir dos respectivos cloretos de &cido em piridina.
A oxidacdo alilica em C11 foi realizada conforme metodologia ja
publicada pelo nosso grupo™ utilizando cromato de t-butila como agente
oxidante, Ac,0 e AcOH em CHCI; (esquema 1.7).

50 ou 52, CHCl3, R,
cromato de 7-butila,
Ac,0, AcOH, refluxo,

it i e ——

Cloreto de dcido
piridina, t.a.

R

R)J\O
R, =CHy R, = H; a-amirina 50 (65%) R =4-nitro-CqH, 55 (62%) R = 4-nitro-CgH,
R; =H; R, = CH;; p-amirina 51 (36%) R=4-amino-C¢H, 56 (63%) R =d-metoxi-C¢H,

52 (86%) R =d4-metoxi-CgH,
53 (76%) R =3,5-dinitro-C¢H,
54 (65%) R=CH;(CH,)sCH,

Esquema 1.7
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Apesar do esqueleto triterpenico ser de alta complexidade,
possui poucos e bem caracteristicos grupos funcionais que podem ser
modificados 0 que facilita a caracterizagdo dos produtos. Desta forma,
caracterizaram-se 0s derivados através da andlise dos espectros na
regido do infravermelho e por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio. A principal mudanga nos espectros de 1V dos produtos é o
aparecimento de bandas referentes as carbonilas de éster, cetona ou
ambas, quando presentes, na regido entre 1715 e 1740 cm™ e o
desaparecimento da banda referente ao estiramento OH na regido entre
3200 e 3400 cm™. No espectro de RMN de 'H dos produtos, observa-se
principalmente o deslocamento do sinal atribuido ao H3 de ~3,20 ppm,
observado no RMN de 'H do material de partida, para ~4,5 ppm no acil
derivado. Quando o carbono alilico C11 é oxidado levando a formagéo
da cetona, a multiplicidade do sinal atribuido ao H12 muda de duplo
dupleto para singleto. Lembrando que o hidrogénio H12 da a-amirina é
diferente do H12 da B-amirina aparecendo assim sempre dois sinais na
regido de 5,25 ppm.

Todos os derivados foram submetidos aos ensaios bioldgicos
para avaliar a atividade antileishmania e citotoxica.

1.3.1. Atividade antileishmania

As leishmanioses sdo enfermidades provocadas por
protozoarios do género Leishmania que sdo transmitidas através de
mosquitos conhecidos como fleb6tomos. Dependendo da espécie do
parasita, a leishmaniose pode produzir manifestagdes cutaneas,
mucocutaneas e viscerais as quais podem ser fatais quando nao tratadas.

Hoje, ainda ndo existe uma vacina contra leishmania. Além
disso, houve um aumento na resisténcia aos farmacos existentes como
anfotericina B e sais de antiménio pentavalente os quais exibem varios
efeitos colaterais.”” Em virtude da alta toxicidade associada aos
farmacos ja existentes, grandes esforcos tem sido feitos em busca de
NOVOS ComMpostos %ue possam agir como quimioterapicos no tratamento
das leishmanioses.”® E neste contexto que inserimos estes triterpenos 0s
quais tem exibido interessantes propriedades farmacolégicas incluindo
atividade antileishmania.>*®

Avaliou-se o efeito biolégico, através de uma triagem inicial, de
21 derivados, mais a mistura de o e P-amirina, contra a forma
amastigota de Leishmania amazonensis (cepa IFLA/BR/196/PH-8).*!
Entre os compostos testados, 17 mostraram algum efeito téxico contra
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Leishmania amazonensis, sendo que os derivados hexanoato de o e B-
amirina 41, 3-oxo-o. e B-amirina 35 e 3,11-dioxo-a. e B-amirina 36
inibiram o crescimento dos parasitas entre 86 e 97% (figura 3).

% de inibicao

35 40 45 50 55

compostos

Figura 3 — Triagem da atividade antileishmania dos derivados de o e 8-
amirina contra Leishmania amazonensis. A) mistura de o e B-amirina. B)
Anfotericina B. C) DMSO. Composto 48 néo foi testado.

Embora estes resultados sejam apenas uma triagem inicial, os
dados ja nos permitem fazer algumas projecBes referentes a relacdo
estrutura-atividade. Os derivados 37 — 44 e 54 foram preparados visando
avaliar o quanto uma mudanca na lipofilicidade dos derivados pode
afetar a poténcia do efeito bioldgico. Quanto maior a cadeia alquilica,
mais lipofilico sera o derivado. Surpreendentemente, entre 0os compostos
testados, apenas o derivado hexanoato de o e 3-amirina 41 exibiu efeito
leishmanicida superior ao controle anfotericina B. Além disso, nenhuma
tendéncia foi observada quando os resultados foram confrontados com o
aumento da lipofilicidade sendo que alguns derivados como o
propanoato de o e [-amirina e 0 decanoato de o e [-amirina
estimularam o crescimento dos parasitas. Estes resultados podem
indicar, como no caso da atividade antinociceptiva, um importante efeito
hidrofébico o qual implica que a estrutura deste derivado possui um
equilibrio apropriado entre a lipofobissidade e a lipossolubilidade. Os
derivados benzoilados 45 — 47, 50 — 53 e 55 - 56 foram preparados
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visando avaliar os efeitos eletrbnicos e estéricos na atividade
leishmanicida. No entanto, novamente nenhuma tendéncia foi
observada. Os derivados oxidados 35 e 36 foram o0s que,
surpreendentemente exibiram a maior porcentagem de inibicdo do
crescimento de Leishmania amazonensis.

A concentracdo efetiva para matar 50% dos parasitas (CEsp) foi
determinada para os derivados mais ativos. Os trés compostos testados
exibiram atividade antileishmania. Os derivados 41 e 35 exibiram efeito
aproximadamente 5 vezes mais potente que o farmaco utilizado como
controle anfotericina B (tabela 1).

Tabela 1 - Concentracéo efetiva (CE50) dos compostos mais ativos contra
Leishmania amazonensis

Compostos Atividade Leishmanicida (uM)
35 0,5 (x0,0)

36 44,3 (£17,1)

41 0,4 (x0,0)

Anfotericina B 2,2

1.3.2. Atividade citotoxica frente a linhagens de células
tumorais

Em trabalho previamente publicado,? relatamos a atividade
citotdxica frente a larvas de Artemia salina. O ensaio é de baixo custo e
de facil manuseio, ndo requerendo equipamentos especiais ou técnicas
assépticas. Na ocasido, este ensaio foi utilizado como um triagem inicial
para determinar a citotoxicidade dos 15 derivados de o e PB-amirina
sintetizados até aquele momento. Todos os derivados exibiram atividade
citotéxica. No entanto a dose letal necessaria para levar a morte 50 %
(Dlsp) das larvas nao foi inferior ao controle utilizado K,Cr,0O, sendo
assim todos os derivados menos toxicos que o controle. Apesar disso,
essa suposta toxicidade dos derivados de o, e B-amirina preocupa devido
ao fato de varios compostos serem promissores candidatos a farmacos
com efeito analgésico e antiflngico. Neste sentido, visando avaliar a
atividade antitumoral, os derivados foram submetidos a ensaios contra
linhagens de células tumorais humanas.
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A atividade antitumoral de uma grande variedade de triterpenos
ja foi descrita,®%46°0067%889 mas o que nos chamou a atencdo foi a
atividade relatada paro o derivado 3-oxo do 4cido oleandlico,” pela
semelhanca com os derivados de o e B-amirina. Desta forma, avaliou-se
a capacidade dos compostos em inibir o crescimento das células
tumorais de melanoma (UACC62), mama (MCF-7) e renal (TK-10).

O efeito antitumoral dos derivados de o e P-amirina foram
determinados de acordo com os protocolos estabelecidos pelo Instituto
Nacional do Cancer (EUA) utilizando o ensaio colorimétrico da
sulfarodamina B em uma placa com 96 pocos.”* A partir do triagem
inicial, observou-se que a maioria dos compostos exibiu fraca atividade
citotoxica frente as trés células tumorais. Apenas os derivados 3-0x0-a e
B-amirina 35 e 3,11-dioxo-a e B-amirina 36 exibiram significante efeito
citotdxico para todas as linhagens de células tumorais testadas. Entdo,
determinou-se a concentracdo inibitdria a 50% (Cls) destes derivados
mais ativos (tabela 2). Os derivados testados se mostraram ativos mas
nao tdo potentes quanto os controles altamente toxicos utilizados.

Tabela 2 - Atividade citotoxica frente as linhagens de células tumorais
humanas

Compostos MCE-7 (uM) TK-10 (uM) UACC-62 (uM)
35 30,4 (+4,3) 47,1 (+1,5) 32,7(+ 8,2)
36 15,0 (¢ 3,2) 44,1 (£12,2) nt
Etoposideo 0,03 0,40 1,40

nt = ndo testado

1.3.3. Estudo do mecanismo de acdo antinociceptiva do
derivado octanoato de a e f-amirina 42

Em trabalho previamente publicado’™, foi descrito ensaios
visando entender o mecanismo de agdo antinociceptiva da mistura de
triterpenos o e P-amirina. Os resultados sugerem que o efeito
antinociceptivo de o e B-amirina possivelmente envolve o receptor
vaniloide (TRPV1) ativando os canais de potéssio e o receptor opidide
blogueando a entrega da substancia P. Quando pequenas modificagdes
foram feitas na estrutura de o e B-amirina, observou-se um aumento
significativo no efeito antinociceptivo, no modelo de dor induzida por
injecdo intraperitoneal de &cido acético, para a maioria dos derivados,
principalmente para o butanoato de a e 3-amirina 40, hexanoato de o e
B-amirina 41 e octanoato de o e B-amirina 42> Destaque para o
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derivado 42 o qual exibiu efeito antinociceptivo 418 vezes maior que a
morfina no modelo de dor induzida por injecdo intraperitoneal de acido
acético. Agora, os esforcos estdo direcionados para entender o
mecanismo de ac¢do antinociceptiva deste derivado.

Uma série de ensaios farmacoldgicos foi realizada com o
objetivo de caracterizar o mecanismo de acdo antinociceptiva do
octanoato de o e B-amirina 42. De forma breve, estes ensaios
normalmente consistem em administrar um agonista que induz a dor
pela interagio com um determinado receptor. Em seguida, €
administrado o triterpeno ou um antagonista do mesmo receptor. No
caso de uma inibicdo da dor induzida pelo agonista, indica que o
composto teste possivelmente estaria interagindo com 0 mesmo
receptor.

O presente estudo demonstrou que:

(1) a administragdo do octanoato de a e [-amirina pela via
intraperitoneal produziu efeito antinociceptivo marcante e dependente
da dose nos modelos de nocicepcdo induzida pela capsaicina e
glutamato administrados na pata de camundongos;

(2) a administragéo sistémica do octanoato de o ¢ f-amirina reduziu a
nocicepgdo induzida pela administracdo intratecal de glutamato, SP e
capsaicina;

(3) a administrag¢ao intraplantar do octanoato de o e B-amirina ou de
capsazepina reduziu a nocicepcdo pela administracdo intraplantar de
capsaicina;

Dessa forma, foi investigado se a antinocicepcao produzida pelo
octanoato de o e B-amirina envolve a modulacéo dos receptores TRPV1
(receptor de potencial transiente vanil6ide 1). Os receptores TRPV1 séo
encontrados tanto no sistema nervoso central, quanto no sistema nervoso
periférico, e sdo envolvidos na transmissdo, integracdo e modulacdo da
sensacdo dolorosa. Sdo ativados por uma variedade de compostos
incluindo a capsaicina. A administracdo de capsazepina, um antagonista
dos receptores TRPV1, assim como 0 octanoato de o e P-amirina
provocaram antinocicepcéo indicando o envolvimento destes receptores.

(4) o mecanismo pelo qual o octanoato de o e B-amirina causa o efeito
antinociceptivo no modelo de contor¢fes abdominais induzidos pelo
acido acético parece nao envolver a acdo da proteina Gi/O sensivel a
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toxina pertussis, nem dos sistemas, opidide serotoninérgico, a2-
adrenérgico e colinérgico;

O pré-tratamento dos animais com toxina pertussis, em dose
capaz de inibir a proteina Gi/o e reverter parcialmente o efeito
antinociceptivo da morfina, ndo foi capaz de alterar o efeito
antinociceptivo do octanoato de o e B-amirina no modelo do acido
acético em camundongos.

O efeito antinociceptivo do octanoato de o e B-amirina, ao
contrario da morfina, ndo foi revertido pela administracdo prévia do
antagonista opitide ndo-seletivo, naloxona.

Os receptores a2-adrenérgicos parecem ndo estar relacionados
com o efeito antinociceptivo do octanoato de a ¢ f-amirina no modelo
do acido acético, uma vez que o pré-tratamento dos animais com
ioimbina, um antagonista dos receptores a2-adrenérgicos, ndo interferiu
com o efeito antinociceptivo do octanoato de a e p-amirina, na dose em
gue reverteu o efeito antinociceptivo da clonidina.

O sistema colinérgico parece nao estar envolvido com a acdo
antinociceptiva do octanoato de o e [B-amirina, uma vez que a
mecamilamina (antagonista seletivo dos receptores nicotinicos) e a
atropina (antagonista seletivo dos receptores muscarinicos) néo
alteraram o efeito antinociceptivo do octanoato de a e f-amirina, nas
doses que reverteram o efeito antinociceptivo dos agonistas especificos.

(6) a administragdo intraperitoneal do octanoato de a e B-amirina
reduziu de maneira dependente da dose a hiperalgesia térmica e
mecanica induzida pela bradicinina e pelo miristato de acetilforbol em
ratos;

O fato que o octanoato de a e B-amirina exibiu efeito anti-
hiperalgésico, tanto térmico quanto mecanico, somente em relacdo a
bradicinina e ao miristato de acetilforbol pode explicar, ao menos
parcialmente, a habilidade deste composto em interagir com a via da
proteina quinase C. Esta sugestdo é reforcada, pelo fato que a
nocicepcdo causada pelo carragenina, formalina e acido acético séo
sensiveis a inibidores da proteina quinase A e/ou da proteina quinase C.

(7) a administragdo do octanoato de a e [-amirina pela via
intraperitoneal reduziu a nocicepgao provocada pela injecdo intraplantar
de miristato de acetilforbol, mas ndo alterou a ativacdo da proteina
quinase C;
Foi mostrado neste trabalho que a administracdo de miristato de
acetilforbol na pata de animais provoca grande ativagdo da proteina
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quinase C, observado pela sua translocacdo do citosol para a membrana
celular. Além disso, o miristato de acetilforbol também provocou
pronunciado efeito nociceptivo.”*™ O octanoato de a ¢ B-amirina foi
capaz de reduzir de forma significativa e dependente da dose a
nocicepcdo gerada pelo miristato de acetilforbol, reforcando a sugestéo
de modulagio entre o octanoato de o e -amirina e a proteina quinase C.

No entanto, observou-se que 0 octanoato de a e -amirina ndo
causou diminuigdo na translocacdo da proteina quinase C (€) do citosol
para a membrana, 0 que descarta a possibilidade do composto estar
reduzindo a nocicepcdo gerada pelo miristato de acetilforbol por
inibicdo direta do subtipo de proteina quinase C avaliado. Um dos
caminhos que a proteina quinase C (¢) modula a nocicepcdo é pela
ativagdo dos receptores TRPV1. De fato, o efeito nociceptivo provocado
pelo miristato de acetilforbol parece ser em grande parte gerado pela
sensibilizacdo dos receptores TRPV1.” Além disso, inibidores
especificos para a proteina quinase C também reduzem a nocicepgéo
gerada pelo miristato de acetilforbol.”® Embora, o octanoato de a ¢ B-
amirina ndo tenha interferido especificamente com a ativacdo da
proteina quinase C (g), ele pode estar modulando outras proteinas
quinases, como a proteina quinase C (y) importante para a sensibilizacdo
do TRPV1 e do &cido N-metil-D-aspartico (NMDA) ou outros membros
da familia da proteina quinase C.

Em resumo, o octanoato de o e P-amirina exerce efeito
antinociceptivo rapido e de longa duracdo, bem como tem um perfil de
resposta diretamente relacionado a dose, quando avaliados em modelos
de nocicepgdo quimica em camundongos (acido acético, capsaicina,
glutamato e SP), bem como pronunciado efeito antihiperalgésico
(térmico e mecanico) em ratos. Interessantemente, o octanoato de o e f3-
amirina apresentou atividade antiinflamatéria no modelo de edema de
pata e pleurisia induzidas pela carragenina, reduzindo a migracéo celular
e a liberacdo de IL-1p (interleucina-1f. O mecanismo de acdo para esses
efeitos ainda ndo estd totalmente elucidado, necessitando de mais
estudos, contudo, o efeito parece ndo estar relacionado com a proteina
Gi/o sensivel a toxina pertussis, mecanismos opioides, serotoninérgicos,
a2-adrenérgicos e colinérgicos, mas envolve, porém, a0 menos em parte,
uma interagdo com as fibras sensiveis a capsaicina sem interferir
diretamente com a proteina quinase C (g).
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1.4. Concluséo

Nesta parte do trabalho foram preparados mais 7 derivados dos
triterpenos o e B-amirina. Foram obtidos principalmente derivados
benzoilados com grupos substituintes fortemente retiradores de
elétrons e fortemente doadores de elétrons para avaliar o0s
parametros eletrdnicos na expressdo do efeito biolégico. Os
derivados foram preparados a partir dos respectivos cloretos de
acido e os rendimentos ficaram entre 36 e 72%.

A atividade leishmanicida e citotoxica destes 7 derivados mais
0s 15 derivados preparados previamente foi avaliada. Os derivados
hexanoato de o e B-amirina (41), 3-oxo-a e B-amirina (35) e 3,11-
dioxo-a. e B-amirina (36) exibiram significante atividade
leishmanicida sendo que os derivados 35 e 41 foram mais potentes
que anfotericina B. Os derivados 3-0xo-a e B-amirina (35) e 3,11-
dioxo-o e B-amirina (36) exibiram significante efeito citotoxico para
todas as linhagens de células tumorais testadas com valores
semelhantes aos controles utilizados etoposideo e colchicina.

Em relagdo ao mecanismo de acéo antinociceptiva do derivado
octanoato de a e B-amirina, o efeito antinociceptivo parece ndo estar
relacionado com a proteina Gi/o sensivel a toxina pertussis,
mecanismos  opidides, serotoninérgicos, a2-adrenérgicos e
colinérgicos, mas envolve, porém, ao menos em parte, uma
interacdo com as fibras sensiveis a capsaicina sem interferir
diretamente com a proteina quinase C (g).
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1.5. Parte experimental

A mistura de o e B-amirina, na proporcdo 1:2, foi obtida do breu
branco (resina de Protium Heptaphyllum) com 41% de rendimento, e
caracterizada conforme procedimentos descritos por Susunaga e
colaboradores (2001).° Os derivados de a ¢ B-amirina 35 — 49 foram
preparados conforme previamente relatado por Soldi e colaboradores
(2008).” Os ensaios farmacolégicos visando entender o mecanismo de
acdo farmacoldgica do derivado octanoato de a e p-amirina 42 foram
realizados conforme métodos descritos por Marcon e colaboradores
(2009).

1.5.1. Materiais e métodos

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram
obtidos em espectofotdmetro Perkin Elmer FTIR 16 PC utilizando-se
pastilhas comprimidas de brometo de potassio anidro. Os espectros de
ressonancia magnética nuclear foram obtidos em aparelho Bruker
AC200 a 200 MHz para hidrogénio (RMN de *H) e 50 MHz para
carbono-13 (RMN de **C) e em espectrémetro Varian Mercury Plus &
400 MHz para hidrogénio (RMN de 'H) e a 100 MHz para carbono
(RMN de °C).

Para o fracionamento cromatografico em coluna foi utilizado
silica gel de granulacdo 70-230 mesh (0,063-0,2 mm) da Merck. Para
cromatografia em camada fina (ccf) foram utilizadas placas Alugram Sil
G/UV 54 com 0,20 mm de espessura da Macherey-Nagel. Os compostos
nas placas cromatograficas foram visualizados sob lampada de
ultravioleta a 254 nm e por imersdo das placas em anisaldeido sulfrico
e/ou solucdo de sulfato de cério 2N em acido sulfdrico seguido de
aquecimento da placa.

Os solventes utilizados para separagGes cromatogréaficas em
coluna de silica gel, em camada delgada e particdo liquido/liquido ndo
passaram por processos de purificagdo. Os solventes utilizados como
meio de reacOes foram tratados quando necessario.
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1.5.2. Procedimento geral para a preparacao dos derivados 50, 53 e 54

Os derivados de a e B-amirina 50, 53 e 54 foram preparados
conforme metodologia descrita por Mallavadhani e colaboradores
(2004).>® A uma solugdo de o e B-amirina (1,0 eq.) em CH,Cl, foram
adicionados o éacido carboxilico apropriado (2,0 eq.), a NN’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC, 5,0 eq.) e a 4-dimetilaminopiridina
(DMAP, 5,0 eq.). O sistema foi mantido sob agitacdo, a temperatura
ambiente (~ 25 °C), durante a noite (~ 18 hrs). A mistura reacional foi
filtrada, o solvente foi evaporado sobre presséo reduzida e o residuo foi
purificado por cromatografia em coluna (SiO,) utilzando a mistura
hexano: AcOEt (95:5 v:v) como eluente.

4-nitrobenzoato de a e f-amirina (50)

Obtido na forma de um sélido branco
com rendimento de 65%. R : 0,65
(SiO,, hexano/acetato de etila 95:5
Viv).

IV (pastilha de KBr): v(cm™): 1715
(C=0).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls)
d(ppm): 0,80 - 2,20 (perfil
caracteristico do substrato), 4,21 (m, H-3), 5,13 (m, H-12 do derivado de
-amirina), 5,18 (m, H-12 do derivado de a-amirina), 8,20 (d, J = 8,8
Hz), 8,29 (d, J = 8,8 Hz).

3,5-dinitrobenzoato de o e f-amirina (53)

Obtido na forma de um sélido branco
com rendimento de 76%. R; : 0,44
(SiO,, hexano/acetato de etila 95:5
Viv).

IV (pastilha de KBr): v(cm™): 1725

(C=0).
RMN de 'H (400 MHz, CDCly)
d(ppm): 0,80 - 2,20 (perfil

caracteristico do substrato), 4,86 (m, H-3), 5,15 (m, H-12 do derivado de
B-amirina), 5,19 (m, H-12 do derivado de a-amirina), 9,14 (singleto
largo, 2H), 9,23 (singleto largo,).
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octadecanoato de a e f-amirina (54)

Obtido na forma de um sélido branco
com 65% de rendimento. Rs : 0,73
(SiO,, hexano/acetato de etila 95:5
Viv).

IV (pastilha de KBr): v(cm™): 1715
(C=0).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls)
d(ppm): 0,80 - 2,20 (perfil
caracteristico do substrato), 4,21 (m, H-3), 5,13 (m, H-12 do derivado de
-amirina), 5,18 (m, H-12 do derivado de a-amirina).

1.5.3. Procedimento geral para a preparacao dos derivados 51 e 52

Os compostos 51 e 52 foram preparados utilizando o
procedimento descrito por Soldi e col. (2008).* Uma quantidade
apropriada da mistura o e B-amirina foi dissolvida em piridina anidra e
esta solucdo foi tratada com um excesso do cloreto de 4-amino ou 4-
metoxibenzoila. O sistema reacional foi mantido sob refluxo até o
substrato ser totalmente consumido. A formacdo dos produtos foi
monitorada por cromatografia em camada fina (SiO;) utilizando a
mistura Hexano: AcOEt (90:10) como eluente. Entdo, uma solugdo
aquosa com acido cloridrico a pH + 2 foi adicionada. O produto bruto
foi extraido com cloroférmio, lavado com solucdo saturada de
NaHCOj3, seco sob Na,SO, anidro e purificado usando cromatografia em
coluna (SiO,). O sistema de solvente utilizado como eluente foi a
mistura Hexano: AcOEt (95:5 v:v) fornecendo os derivados benzoilados
de a e B-amirina.

4-amino benzoato de a e f-amirina (51)

Obtido na forma de um sélido branco
com rendimento de 36%. R; : 0,28
(SiO;, hexano/acetato de etila 95:5
Viv).

IV (pastilha de KBr): v(cm™): 1722
(C=0).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls)
d(ppm): 0,80 -— 2,20 (perfil
caracteristico do substrato), 4,79 (m, H-3), 5,14 (m, H-12 do derivado de
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B-amirina), 5,20 (m, H-12 do derivado de a-amirina), 8,20 (d, J = 7,6
Hz), 8,29 (d, J = 7,6 Hz).

4-metoxibenzoato de a e f-amirina (52)

Obtido na forma de um sélido branco
com rendimento de 86%. R; : 0,47
(SiO,, hexano/acetato de etila 95:5
Viv).

IV (pastilha de KBr): v(cm™): 1712

(C=0).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls)
o(ppm): 080 — 2,20 (perfil

caracteristico do substrato), 3,86 (s, OCHjy), 4,71 (m, H-3), 5,14 (m, H-
12 do derivado de B-amirina), 5,19 (m, H-12 do derivado de a-amirina),
6,92 (d, J =8,0 Hz), 7,99 (d, J = 8,0 Hz).

1.5.4. Procedimento para a preparacéo dos derivados 55 e 56

Os derivados 55 e 56 foram preparados através de oxidacao, dos
compostos 17 e 19 respectivamente, utilizando o reagente cromato de t-
butila, de acordo com procedimento previamente descrito por Soldi e
col. (2008).>* O reagente cromato de t-butila foi preparado conforme
procedimento descrito por Pinto e col. (1988).”’

p-nitrobenzoato de 11-0xo0 « e B-amirina (55)

A uma solucdo de 205,7 mg (0,439
mmol) do derivado 50 em CHCI;,
foram adicionados 9,01 mL (95,6
mmol) de anidrido acético, 18,20 mL

(315,9 mmol) de écido acético e 9,01 P
mL de cromato de t-butila o SN\ F

recentemente preparado. A mistura
reacional foi mantida sob refluxo por
um periodo de 6 horas. Entdo, 130 mL de CHCI; foi adicionado e a fase
organica foi lavada com solucdo aquosa de acido oxalico 5%. A fase
organica ainda foi lavada com NaHCO3, seca com MgSQ, anidro e o
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O produto bruto foi
purificado através de cromatografia em coluna de silica gel utilizando
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heaxano como eluente. Foram obtidos 304,1 mg (62%) de um sdlido
amarelado. Ry 0,20 (SiO,, hexano/acetato de etila 95:5 v:v).

IV (pastilha de KBr): v(cm™): 1721 (C=0, ester) e 1654 (C=0, cetona).
RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) &(ppm): 0,80 — 2,20 (perfil
caracteristico do substrato), 2,34 (s, H-9), 4,80 (m, H-3), 5,56 (s, H-12
do derivado de B-amirina), 5,61 (s, H-12 do derivado de a-amirina),
8,20 (d, J=8,0 Hz), 8,35 (d, J = 8,0 Hz).

4-metoxibenzoato de 11-0xo0 a e g-amirina (56)

A uma solucdo de 199,2 mg (0,356
mmol) do derivado 52 em CHCl;,
foram adicionados 7,32 mL (77,5
mmol) de anidrido acético, 14,80 mL 0

(259,0 mmol) de acido acético e 7,32 ﬁo
mL de cromato de t-butila | o

recentemente preparado. A mistura
reacional foi mantida sob refluxo por
um periodo de 6 horas. Entdo, 130 mL de CHCI; foi a dicionado e a fase
organica foi lavada com solucdo aquosa de acido oxalico 5%. A fase
organica ainda foi lavada com NaHCOs, seca com MgSO, anidro e o
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O produto bruto foi
purificado através de cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano como eluente. Foram obtidos 127,6 mg (63%) de um solido
amarelado. Ry: 0,20 (SiO,, hexano/acetato de etila 95:5 v:v).

IV (pastilha de KBr): v(cm™): 1710 (C=0, ester) and 1663 (C=0,
cetona).

RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) §(ppm): 0,80 — 2,20 (perfil
caracteristico do substrato), 2,39 (s, H-9), 3,86 (s, OCHs), 4,73 (m, H-3),
5,55 (s, H-12 do derivado de B-amirina), 5,60 (s, H-12 do derivado de
a-amirina). 6,92 (d, J = 8,9 Hz’), 8,00 (d, J = 8,9 Hz).

1.5.5. Atividade leishmanicida

Os ensaios para a determinacdo da atividade leishmanicida
foram relizados no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais,
Centro de Pesquisas René Rachou, Fundacdo Oswaldo Cruz, Belo
Horizonte-MG sob a coordenagdo do Profesor Dr. Carlos leomar Zani.

Culturas axénicas da forma amastigota de Leishmania
amazonensis, previamente caracterizadas por meio de eletroforese de
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isoenzimas e depositadas no banco de cepas da Colegédo de Leishmania
do Centro de Referéncia em Tipagem de Leishmania do Instituto
Oswaldo Cruz, foram utilizadas para o ensaio, adotando-se o protocolo
proposto por Callahan et al. (1997)® com algumas modificacdes.
Amastigotas foram semeadas a 10® parasitos/mL e deixadas em meio
apropriado, na presenca ou ndo dos compostos em diferentes
concentracdes para calculo da concentracdo inibitéria minima (ICsg) e
farmacos controle. Apds 72 horas, a atividade dos compostos testados
sobre as amastigotas nos pogos teste foi medida pelo método
colorimétrico do MTT (Sigma/USA). A absorbancia das solu¢bes nos
pocos testes foi comparada com as absorbancias dos controles com e
sem drogas de referéncia (Anfotericina B). As substancias foram
consideradas ativas quando foram capazes de inibir acima de 70% a
proliferacdo dos parasitas.

1.5.6. Atividade citotoxica

Os ensaios para a determinacdo da atividade citotoxica foram
relizados no Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais, Centro de
Pesquisas René Rachou, Fundacdo Oswaldo Cruz, Belo Horizonte-MG
sob a coordenacdo do Profesor Dr. Carlos leomar Zani.

As linhagens celulares utilizadas para a avaliagdo da potencial
atividade anti-tumoral incluiram: melanoma (UACC62), mama (MCF-7)
e renal (TK-10).

As suspensfes das células foram utilizadas na concentracdo de
100.000 células/poco (placas de 96 pocos). Todas foram incubadas por
24hs a 37°C, 5%CO, para estabilizacdo. Apds estabilizacdo, todas as
células foram incubadas com as substancias por 48h em atmosfera de
5%C0O, e 100% de umidade, 37°C. Os ensaios foram realizados em
triplicata utilizando-se como controle positivo a colchicina e o
etoposideo. Foi realizado um controle com o solvente (DMSO) na
mesma concentracdo das amostras testes.

O ensaio para avaliacdo de viabilidade e proliferacdo celular é
baseado na reducéo metabodlica do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolium (MTT) a formazan’ e permite avaliar tanto a
proliferacdo quanto a viabilidade celular. A metodologia utilizada foi
descrita por Monks et al. (1991),” com modificacdes. Resumidamente,
faltando 4 horas para o final do periodo de incubagdo das culturas,
foram adicionados a cada pogo (contendo 200uL finais), 20ul de uma
solucdo de MTT (2,5mg/mL). Apds as 4 horas de incubagdo e formagédo
dos cristais de formazan, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado a
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vacuo. A cada pogo foram adicionados 200uL de uma solu¢do de HCI
0,04M em isopropanol. Apds solubilizacdo dos cristais de formazam
formados pela metabolizacdo do MTT pelas células vidveis, as placas
foram lidas em leitor de ELISA a um comprimento de onda de 595.

1.5.7. Atividade antinociceptiva

Os ensaios para a determinagdo do mecanismo de acéo
antinociceptiva do derivado octanoato de a e b-amirina foram realizados
sob a coordenacdo do Professor Dr. Adair Roberto Soares Santos do
Departamento de Fisiologia da UFSC, conforme métodos descritos por
Marcon e colaboradores (2009).”
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CAPITULO 2. Relagéo estrutura-atividade de estirilpironas,
isoladas de Polygala sabulosa A. W. Bennet, frente a afinidade
pelo sitio benzodiazepinico

2.1. Introducéo

As kavalactonas ou kavapironas sdo substancias de estrutura
guimica relativamente simples que se tornaram muito conhecidas da
populacdo em geral por estarem presentes nos extratos de kava-kava. A
Kava-kava ou kava é o nome dado tanto a um arbusto proveniente das
llhas do Pacifico, Piper methysticum, como a uma bebida psicoativa
feita do rizoma desta espécie. Bebidas a base de kava-kava ja vinham
sendo utilizadas a milhares de anos em encontros sociais e cerimonias
religiosas como um relaxante para alcancar um alto nivel de
consciéncia. Nos dias de hoje, a bebida também é utilizada contra a
fadiga, para reduzir a ansiedade, como tranquilizante e antidepressivo
buscando um bem estar fisico e mental.*#”** Estudos clinicos duplo-
cego mostraram que os extratos de kava sao tao efetivos quanto a terapia
benzodiazepinica utilizada no tratamento da ansiedade e ainda menos
efeitos adversos foram detectados com essas preparacbes a base de
kava-kava.’®® A busca pelos constituintes responsaveis pelos efeitos
bioldgicos do cha de kava iniciou héa cerca de 160 anos. Uma série de
aproximadamente 17 compostos (figura 10), conhecidos como
kavapironas ou kavalactonas, foi isolada principalmente das raizes e
rizomas e caracterizados como 0s constituintes ativos presentes no cha
de kava. As estruturas destas kavalactonas diferem principalmente no
padrdo de substituicdo do anel aromatico que pode apresentar metoxilas,
hidroxilas ou o grupamento metilenodioxi e ainda nos pares de carbonos
C5-C6 e C7-C8 que podem estar na forma saturada ou insaturada.

Recentemente, nosso grupo relatou resultados envolvendo a
espécie vegetal Polygala sabulosa, da qual foram isoladas e
identificadas trés 6-diidroestiril-4-metoxi-2-pironas (DST 1, DST 2 e
DST 3) e quatro 6-estiril-4-metoxi-2-pironas (STY 1, STY 2, STY 3 e
STY 4; ver figura 2). Segundo os autores, para o isolamento destes
compostos foram utilizados 623,0 g de planta fresca e a partir do extrato
sollvel em acetato de etila (13,9 g), foram obtidas 26,0 mg da DST 1,
58,0 mg da DST 2, 43,0 mg da DST 3, 86,0 mg da STY 1, 50,0 mg da
STY 2e 78 mg da STY 4. A partir do extrato soltvel em diclorometano
(11,3 g) foi obtido 20,0 mg da STY 3.2 Em relagdo a massa de
material vegetal fresco os rendimentos variaram entre 0,003 a 0,01 %.
Embora o género Polygala seja conhecido pelo acimulo de xantonas,
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nenhum composto pertencente a esta classe foi isolado. Como
consequencia deste desvio na biogénese, proposto por Pizzolatti e
colaboradores,"* os extratos da espécie Polygala sabulosa nio
apresentam os mesmos efeitos bioldgicos que outras espécies do género.
De fato, extratos e fracdes preparados a partir de P. sabulosa, exibiram
significante agdo no sistema nervoso central em modelos de ansiedade e
depressdo. Um simples olhar para as estruturas das diidroestiril e
estirilpironas isoladas da espécie Polygala sabulosa, é suficiente para
observar uma semelhan¢a com as estruturas das kavalactonas isoladas
da espécie Piper methysticum. No entanto nenhuma relacdo foi
encontrada entre as espécies Polygala sabulosa e Piper methysticum.

SR, = OCH3, R, =R; = H (iangonina)

58) R; =R, = R; = H (desmetoxi-iangonina) 62) (dihidrometisticina)
59) R; = R; = OCHj, R, = H (10-metoxi-iangonina) 63) A7 (metisticina)
60) R; =R, = OCHj;, R; = H (11-metoxi-iangonina) 64) AS6 (5,6-dehidrometisticina)

61)R; = OCH3, R, = OH, R; = H (11-hidroxi-iangonina)

65) R, =R, = H, A7 (kavaina) 72) R, = B-OH (7,8-dihidro-5-
66) R; =R, = H, (7,8-dihidrokavaina) hidroxikavaina)
67) R; = OCH3;, R, = H, (5,6-7,8-tetrahidroiangonina) 73) R, = OH, A”-%, (Hidroxikavaina)

68) R, = OCHj;, R, = H, A%, (7,8-dihidroiangonina)

69) R, = OCHx, R, = H, A78, (5,6-dihidroiangonina)

70) R; =R, = OCHj, (11,12-dimetoxidihidrokavaina)

TR, = OCHJ, R, = OH, (11-hidroxi-12-metoxi-dihidrokavaina)

Figura 3 - Compostos isolados da planta kava-kava (Piper methysticum)
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Entdo os compostos isolados também foram avaliados quanto
aos seus efeitos no sistema nervoso central. Uma importante acdo
central incluindo efeito ansiolitico, hilpnosedativo e anticonvulsivante
dos compostos isolados foi detectada.”® Os compostos DST1 e STY4
foram os mais potentes exibindo efeito ansiolitico similar ao farmaco
diazepam comercialmente disponivel (ver tabela 3).

Além disso, experimentos de “binding” no sitio
benzodiazepinico foram realizados com o objetivo de caracterizar o
mecanismo de acdo central destes compostos. Para estes ensaios foi
utilizado o modelo de inibicdo da ligacdo do [°H]-flunitrazepam,
farmaco que se liga fortemente ao sitio benzodiazepinico. Se a
substancia candidata a farmaco inibir essa ligacéo, significa que possui
uma interacdo com o sitio benzodizepinico. Os resultados mostraram
que todas as estirilpironas foram capazes de inibir a ligacdo do [*H]-
FNZ ao sitio benzodiazepinico, com diferentes poténcias indicando uma
interacdo parcial com o sitio benzodiazepinico.

2.1.1.Acido Gama-Aminobutirico (GABA) e receptores
GABA

O 4cido y-aminobutirico (GABA) é um dos mais importantes
transmissores inibitorios do sistema nervoso central. Esta envolvido na
regulacdo do sono, convulsdes e ansiedade.?*#*%85% Atua em dois
tipos distintos de receptores: 0 GABA,, que consiste em um canal
regulado por ligante, e 0 GABAg que é um receptor acoplado a proteina
G. Os receptores GABA possuem localizagdo pos sindptica e medeiam
a inibicdo pés sinaptica rapida. O canal associado é seletivamente
permeavel a ions cloreto. O afluxo destes ions cloreto hiperpolariza a
célula e reduz sua excitabilidade. O que se conhece até 0 momento sobre
a estrutura dos receptores GABA € que sdo pentameros compostos de
trés subunidades diferentes (a., B, y) que formam uma série de a-hélices
em torno de um poro central, conhecido como canal idnico (figura 4).
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Tabela 3 - Resultados In vivo (obtidos do labirinto de cruz elevada) e in
vitro (ensaios de “binding” com o sitio benzodiazepinico) para as
diidroestiril-2-pironas (DSTSs) e estiril-2-pironas (STYSs).

Resultados  Resultados

Compostos Estrutura - .
In vivo In vitro

OCH,

~
DST 01 5 pmol 100,0 uM
<° o So
o)

OCH,

OCHj, A
DST 02 . ijfi na 41,7 M
< (o] 0
O

OCH,

OCHj;3 N
DST 03 ° o 0,3 fmol 35,8 uM
<° OCH,

OCH,

STY 01 5 pmol 90,3 uM
STY 02 na 31,0 uM
STY 03 na nt

STY 04 0,2 pmol 70,0 uM

%0s procedimentos detalhados foram descritos por Duarte e col. ™.
na — ndo ativo; nt — ndo testado.
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GABA
Benzodiazepinico

Barbitdricos
\4

Canal de CI" ativado por GABA
(Receptor GABA,)

Figura 4 - Modelo do complexo receptor GABAA

Os receptores GABA, sdo alvos de varios farmacos
importantes de acdo central, em especial os benzodiazepinicos. Esta
grande classe de compostos possui importantes efeitos sedativos e
ansioliticos potencializando os efeitos do GABA sobre os receptores
GABA,. Apesar do alto consumo destes farmacos, eles ainda
apresentam alguns efeitos colaterais como sonoléncia, esgotamento
mental, potencializacdo dos efeitos do etanol, amnésia, relaxamento
muscular, dependéncia fisiolégica e sindrome de
abstinéncia.87'88'15'89'90'91

Os benzodiazepinicos ligam-se com elevada afinidade ao sitio
benzodiazepinico, que est4 inserido neste complexo receptor GABAA.
Os benzodiazepinicos sedativos, como o diazepam, sdo agonistas
(potencializam a a¢do do GABA), enquanto os andlogos convulsivantes,
como o flumazenil sdo antagonistas. Alguns dos principais agonistas do
sitio benzodiazepinicos com seus respectivos nomes comerciais e
laboratério de origem estio apresentados na figura 5.%
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NHCH;

HaC H
\ 0 \ o
N N N
seficefiices
cl =N cl /ﬁ\e cl —N
5}

Nome genérico: Diazepam Clordiazepoxido Clorazepato
Nome comercial: Valium Psicosedim Tranxilene

Laboratério: Roche Roche Abbot
H H H
\ e \_ A \op
N N N
cl _—N cl —N Br __—N
Cl —
N
Nome genérico: Lorazepam Oxazepam Bromazepam
Nome comercial: Lorax Serax Lexotan
Laboratério: Wyeth Wyeth Roche

Figura 5 - Substancias agonistas do sitio benzodiazepinico e seus nomes
comerciais

Diante destes resultados, nosso interesse € encontrar as
principais caracteristicas destas estruturas (DSTs e STYS) que suportam
os resultados experimentais e comparar com 0s ja conhecidos
benzodiazepinicos. Este trabalho podera contribuir para o
desenvolvimento de novos analogos das estirilpironas naturais ainda
mais ativos e mais especificos. Neste sentido, a relacdo entre a estrutura
guimica destas substancias naturais e o efeito farmacolégico que elas
produzem foram determinados utilizando calculos computacionais.
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2.1.2.Relacdo entre a estrutura quimica e atividade
biologica

A elucidacdo dos fatores que influenciam os efeitos bioldgicos
de substancias de origem natural é muito importante para o design de
novos farmacos com maior poder de agdo. Se um determinado composto
possui estrutura quimica similar a algum farmaco, podera exibir efeito
bioldgico ser ser mais ou menos potente e com ou sem efeitos colaterais.
Estes estudos onde as atividades bioldgicas sdo estruturalmente
relacionadas sdo chamados de relacdo estrutura-atividade (SAR). SARs
podem ser utilizados para determinar as partes das estruturas, ou grupos
farmacoforicos, responsaveis pelos efeitos bioldgicos.

As principais propriedades de uma estrutura que normalmente
influenciam na atividade bioldgica sdo lipofilicidade, efeitos eletronicos
e efeitos estéricos (tamanho e forma da molécula). A determinacédo
destes parametros se tornou possivel nos Gltimos anos com o grande
avanco das ferramentas tedricas que permitem a previsdo de um nimero
maior de pardmetros moleculares em um tempo muito menor.

2.1.3.A ferramenta tedrica

A determinagdo dos parametros eletrénicos e moleculares
necessarios para descrever quimicamente um efeito bioldgico necessita
de uma ferramenta adequada. Por sorte, a quimica computacional tem
evoluido muito nos Gltimos anos e temos agora uma grande variedade de
métodos & disposicao para estudar tais pardmetros. Pode-se dizer que a
teoria do funcional densidade (DFT) tem influenciado profundamente a
evolucdo da quimica quantica durante os Gltimos 20 anos — o termo
revolucionar seria mais apropriado. Baseado nos famosos teoremas de
Hohenberg e Kohn, os métodos DFT oferecem uma grande vantagem
para o desenvolvimento de estratégias computacionais, para obter
informacGes sobre a energia, estrutura e propriedades de moléculas (e
atomos), a um custo computacional mais barato comparado com os
tradicionais métodos ab initio.* Os métodos DFT s&o excelentes para
descrever o estado fundamental, e como resultado obtém-se excelentes
geometrias, frequéncias e relativa acuracia na energia. A teoria do
funcional de densidade é uma descricdo de um sistema atdmico ou
molecular em termos da densidade de elétrons.** %>

O principal interesse é utilizar a teoria do funcional de
densidade (DFT) para determinar parametros eletrénicos que possam
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ajudar no estudo de relagdo entre a estrutura e a atividade bioldgica. De
forma simples, estes pardmetros podem ser obtidos através das energias
do HOMO e LUMO utilizando as equagdes 1 e 2:

@)

I+A _ _Shomo T Eiumo

2 2

I3

X

I = A _ €umo ~ Eromo

2 2

I

(2) n

onde yé a eletronegatividade, 1 é o potencial de ionizacdo e A ¢é a
afinidade eletrénica. epomo € €Lumo SA0 as energias dos orbitais
ocupado de maior energia e desocupado de menor energia,
respectivamente. Através da equacdo 2, calcula-se a dureza global
utilizando a energia dos orbitais de fronteira. O quadrado da
eletronegatividade (y) dividido pela dureza quimica () resulta no indice
de eletrofilicidade (eg. 3).

3) o =y"2n
onde o fator %2 vem da definicdo da dureza quimica da equacdo 2. O
célculo do indice de eletrofilicidade foi apresentado primeiramente por

Maynard e colaboradores (1998)%" e recebeu a definicdo de “indice de
eletrofilicidade” por Parr e colaboradores (1999).%

59



Capitulo 2 — Objetivos

2.2. Objetivos

Determinar os principais parametros eletrénicos, utilizando o
funcional de densidade (DFT), das estruturas quimicas das
estirilpironas.

Buscar uma relagcdo entre os pardmetros calculados e os
resultados obtidos nos ensaios de “binding” no sitio
benzodiazepinico.

Comparar os parametros eletronicos das estirilpironas com 0s
parametros eletrénicos de benzodiazepinicos como Diazepam e
Flunitrazepam visando encontrar caracteristicas comuns.
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2.3. Resultados e discussao

O estudo fitoquimico da espécie Polygala sabulosa resultou no
isolamento de trés 7,8-diidroestirilpironas (DST1, DST2 e DST3) e
quatro estirilpironas (STY1, STY2, STY3 e STY4) conforme descrito
por Pizzolatti e colaboradores (2000 e 2004).1*** Os compostos foram
avaliados quanto ao efeito no sistema nervoso central utilizando
modelos in vivo e in vitro. Os estudos in vitro sugerem uma interacdo
parcial com o sitio benzodiazepinico uma vez que os compostos DST2 e
03 e STY1, 02 e 04 foram capazes de deslocar a substancia °H-
flunitrazepam (°*H-FNZ) nos ensaios de “binding” com o sitio
benzodiazepinico. Em raz&o destes resultados, nosso objetivo é entender
€omo 0s grupos substituintes nas DSTs e STYs afetam a afinidade pelo
sitio benzodiazepinico para encontrar os parametros estruturais que
suportam os dados experimentais.

A principal diferenca entre estes dois grupos de estruturas é a
presenca de uma ligacdo dupla entre os carbonos C7 e C8 no sistema
STY formando assim um sistema conjugado do anel aromatico (B) até o
anel lactona (A). Portanto o esqueleto estrutural DST possui maior grau
de liberdade com um aumento significativo do nimero de possiveis
conformeros. Apesar disso, os efeitos biolégicos ndo foram muito
diferentes quando sdo comparadas as DSTs e STYs. Os compostos
DST1 e STY1 foram os que exibiram a menor afinidade pelo sitio
benzodiazepinico e os compostos DST2 e STY2 foram ativos exibindo
efeito na mesma ordem de grandeza. Estes resultados indicam que a
presenca ou auséncia da ligacdo dupla C7-C8 ndo é um fator essencial
para a interagdo com o sitio benzodiazepinico.

Para visualizar as conformacfes espaciais mais estaveis, as
energias das estruturas foram minimizadas utilizando o programa
Hyperchem 8.0 (versdo de avaliacdo).*® Como ja era esperado, a
auséncia da ligacdo dupla em C7-C8 nas diidroestirilpironas (DSTS)
leva a uma preferéncia conformacional fora do plano (figura 6). J& para
as estirilpironas, STYs, foram encontradas estruturas com preferéncia
conformacional no plano ou levemente distorcida, principalmente no
caso da STY3, devido a presenga de uma metoxila no carbono C10. No
caso das DSTs, estas estruturas podem assumir uma conformacao
favoravel que pode ser similar as STYs quando conectadas ao sitio
receptor. As barreiras de energia entre os conformeros das DSTs s&o
muito baixas permitindo uma reorganizacdo espacial da estrutura das
DSTs no receptor. Desta forma, devido ao grande nlmero de
conférmeros para as DSTs e sua importancia secundéria, deciciu-se
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explorar apenas uma forma conformacional. As otimizagGes da
geometria foram realizadas com os anéis A e B no mesmo plano.

N
<

/

|
N

DST1 DST2 DST3 sSTY1

A
N
I

STY2 STY3 STY4

Figura 6 - Estruturas das estirilpironas com energia minimizada

Para as estirilpironas (STYs), embora tenham uma estrutura
mais rigida, ainda é possivel um grande nimero de conférmeros. Entéo,
decidiu-se calcular a barreira de energia entre 0s conférmeros apenas
com os anéis A e B no mesmo plano, os quais foram denominados
conformero (i) e conférmero (ii) (figura 7). As barreiras de energia entre
(i) e (ii), calculadas em fase aquosa e fase gasosa, se encontraram em
uma faixa relativamente pequena. Os valores absolutos da AE rotacional
(kcal.mol™) sdo0 2,12 (STY1), 2,05 (STY2), 1,21 (STY3) e 0,38 (STY4)
em fase aquosa e 2,69 (STY1), 2,73 (STY2), 1,66 (STY3) e 0,69
(STY4) em fase gasosa. Os baixos valores de AE indicam a flexibilidade
conformacional das moléculas permitindo a reorientacdo, se necessario,
durante o processo de ligacdo com o receptor.
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OMe
Ligacdes com rotacio livre nas
7,8-dihidroestirilpironas (DSTs)
= o o
R— B
S
' OMe 0.5 - 2.2 Kcal.mol”! o !
' !
3 fase aquosa o 3
| A Al ‘
' X '
= X o o] = X OMe |
R— B | R— B | :
i X X i
! - . '
' conformero (i) Ligagdes com rotacio livre conformero (i) '
' '
)
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Figura 7 - conférmeros e barreira de energia para rotacdo das
estirilpironas (STY)

Além disso, deve ser destacado que os grupamentos metil
possuem rotacdo livre 0 que aumenta 0 ndmero de possiveis
conformeros. Para evitar este problema, as geometrias utilizadas foram
as com menor impedimento estérico onde 0s grupos metil estdo
orientados para o lado oposto aos grupos mais volumosos.

Em relacdo aos ensaios de “binding” no sitio benzodiazepinico,
uma relacdo direta entre 0 nimero de metoxilas e a afinidade pelo
receptor foi encontrada. Para os compostos DST1,02e 03 e STY1,02 e
03, um aumento no ndmero de metoxilas nas posicdes C10 e C14,
aumenta a afinidade pelo sitio benzodiazepinico. Esta tendéncia €
aceitavel uma vez que os oxigénios dos grupos metoxila podem agir
como aceptores de ligacdo hidrogénio ajudando na interacdo com
doadores de ligacao hidrogénio presentes no sitio do receptor.

Além disso, a insercdo de grupamentos metoxila pode alterar
alguns parametros eletrénicos e topoldgicos como log P, volume
molecular e refratividade molar os quais sdo importantes na interacdo
com o receptor. Estes parametros foram calculados para 0s compostos
naturais e para os farmacos comercialmente disponiveis diazepam e
flunitrazepam para comparacéo (tabela 4).
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Tabela 4 - parametros calculados DST 1, 2, 3, STY 1, 2, 3 e 4,
flunitrazepam (FNZ) e diazepam (DZP).

Parametros

Massa Log P Volume Refratividade  Atividade

Molar (uma) molecular (A%) molar (A% (UM)
DST 01 274,27 -1,29 785,23 77,24 100
DST 02 304,30 -2,29 843,04 83,61 41,7
DST 03 334,33 -3,28 911,49 89,99 35,8
STY 01 272,26 -1,41 771,64 78,20 90,3
STY 02 302,28 -2,40 841,30 84,57 31,0
STY 03 332,31 -3,40 914,36 90,95 nt
STY 04 288,30 -1,60 857,72 85,36 70,0
FNZ 313,29 -0,25 826,92 89,45
DzP 284,75 0,94 796,04 87,82 0,008

*Dados calculados utilizando QSAR do Hyperchem 8,0 (cépia de avaliagdo).”
nt = ndo testado

A hidrofobicidade é um importante parametro que esta
diretamente relacionado a habilidade do composto ser absorvido,
distribuido, transportado e excretado. A medida da hidrofobicidade pode
ser representada pelos valores de log de P, o qual expressa a capacidade
com que o composto se dissolvera no meio, passara através das
membranas e alcangard os sitio ligante do receptor. Segundo os dados de
log P mostrados na tabela 4, observou-se uma tendéncia para o grupo
das diidroestirilprinas (DSTs) e uma tendéncia para 0 grupo da
estirilpironas (STYs). Para os dois casos, 0 aumento no ndmero de
metoxilas diminui o Log P e aumenta a afinidade pelo sitio
benzodiazepinico. Os valores calculados de log P para os compostos
naturais foram menores que os valores de log P para os padrdes
comerciais embora a afinidade pelo sitio benzodiazepinico foi maior
para o farmaco comercialmente disponivel diazepam. No entanto, para
um ensaio de “binding”, os valores de Log P assumem uma importancia
secundéria ja que ndo ha necessidade de absorcdo e transporte das
substancias. Aqui, cabe destacar que, apesar de ndo se observar uma
correlacdo, os compostos naturais exibiram, nos ensaios in vivo, efeito
ansiolitico mais pronunciado do que o farmaco diazepam. Comparando
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0 composto DST1 com DST3, observou-se um log P menor para DST3
o0 qual exibiu efeito ansiolitico superior nos ensaios in vivo. A substancia
STY4, comum Log P de -1,60 exibiu efeito ansiolitico superior a STY1
que possui Log P calculado de -1,41. Surpreendentemente, DST2 e
STY2 ndo exibiram efeito ansiolitico nos ensaios in vivo e DST3 foi
ativa na ordem de 0,3 fmol enquanto STY3 ndo apresentou atividade
ansiolitica neste modelo. Estes resultados deixam claro que existem
outros parametros que podem estar influenciando o efeito ansiolitico.
Desta forma decidiu-se calcular outros descritores visando encontrar
uma caracteristica que justifique a interagdo com o0 sitio
benzodiazepinico. Com base na premissa de que uma boa interacdo com
0 receptor requer que o ligante tenha um tamanho ideal, o volume
molecular dos compostos naturais, diazepam e flunitrazepam foram
calculados. O aumento no nimero de metoxilas aumenta o volume
molecular e assim aumenta a afinidade pelo sitio benzodiazepinico. Os
volumes moleculares dos padrGes comerciais ficaram na faixa dos
produtos naturais indicando que este é um bom parametro para ser
levado em conta no planejamento de compostos que interagem no sitio
benzodiazepinico. Outro descritor importante é a facilidade com que a
molécula se ajusta ao receptor. Esse pardmetro pode ser expresso pelos
valores calculados da refratividade molar. Para ambos os grupos de
estruturas, DST e STY, aumentando o nimero de metoxilas, aumenta a
refratividade molar o que indica uma maior capacidade de se ajustar a
forma do receptor. Comparando-se os pares de estruturas (DST 01 vs
STY 01, ...), notou-se uma refratividade molar levemente superior para
0 grupo STY os quais também possuem uma afinidade superior pelo
sitio benzodiazepinico. De uma forma geral, os parametros calculados e
acima descritos, estdo proximos aos calculados para os padrbes
comerciais flunitrazepam e diazepam. A pequena diferenca encontrada
ja era de certa forma esperada ja que os compostos naturais sé
demonstraram uma interacdo parcial com o sitio benzodiazepinico. O
objetivo aqui seria buscar uma tendéncia para que possamos entender a
importancia de cada grupo na interagdo com o receptor e apds isso
planejar estruturas que interagem mais fortemente com o sitio
benzodiazepinico. Os parametros estudados até agora ndo nos déao
informacGes suficientes para planejar a sintese de novos compostos.
Desta forma decidiu-se continuar os estudos buscando as caracteristicas
do sitio receptor e comparando com as estruturas de compostos que ja
sdo conhecidos por interagir com o sitio benzodiazepinico.

Sabendo que as interacbes das estiripironas com o sitio
benzodiazepinico sdo significantes, podemos determinar o quanto as
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estruturas dos compostos naturais sdo consistentes com 0S grupos
farmacoforos hipotéticos requeridos para o reconhecimento do receptor.
Para explicar as interacfes entre ligantes e receptor, varios modelos de
farmacoforos baseados em estudos da interacdo ligantes-sitio
benzodiazepinico foram desenvolvidos. Como um exemplo, o modelo
proposto por Zhang e colaboradores (1995)'® pode ser utilizado para
melhorar o entendimento em relacdo as interacdes ligante-receptor.'™
Este modelo descreve uma série de requisitos para os ligantes
apresentarem forte interacdo com o sitio benzodiazepinico. As
interacdes entre ligantes e receptor ocorrem principalmente através de:

a) um aceptor de liga¢do hidrogénio;

b) um doador de ligacdo hidrogénio;

c) um doador/aceptor de ligacdo hidrogénio;
d) uma bolsa lipofilica;

e) e sitios estericamente impedidos.

Este modelo foi desenvolvido utilizando uma grande série de
ligantes com atividade ansiolitica e as principais caracteristicas podem
ser usadas para avaliar outros compostos que interagem com o sitio
benzodiazepinico. Extrapolando este modelo para as diidroestirilpironas
e estirilpironas, as interacGes poderiam estar ocorrendo através dos itens
(@), (d) e (e) da mesma forma que os benzodiazepinicos o fazem.

Outro estudo comparativo da afinidade com o sitio
benzodiazepinico para benzodiazepinicos e ndo-benzodiazepinicos
revelou que todos os ligantes apresentam um anel aromatico ou
heteroaromatico. Acredita-se que a presenca destes anéis seja importante
devido a interagdes do tipo “n—m stacking” com residuos de
aminoacidos aromaticos e um grupo aceptor de prdton que estaria no
mesmo plano do anel aromatico o qual interage com um residuo de
histidina no receptor. Estes requisitos também sdo cumpridos pelas
estruturas dos compostos naturais (figura 8), indicando o potencial
destes compostos para o tratamento da ansiedade. Esta comparacao
também confirma a importancia do grupo 2-pirona para a expressdo do
efeito biologico.
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Estirilpironas Benzodiazepinicos receptor hipotético

Figura 8 - Grupos semelhantes presente nas estruturas das estirilpironas e
nos benzodiazepinico e um exemplo de aproximagdo destas estruturas no
sitio hipotético de um receptor

Estes modelos de farmaco6foros nos levaram a estudar outros
parametros visando avaliar as similaridades entre as estirilpironas (DSTs
e STYs) e benzodiazepinicos. Baseado nos resultados dos volumes
moleculares e considerando que 0s compostos naturais devem ter a
mesmo tamanho de uma ponta a outra da molécula, calculou-se a
distancia entre os anéis A e B das DSTs e STYs e comparamos com 0S
padrBes comerciais diazepam e flunitrazepam. A distancia média entre o
oxigénio da carbonila ao centro do anel aromatico foi 2,64 A para todos
0s compostos naturais, sendo que para o diazepam foi 2,79 A e para o
flunitrazepam foi 2,78 A. Esta diferenca de aproximadamente 0,15 A é
devida ao anel de 7 membros dos padrdes comerciais 0s quais possuem
um maior diametro interno que o anel de 6 membros dos compostos
naturais. Além disso, 0 anel de 7 membros ndo é planar como a pirona ja
que a conformacdo preferencial do grupo metileno do diazepam e
flunitrazepam é fora do plano. Considerando que os ligantes podem
interagir com o receptor através de interacfes i6nicas e dipolo-dipolo,
elou ligacdes hidrogénio e covalentes, esta diferenca de 0,15 A ainda
permite a aproximagdo e interacdo de DSTs/STYs com o sitio
benzodiazepinico, uma vez que o comprimento de ligagcbes como O-H e
H-H, por exemplo, séo de 0,94 e 0,74 A, respectivamente.

Visando investigar a relacdo entre a estrutura quimica e
afinidade pelo sitio benzodiazepinico, calcularam-se alguns pardmetros
como eletronegatividade (y), dureza (m), potencial de ionizagdo (1),
afinidade eletronica (A) e indice de eletrofilicidade (») (tabelas 5 e 6).
Os resultados ndo mostraram nenhuma diferenca significativa entre os
calculos em fase aquosa e fase gasosa em relagdo a ordem de energia.
Além disso, a ordem de energia para os diferentes conférmeros i e ii
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também foram semelhantes. Quando comparamos separadamente 0sS
resultados obtidos para os compostos DST1, 02 e 03 e para 0s
compostos STY1, 02, 03 e 04, boas tendéncias foram encontradas. Dos
parametros investigados, o indice de eletrofilicidade (w) apresentou a
melhor relacdo com a atividade bioldgica em ambas as fases aquosa e
gasosa. A afinidade pelo sitio benzodiazepinico aumenta quando o
indice de eltrofilicidade ¢ menor. Por inspecdo visual, conforme ja
mencionado, a afinidade pelo sitio benzodiazepinico aumenta para 0s
compostos que possuem o grupo metileno dioxi (DSTL1, 02 e 03 e
STY1, 02 e 03) e grupos metoxila. Estes dados estdo em concordancia
uma vez que o efeito doador de elétrons dos grupos metoxila reduz o
indice de eletrofilicidade. Além disso, deve ser lembrado que o indice de
eletrofilicidade é uma medida da mais baixa energia devido a0 maximo
fluxo de elétrons entre doador e aceptor.” Entdo, pode-se assumir que a
interacdo entre ligante e receptor sera mais forte quando os orbitais dos
ligantes permitirem maior fluxo de elétrons. De fato, quando
consideramos 0s dois grupos de estruturas (DSTs e STYS)
separadamente, a afinidade pelo sitio benzodiazepinico aumenta
conforme o indice de eletrofilicidade diminui para cada grupo de
estruturas.

O indice de eletrofilicidade leva em conta os pardmetros
eletronegatividade e dureza quimica além do potencial de ionizacéo e
afinidade eletrénica de forma indireta. A diferenca dos valores do indice
de eletrofilicidade para as DSTs e STYs pode ser um resultado das
diferencas da forma e energia dos orbitais de fronteira. Assim, as
energias dos orbitais de fronteira, orbital molecular desocupado de
menor energia (LUMO) e orbital molecular ocupado de maior energia
(HOMO), também foram utilizadas como descritores para discutir as
interacdes com o receptor. As energias do HOMO e LUMO também
foram calculadas em fase aquosa e em fase gasosa. Estes parametros
podem indicar a habilidade das moléculas em agir como aceptores de
elétrons ou doadores de elétrons em uma interacdo de transferéncia de
elétrons com o receptor (tabelas 5 e 6). O LUMO das DSTs sdo um
pouco mais energéticos do que o LUMO das STYs e o HOMO das
DSTs sdo menos energéticos. Essa diferenca de energia resulta em um
gap maior entre 0 HOMO e LUMO das DSTs o que ja era esperado para
estes sistemas. Um gap de energia maior entre HOMO-LUMO indica
gue os DSTs sdo mais duros que STYSs, como o proprio valor calculado
para a dureza nos informa na tabelas 5 e 6, 0 que poderia justificar a
inferior afinidade das DSTs com o receptor em relacdo as STYSs.
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Tabela 5 - Resultados dos calculos pelo funcional de densidade (DFT) para DSTs, STYs, flunitrazepam e diazepam em fase
aguosa.

Comp. HOMO LUMO Gap % n | A ® Atividade
(uM)

FNZ(i) -6,97 -3,14 3,83 5,06 1,92 6,97 3,14 6,68 -

FNZ(ii) -6,98 -3,15 3,83 5,06 1,91 6,98 3,15 6,70

DZP -6,52 -1.90 4,62 4,21 2,31 6,52 1,90 3.84 0,008

DST1 -5,84 -1,43 4,41 3,64 2,20 5,84 1,43 3,00 100

DST2 -5,49 -1,45 4,04 3,47 2,02 5,49 1,45 2,98 41,7

DST3 -5,58 -1,42 4,16 3,50 2,08 5,58 1,42 2,94 35,8

STY1 (i) -5,69 -2,29 341 3,99 1,70 5,69 2,29 4,69

STY1 (ii) -5,72 -2,29 3,42 4,01 171 5,72 2,29 4,67 %03

STY2 (i) -5,46 -2,18 3,28 3,82 1,64 5,46 2,18 4,47

STY?2 (ii) -5,47 -2,19 3,28 3,83 1,64 5,47 2,19 4,45 310

STY3 (i) -5,47 -2,15 3,32 3,81 1,66 5,47 2,15 4,44

STY3 (ii) -5,56 -2,15 3,38 3,87 1,69 5,56 2,18 4,36 )

STY4 (i) -5,70 -2,26 3,45 3,98 1,72 5,70 2,26 4,59

STYA4 (ii) -5,68 -2,26 3,41 3,97 171 5,68 2,26 4,62 700

(i) e (ii) séo os dois conférmeros mostrados na figura 7. Os valores de HOMO, LUMO, gap (HOMO — LUMO), %, n, |, Ae o sdo
expressos em eV.
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Tabela 6 - Resultados dos calculos pelo funcional de densidade (DFT) para DSTs, STYs, flunitrazepam e diazepam em fase
gasosa.

Comp. HOMO LUMO Gap X n | A ® atividade
(uM)

FNZ(i) 7,14 -3,05 4,08 5,10 2,04 7,14 3,05 6,36 -

FNZ(ii) -7,19 -3,13 4,07 5,16 2,03 7,19 3,13 6,55

DZP -6,61 -2,00 4,61 4,31 2,31 6,61 2,00 4,02 0,008

DST1 -6,03 -1,39 4,63 3,71 2,32 6,03 1,39 2,97 100

DST2 -5,51 -1,37 4,15 3,44 2,07 5,51 1,37 2,86 41,7

DST3 -5,67 -1,17 4,50 3,42 2,25 5,67 1,17 2,60 35,8

STY1 (i) -5,75 -2,27 3,48 4,01 1,74 5,75 2,27 4,63

STY1 (ii) -5,70 -2,34 3,47 4,07 1,73 5,80 2,34 4,78 %03

STY2 (i) -5,45 -2,04 3,41 3,75 1,70 5,45 2,04 4,12

STY?2 (ii) -5,50 -2,10 3,39 3,80 1,70 5,50 2,10 4,26 S0

STY3 (i) -5,35 -1,89 3,47 3,62 1,73 5,35 1,89 3,78

STY3 (ii) -5,46 -2,00 3,46 3,73 1,73 5,46 2,00 4,03 )

STY4 (i) -5,66 -2,20 3,45 3,93 1,73 5,66 2,20 4,47

STYA4 (ii) -5,64 -2,22 3,42 3,93 171 5,64 2,22 4,51 00

(i) e (ii) s&o os dois conférmeros mostrados na figura 7. Os valores de HOMO, LUMO, gap (HOMO - LUMO), y, n, I, Ae o sdo
expressos em eV.
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Andlise das formas dos orbitais moleculares mostrou uma
diferenca entre as diidroestiril e estirilpironas (ver apéndice 1). As
diidroestirilpironas apresentaram uma separacgéo distinta entre HOMO e
LUMO. O HOMO em DSTs esta concentrado no anel B enquanto o
LUMO esté localizado principalmente no anel A. Nas estirilpironas, 0s
orbitais de fronteira possuem diferentes formas e estdo deslocalizados
sobre os anéis A e B devido a conjugacdo intermediada pela ligagéo
dupla em C7-C8. O HOMO no diazepam e flunitrazepam esta localizado
sobre os anéis conjugados de 6 e 7 membros, enquanto o LUMO esta
deslocalizado sobre toda a molécula no diazepam e sobre o anel de seis
membros fundido com o de sete membros no flunitrazepam.

Estes orbitais, principalmente o LUMO do diazepam, foram
mais semelhantes aos orbitais da STYs devido a deslocalizacdo sobre
toda a molécula. Ainda pode-se dizer que 0 LUMO das DSTs foi mais
semelhante ao LUMO do flunitrazepam devido & localizagdo em apenas
uma parte da molécula. A figura 9 mostra as formas dos orbitais de
fronteira para DST2, STY2, diazepam e flunitrazepam para
comparagdo. As semelhangas dos compostos naturais com os padrfes
comerciais sdo importantes devido ao efeito agonista do diazepam e do
flunitrazepam. Os valores semelhantes de eletronegatividade e afinidade
eletrénica das DSTs, STYs, DZP e FNZ reforcam as semelhancas das
formas dos orbitais e colocam estas estruturas na mesma ordem de
reatividade na interacdo com o sitio benzodiazepinico.
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DST2 STY2 Diazepam Flunitrazepam

Figura 9 - LUMO da DST2, STY2, diazepam e flunitrazepam para
comparacao
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2.4, Concluséo

Nesta parte do trabalho, foi descrito um estudo de relagéo
estrutura-atividade entre os compostos naturais, isolados de Polygala
sabulosa, e a afinidade com o sitio benzodiazepinico. Os resultados
indicam algumas similaridades com as estruturas do diazepam e
fluitrazepam, tais como a presenca de um anel aroméatico e um
heteroaromatico, presenca de grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio,
tamanho da molécula, forma e energia dos orbitais de fronteira
desocupados de menor energia. Entre os parametros eletrdnicos
calculados, o que melhor descreveu uma relacdo entre a estrutura
qguimica e a afinidade pelo sitio benzodiazepinico foi o indice
eletrofilico que diz respeito ao fluxo de elétrons entre ligante e receptor.
Segundo estes resultados, quanto maior o nimero de grupos doadores de
elétrons no anel aromatico, menor seré o indice eletrofilico e assim mais
forte serd a interacdo com o sitio benzodiazepinico.

Estes resultados se mostram como um interessante ponto de
partida para o planejamento de novas substdncias com atividade
ansiolitica e que atuam no sitio benzodiazepinico.
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2.5. Parte experimental

Os calculos foram realizados pelo Professor Dr. Fabio da Silva
Miranda do Instituto de Quimica da Universidade Federal Fluminense —
Niteréi — RJ. Os parametros foram calculados no programa Gaussian
03W.2 O funcional de densidade hibrido (DFT/HF) B3LYP,'*
empregando o conjunto de bases (basis set) 6-31+G(d,p),}***%1% foj
utilizado para otimizar a geometria de todos 0os compostos naturais,
diazepam e flunitrazepam, sendo que os conférmeros foram
selecionados conforme descrito nos resultados e discussao. Para estudar
0 comportamento das moléculas em solucéo foi utilizado o método PCM
(Polarizable Continuum Method)'® e os parametros mais importantes
empregados foram: modelo de raio da esfera de solvatagdo UAKS e
fator de escalonamento eletrostatico de 1,20 e 1,35 para agua e DMSO,
respectivamente. Os demais parametros foram os padrfes recomendados
pelo programa. Os célculos dos parametros Log P, volume molecular,
polarizabilidade e refratividade molar foram efetuados utilizando a c6pia
de avaliacdo do Hyperchem, versdo 8.0 (hypercube),”® e as geometria
otimizadas foram as mesmas dos calculos do funcional de densidade
(DFT).
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CAPITULO 3. Sintese de compostos ansioliticos utilizando
estirilpironas isoladas de Polygala sabulosa A. W. Bennett como
modelo

3.1. Metodologias sintéticas para a preparacdo de
kavalactonas

Diante dos importantes efeitos no sistema nervoso central e de
uma suposta hepatoxicidade ja destacada neste texto, aumentaram nos
Gltimos anos o nimero de metodologias sintéticas para a prepara¢do das
kavalactonas e analogos, em busca de substancias mais ativas e menos
toxicas.

Um dos primeiros trabalhos relatando a preparagdo destes
compostos, especialmente da kavaina em sua forma racémica, foi
publicado em 1950 por Fowler e Henbest'® (esquema 3.1).
Inicialmente, uma reagdo do tipo Reformatsky entre cinamaldeido 74 e
brometo de propargila conduziu a formagdo do intermediario acetilénico
em 75 com um rendimento de 45%. Em seguida, a carboxilagcdo do
carbono acetilénico 75 foi realizada através da reacdo entre o complexo
de Grignard, formado pela adicdo de brometo de etilmagnésio ao
acetileno 75, e dioxido de carbono sob alta pressdo. Subseqiiente adicao
de metanol e acido sulfarico formou o derivado carboximetilado 76 com
um rendimento de 30 % para as trés etapas. O derivado ester metilico 76
foi entdo tratado com BF;-MeOH/HgO catalitico formando a lactona
dimetoxilada 77. Segundo os autores, a Ultima etapa onde eles
necessitariam a eliminacdo de metanol para a formacéo do produto final
foi a mais complicada e através de aquecimento a 150 °C eles obtiveram
a (x)-kavaina com apenas 5 % de rendimento
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Zn, OH 1) CH;CH,MgBr,
o 3
Et,0/THF S 4 EtZO 2h OCH;
NH o -
as% o 2) CO, (43 atm), 18 h
3) H,SO,4, MetOH

Br_#

74 75 30%
BF3-MctOH/HgO
63%
OCH;3 CH;0_ OCH;
150 °C/ 20 mmHg
15 min, 5%
(£) kavaina
Esquema 3.1

Os resultados ndo satisfatérios obtidos com esta metodologia
levaram os autores a tracar uma nova rota utilizando o derivado ester
metilico 76, ja preparado. A nova rota sintética (esquema 3.2) consiste
na reacdo deste ester 76 com pirrolidina, formando a enamina 78,
seguida de hidrdlise produzindo o beta-cetoester 79. O tratamento deste
com NaOH hidrolisa o ester a &cido carboxilico, que em meio acido
sofre ciclizacdo formando o sistema 6-estiril-4-hidroxi-2-pirona 80.
Metilagdo da hidroxila livre com diazometano em metanol levou a
formacdo da ()-kavaina com 30% em sua forma racémica. Embora a
nova rota de sintese tenha melhorado os resultados, eles ainda nao foram
satisfatorios.

o
HC10,25 M

OH OCH pirrolidina N OoH 0 g
Z 3 2h N
N - ‘OCH.
Et,0, ta. OCH, ?
79

76

2) HC1 (2,0 M)
12 % (3 etapas)

OCH,
_ CHaNy/MetOH
DT

(%) kavaina

1) NaOH (0,1 M),
2h, ta

Esquema 3.2
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Outra metodologia para a sintese de analogos da () kavaina e
da () 7,8-diidrokavaina foi publicada em 1976 por Israili e
Smissman.'® Para a preparacéo destes compostos, 0s autores também
utilizaram a condensacdo do tipo Reformatzky entre derivados do
cinamaldeido e 4-bromoacetoacetato de etila na sua forma enol-eter
metilico (esquema 3.3). Esta sintese direta de kavalactonas através da
reacdo de Reformatzky, em sua forma original, j& havia sido relatada por
Khlos e colaboradores em 1959."° Os autores descreveram a obtengéo
da (£) metisticina em 38% de rendimento, a partir da reagdo entre 81 e
3,4-metilenodioxicinamaldeido 82. Devido ao baixo rendimento obtido,
modificacBes foram feitas na metodologia na tentativa de obter as
kavalactonas em rendimentos superiores. A diferenca do trabalho de
Khlos para o de Israili, é que este Gltimo utilizou o par Zn-Cu (95 % de
Zn) ao invés de Zn para catalisar a reacdo. A partir desta metodologia, a
(%) kavaina foi obtida em 80 % de rendimento e para a obtencédo da 7,8-
diidrokavaina a partir do diidro derivado do cinamaldeido 83 o
rendimento foi de 50%. Quando os autores tentaram preparar a (£) 12-
(N,N-dimetilamino)-kavaina a partir do 4-(N,N-dimetilamino)-
cinamaldeido 84, ndo foi observado formagdo do produto. Este
problema foi contornado ao transformar o grupo N,N-dimetilamino em
um atomo de nitrogénio quaternario utilizando éter clorometilmetilico.
A reacdo de Reformatzky com este derivado formou o produto 12-(N,N-
dimetilamino)-kavaina com 26,5 % de rendimento.
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OCH,
o S
OCH; O Zn, THF
. O. ~ 0. N
H
Br\)\v“\o/\ + < :Q/\)‘\ 38% < oo
o [0}
81 82 () metisticina
OCH,
o Zn-Cu A
OCH; O N Benzeno §
H _—
Br\/l\)l\o o~ 80 % 0~ o
+ .
81 74 (%) kavaina
OCH,
o Zn-Cu A
OCH; O Benzeno
H _ >
B'\/K)J\o/\ + 50 % o "o
81 83 (%) 7,8-dihidrokavaina
OCH,
o Zn-Cu AN
OCH; O N H Benzeno
Br\)\)l\ o~ 7 / { ~ O (0]
[0 \N -
/ N
81 84 (£) 12-(N,N-dimetilamino)-kavaina
Esquema 3.3

Além destas metodologias que partem do sistema estiril para
construir o sistema 4-metoxi-2-pirona, outras rotas sintéticas partindo do
sistema 2-pirona ja foram relatadas na literatura. Nestes casos, a
substancia chave utilizada foi o 4cido dehidroacético (3-acetil-4-hidroxi-
6-metil-2-pirona) que é um conveniente material de partida para
produtos com a estrutura &-lactona uma vez que é disponivel
comercialmente.’*! Além disso, a facil desacetilacdo levando ao
composto 85 (esquema 3.4) e subsequente metilacdo do grupamento
hidroxila com altos rendimentos levando ao enol éter 86,"“'** tem
aumentado o interesse no acido dehidroacético devido aos inimeros
exemplos de produtos naturais que contém em sua estrutura este sistema
2-pirona.

7



Capitulo 3 - Introducéo

OCH,

Me,S0,, K,CO,
‘ - H,S0, 90% /ﬁl acetona
—_—
61
77" >0 No

Acido deidroacético

Esquema 3.4

Em um trabalho publicado em 1960 por Bu’Lock e Smith,"**
onde buscava-se confirmar a estrutura do produto natural iangonina
isolada de Piper methysticum, os autores relataram a sintese deste
produto natural através da reagdo entre 6-metil-4-metoxi-2-pirona 86 e
p-metoxibenzaldeido utilizando dimetoxido de magnésio em metanol
(esquema 3.5). O rendimento do produto apds recristalizacdo em
metanol foi de 17 %.

o OCH,

(MeO),Mg
x MeOH
H + |
O 0 4 h, refluxo
CH;0O 7%
p-metoxibenzaldeido 86 iangonina
Esquema 3.5

O préprio grupo de Israili e Smissman (1976),%°

texto anteriormente, utilizou esta metodologia de Bu’Lock e Smit
para a preparacdo dos derivados de estirilpironas e diidroestirilpironas
com a ligacdo dupla em C7 e C8 reduzida. Felizmente, 0s rendimentos
foram mais altos e ficaram em 44% utilizando benzaldeido, 41,5%
utilizando p-metoxibenzaldeido e 40% utilizando 4-(N,N-dimetilamino)-
benzaldeido. Neste mesmo trabalho, o tratamento das estirilpironas com
Pd/C em THF e atmosfera de hidrogénio (esquema 3.6) resultou na
reducdo das ligacBes duplas em C5-C6 e C7-C8 sendo que a ligacdo
dupla em C7-C8 é reduzida mais rapidamente que a dupla em C5-C6.
Esses resultados sdo importantes devido a possibilidade de preparar
tanto as diidroestirilpironas quanto as diidrokavainas dependendo do

ja citados no
hll4
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tempo de reacdo, da quantidade de paladio utilizada e da pressdo de
hidrogénio no sistema.™”

OCH; OCH, OCH,
H,, Pd/C
‘5\ THF N . N
NP [
87 07 Yo o No o0~ o
Estirilpironas Dihidroestirilpironas Dihidrokavainas
Esquema 3.6

Continuando no mesmo raciocinio para a preparacdo de
estirilpironas utilizando o &nion de 6-metil-4-metoxi-2-pirona 86 para
subsequente ataque sobre o carbono eletrofilico de um aldeido, outros
trabalhos ja foram publicados. Younis e colaboradores (2000),'*
relataram a sintese da 5,6-dehidrokavaina e analogos através do ataque
nucleofilico do carbono C7 de 86 ao carbono carbonilico de
benzaldeidos (esquema 3.7). Para a formacdo do enolato, foi utilizado
LDA como base em THF a -78 °C. Os resultados mostraram que apds a
formag&o do enolato, o carbono mais reativo para o ataque nucleofilico é
0 C3 resultando na formacdo do composto 3-benzilado 87. A estratégia
utilizada pelos autores para resolver este problema foi proteger o
carbono C3 com trimetilsilano, formando o sililderivado 88. Pela adicéo
de mais um equivalente de LDA, seguida da adicdo de benzaldeido, a
condensacdo ocorre no carbono C7 formando assim o derivado sililado
da 5,6-dehidrokavaina 89. O isolamento do produto em meio &cido
remove 0 grupamento trimetilsilii e leva a formagdo da 5,6-
dehidrokavaina. Ainda na tentativa de obter as estirilpironas por meio
desta reacdo de condensacdo com 86 em apenas uma etapa, outras bases
foram utilizadas. Paterson e Wallace, em 1994'*° obtiveram com 82% de
rendimento um produto de condensacdo no carbono C7 de 86 utilizando
a base KN(SiMe3); (KHMDS) e um aldeido de interesse do grupo.
Embora a eficiéncia desta reagdo ndo tenha sido testada para a sintese
das estirilpironas, os resultados indicam que a utilizacdo de uma base
mais volumosa que LDA e n-BuLi possa impedir o ataque nucleofilico
pelo carbono C3 apds a formacao do enolato.
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OCH; OCH, OCH;,
N 1) LDA (1 eq)/THF -78°C - Si(CHy); DLDA (1 eq)/THF -78°C N Si(CHy)3
‘; 3 2) Me;SiCl ‘ 2) benzaldeido ‘
1 SR . s .
0~ o o So > o~ o
86 88 89
1) LDA (1 eq)/THF -78°C isolamento (H*)
2) benzaldeido
OCH,
OCH;O0H ‘ N
‘ N N 0~ o
o o 5,6-dehidrokavaina
87
Esquema 3.7

Outra estratégia para a preparacdo dos compostos de nosso
interesse € a utilizacdo do dianion 90 do composto 6-metil-4-hidroxi-2-
pirona 85 (esquema 3.8). Em um estudo realizado por Wachter e Harris
(1970),"*" o dianion 90 foi gerado com dois equivalentes de amideto de
sodio em aménia liquida e foram tratados com brometo de benzila para a
preparacdo de uma 7,8-diidroestirilpirona 91 com 65% de rendimento.
Em outra reacdo o dianion foi tratado com benzofenona para a formagéo
de um derivado diarilado 92 com 55% de rendimento, e o tratamento
deste mesmo dianion com benzoato de metila resultou na formagédo do
andlogo 8-oxo da dehidrokavaina 93 com 44% de rendimento.
Recentemente, Zhang e colaboradores (2007),"*® também relataram a
preparacdo de analogos das estirilpironas utilizando o dianion de 90
como material de partida. A base utilizada neste trabalho foi n-BuLi (2,6
eq) em uma mistura de THF/HMPA (6:1) como solvente a -78 °C. Para
mostrar a eficiéncia da reacdo, foram utilizados como eletréfilos: haletos
de alquila, haletos de arila, epdxidos, aldeido e cetonas. Com excecdo
das cetonas, cujos rendimentos ficaram em torno de 20%, o0s
rendimentos ficaram entre 50 e 90%.
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o ~

65%

Esquema 3.8

Em 1970, Harris e colaboradores’® estudaram a
funcionalizagdo da metila presente em C6 no &cido deidroacético. Estes
resultados levariam a uma rota alternativa para a preparacdo das
estirilpironas (esquema 3.9). Neste trabalho, os autores relataram a
possibilidade de bromacdo seletiva do &cido dehidroacético em 4
diferentes posicbes, dependendo das condigbes empregadas. Para a
sintese da estirilpironas, o interesse esta no derivado 94, monobromado
em C7, que foi obtido com apenas 23% de rendimento utilizando NBS
(N-bromosuccinimida) em tetracloreto de carbono e uma lampada de
275 watts. Com esta metodologia de bromacdo do &cido dehidroacético,
Bacardit e colaboradores (1982),'° tentaram preparar a iangonina
através da reacdo de Wittig entre o sal de trifenilfosfénio 95 e
anisaldeido utilizando etéxido de sodio, em etanol, como base. O
produto 96 da reacdo de Wittig foi obtido com um rendimento quase
guantitativo mostrando a eficiéncia desta reacdo para a preparacao desta
classe de compostos. No entanto, ndo foi possivel preparar a iangonina
porque a deacetilacdo em écido sulfurico que levaria ao composto 97
ndo ocorreu para este sistema.

Em um trabalho publicado em 1974, Bloomer e
colaboradores'®! descreveram uma metodologia alternativa para a
preparacdo da iangonina utilizando o &cido dehidroacético como
material de partida (esquema 3.9). O grupo relatou a preparagdo do 6-
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bromometil-4-metoxi-2-pirona 98 como produto majoritario utilizando
NBS e peroxido de di-terc-butila, como iniciador de radical, em
tetracloreto de carbono. No entanto, o rendimento nao foi satisfatorio.
Pouco tempo depois, 0 grupo de Bacardit (1982)**° estudou outras
condicBes para esta reacdo de bromacdo e conseguiu melhorar a
metodologia obtendo o derivado éter bromado na posi¢do C-7 98 com
68% de rendimento. O tratamento do produto bromado 98 com
trifenilfosfina, levou a formacdo de 99, e subsequente reacdo de Wittig
com anisaldeido formou a iangonina com um rendimento de 95%. Em
todas estas reagGes para a preparacao das estirilpironas tanto pela reagédo
de Wittig quanto pela condensacédo utilizando dimetoxido de magnésio,
nenhum comentario foi feito acerca da obtencdo de uma razdo dos
estereoisdbmeros E e Z supondo assim que em ambos 0s métodos foram
obtidos somente os isdmeros na forma E.

OCH.
" o0, ’ I
NBS, hv (1000 W), CCl, Ph,P, csm 92%.
reflllxo 2 h, 68 %.
BrPhJP
1) NaOEVEtOH
1) H,50, 90% 2)
2) Me;SO,, K,CO;4
acetona CH;0O

OH o OH

243
| 3 Me,S0y, K,CO;

61 2 acetona

o o o

Acido deidroacético CH;0
3 CH;0
. 97
Iangonina
NBS, CCly, hv (275 W) /

7 hrs, 23 °C, 23%.

H,S0, 90%

1) NaOEt/EtOH

94 95 96

Esquema 3.9
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A funcionalizagcdo do carbono C7 tem sido alvo de muitos
estudos para a obtencdo de andlogos da iangonina. Conforme ja
comentado acima, a reacdo de Wittig mostrou alta eficiéncia para a
preparacdo da iangonina. Porém, a bromacdo alilica do carbono C7 é de
dificil reprodutibilidade e a rota muitas vezes acaba nao sendo viavel.
Com base nisso, estudos para encontrar outras formas de funcionalizar o
carbono C7 foram realizados. Uma opcéao foi a oxidagdo do carbono
alilico C7 a aldeido e obtencéo da iangonina através de reacdo de Wittig
utilizando o sal de trifenilfosfonio derivado de haletos de benzila. Esta
metodologia foi utilizada por Suzuki e colaboradores em um trabalho
publicado em 1975'% Para a oxidacdo da metila alilica foi utilizado
dioxido de selénio em 1,4-dioxano obtendo o produto 6-formil-4-
metoxi-2-pirona 100 com 65 % de rendimento. Subsequente reagdo do
aldeido 100 com o ilideo 101 em DMSO levou a obtencdo da 5,6-
dehidrokavaina com 94% de rendimento (esquema 3.10).

OCH, 5o OCH,
o2 DMSO

1,4-dioxano
‘ N (65%) | N . SPPhy;  (94%)
— H _—
O (] O (]

86 100 101 5,6-dehidrokavaina

Esquema 3.10

Recentemente, novas estratégias vém sendo utilizadas para a
preparacdo destes compostos. Amaral e colaboradores (2008)'** da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
relataram metodologias de acoplamento carbono-carbono através de
reacdo de Heck e reacdo de Suzuki-Miyaura (esquema 3.11).
Inicialmente, tentativa de preparar compostos como a 5,6-
diidroiangonina via reacéo de Heck utilizando o haleto de arila 102 e a
olefina 103, com 5 a 10% mol do catalisador tetrakis-(trifenilfosfina)
paladio (0) (Pd(PPhs);) em DMF, levou a formacdo dos produtos
desejados com rendimentos ndo satisfatdrios ao quais variaram entre 35
e 40%. A mesma reagdo utilizando 10% mol do catalisador e
aquecimento em microondas (150 °C com irradiagdo de 300 W) levou a
formacéo dos produtos em 5,5 minutos com rendimentos que ficaram na
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faixa de 42 a 46 %. Embora as condicbes com aquecimento em
microondas levaram a uma diminui¢do no tempo de reacdo produzindo
menos produtos laterais, 0s autores optaram por investir na reacdo de
Suzuki-Miyaura. Para isso foi realizada a reagéo entre o derivado iodado
105, na forma Z e o acido bordnico 104 utilizando acetato de palédio (I1)
(5% mol), o ligante S-Phos ([2-(2,6-dimetoxibifenil)diciclo-hexil-
fosfina]) na presenca de fosfato de potassio em tolueno a 80 °C. A partir
desta metodologia, tanto a iangonina quanto outros analogos, foram
obtidos com rendimentos satisfatorios os quais variaram de 73 a 78 %.
No entanto, surpreendentemente, os compostos foram obtidos como uma
mistura dos isébmeros E e Z. Experimentos feitos pelos autores
confirmam que a isomerizacdo ocorre apdés a arilagdo do carbono
halogenado e ndo ha possibilidade de ocorrer a isomerizacdo do material
de partida.

Reacio de Heck

. OCH, i-PrNEt, 5 N
Pd(PPh;), (5% mol) 6
O () e et
CH;O ~ DMF, 16 Hrs
? o o rend. 35% CH;0
5,6-dihidroiangonina
102 103 razio E/Z = 100/0
PMeO’ O ‘OMe
Reacdo de Suzuki-Miyaura O/
0 oc,
S-Phos
OCH;, N
B(OH), Pd(AcO), (5% mol) g
1 x S-Phos (10% mol) .
+ - o~ o
CH;0 X o No K;PO,, Tolueno, 80 °C
rend. 78% CH;0
104 105 5,6-dihidroiangonina

razio E/Z =70/30

Esquema 3.11

Como etapa final da preparagdo da iangonina, a substancia 5,6-
diidroiangonina foi submetida ao tratamento com 5,6-diciano-2,3-
diclorobenzoquinona (DDQ) em benzeno anidro (esquema 3.12). O
produto foi obtido com um rendimento de 80%.
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OCH;
5 N DDQ
6 Refluxo em benzeno
NS0 N0
2Hrs, rend. 80%
CH;0
grom— G jangonina
5,6-dihidroiangonina I CN Cl

i CN cl
o]
: DDQ

Esquema 3.12

Apesar do baixo rendimento na obtencdo dos produtos via
reacdo de Heck e da modesta estereoseletividade via reacdo de Suzuki-
Miyaura, os métodos sdo apresentados como um rapido acesso a
derivados das kavalactonas. Neste sentido, um grupo de pesquisa do
Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) estudou a sintese destes derivados de kavalactonas
utilizando a reacdo de Heck-Matsuda. Esta metodologia difere do
acoplamento de Heck tradicional por utilizar sais de diazénios ao invés
de iodetos de arila. Em um trabalho publicado em 2009, Moro e
colaboradores'® relataram facil acesso a estrutura da iangonina
(esquema 3.13) através do tratamento da olefina 103 com
tetrafluorborato de 4-metoxifenildiazébnio 106, Pd,(dba); (4% mol)
como catalisador, acetato de sodio como base e aquecimento (80 °C) em
benzonitrila por 5 horas. Nestas condi¢cBes, o produto 5,6-
diidroiangonina foi obtido com um rendimento de 68%. As condicfes
para a obtencdo deste mesmo produto também foram otimizadas para a
reacdo com aquecimento em microondas. Os parametros O6timos
encontrados foram 0s mesmos que 0s da reacdo sob aquecimento
convencional sendo que houve uma diminui¢do do tempo de 5 para 0,5
horas e um aumento do rendimento de 68 para 85 %. Né&o foi relatado o
isolamento de nenhum produto na forma Z mostrando a alta
estereoseletividade da reacdo de Heck-Matsuda para a sintese de
derivados de kavalactonas. Para finalizar a sintese da iangonina, a 5,6-
diidroiangonina foi submetida ao tratamento com DDQ em benzeno
anidro para fornecer o produto com um rendimento de 85%.
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e OCH; N

N;BF, Pd,dba, (4% mol)
N PhCN, 80°C
o e L
CH;0
3 x o o AcONa
CH;0
106 103 5,6-dihidroiangonina

Esquema 3.13

Para estender o escopo da metodologia, os autores ainda
relataram a sintese de mais dois derivados de kavalactonas: a metisticina
e a diidrometisticina, ambos na forma racémica (esquema 3.14). O aduto
de Heck-Matsuda foi obtido através da reacdo entre o sal
tetrafluorborato de 3,4-metilenodioxifenildiazénio 107 e a olefina 103
sob as mesmas condigBes utilizadas na sintese da iangonina, com
excessdo de uma maior temperatura e maior tempo de reacdo. A (¥)-
metisticina foi isolada com 59% de rendimento. Subsequente reducédo da
ligacdo dupla em C7 e C8 com H, e Pd/C em metanol resultou na
obtencdo da (+)-7,8-diidrometisticina com 95% de rendimento apos
isolamento.

OCH;,
GIc] OCH; §
0. N;BFy Pd,dba; (4% mol)
< :©/ + \ PhCN, 100°C Mw o NN N
LW
o A AcONa, 1 h <
o0~ o o
Rend. 59%
107 103 (%) - metisticina
OCH;
H,, Pd/C
\ MeOH
Rend. 95%
<° o So

o

(*) - 7,8-dihidrometisticina

Esquema 3.14
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3.1.1. Areacdo de Heck com sais de arenodiazdnio

A reacdo de Heck se apresenta como uma das ferramentas mais
amplamente utilizadas na formagdo de ligagdes carbono-carbono em
sintese organica. Normalmente é utilizada para a arilacdo ou vinilacao
de uma ligacdo dupla pelo uso de haletos de arila ou vinila na presenga
de base e catalisador de palédio (esquema 3.15).'%

Base R!

1 /\ , catalisador de palddio R!
R'—X + 7 Spe labacor cepatadio \/\RZ 4 +  BaseH'X-
RrR?

R1 = arila ou vinila
X =1, Br, Cl, triflato

Esquema 3.15

Um mecanismo para estas reacdes, catalisadas por Pd(AcO),
associados com ligantes de fosfina, foi proposto em 1974 por Heck e
Dieck. O ciclo catalitico para a reacdo de arilacdo de Heck apresenta
quatro etapas principais: adicdo oxidativa, insercdo migratéria ou
carbopaladacéo, p-eliminagéo syn e eliminacdo redutiva (esquema 3.16).
O primeiro passo do ciclo catalitico é a adi¢do oxidativa onde o paléadio
se insere entre a ligacdo H-X ocorrendo assim a oxida¢do do palddio
passando de 0 para +2. Esta etapa obedece a ordem de reatividade Arl >
ArBr >> ArCl. A adigdo oxidativa leva a formacdo de um sistema o-
arilpaladio(ll), trans-ArPdXL,, o qual coordena com o alceno apés a
dissociacdo de uma fosfina (L) e segue com uma inser¢do syn no alceno.
Apos esta etapa de insercdo migratoria, em sistemas aciclicos, ocorre
uma rotacdo na ligacdo C-C deixando um hidrogénio g syn em relacéo
ao paladio. Dessa forma, acontecem a B-eliminacéo syn de hidropaladio
e a formagao do aduto de Heck. Por fim, a eliminacéo redutiva é a etapa
em que uma base ou o préprio solvente promove a abstracdo de um
préton da espécie HPdXL,, levando a reducdo da espécie de Pd(ll) a
Pd(0) e regenerando a espécie ativa de paladio ao ciclo catalitico.
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BH'X" Ar—X

eliminacdo redutiva B)L_' PA(O)L, kmﬁgda oxidativa

HPAXL, ArPdXL,

’& PdXL, de]:/\
AR - \/k Yk R

R «—

B-eliminagio syn % inser¢do migratdria

il
=
=
=]

Esquema 3.16

Menos conhecidos que os haletos e triflatos estdo os sais de
arenodiazénio os quais também atuam como eletréfilos e conseguem
coordenar com o paladio na etapa de adi¢do oxidativa do ciclo catalitico.
Os primeiros exemplos da utilizacdo dos sais de arenodiazonio em
reacOes de Heck foram relatados por Matsuda em 1977. As reacGes de
Heck empregando sais de arenodiazonio ndo exigem o uso de base e
fosfinas como ligantes para estabilizar o paladio, consequentemente as
reacbes podem ser realizadas em condigcBes aerdbicas, utilizando
solventes ndo anidros, tornando o processo experimental mais simples.
Sais de diazbnio também sdo mais eficientes, fornecendo os produtos
arilados mais rapidamente, além de serem, em geral, mais baratos, por
serem obtidos diretamente pela diazotacdo de anilinas. A sua eficiéncia
e a velocidade da reacdo estdo relacionadas com a facilidade com que o
paladio realiza adi¢do oxidativa na ligagdo C-N, gerando espécies de
paladio catidnicas, altamente reativas, durante o ciclo catalitico.
Consequentemente, as reacfes podem ser efetuadas em temperaturas
mais brandas.
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3.2. Objetivos

Planejar a sintese de compostos baseado na relagdo estrutura-
atividade das estirilpironas e a afinidade com o sitio
benzodiazepinico.

Sintetizar os compostos planejados visando confirmar as
tendéncias encontradas no estudo da relacdo estrutura—
atividade.
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3.3. Resultados e discussao

No capitulo 2, relatamos a determinacdo de alguns parametros
eletrbnicos que foram comparados aos parametros de dois
benzodiazepinicos  disponiveis  comercialmente,  diazepam e
flunitrazepam. As principais conclus@es estdo resumidas abaixo:

e Foram isolados dois grupos de estruturas, as DSTs e as STYSs,
onde a principal diferenca é a presenca/auséncia da ligacdo
dupla entre os carbonos C7 e C8. Os efeitos biolégicos, no
modelo estudado, para ambos os grupos ficaram na mesma
ordem indicando que a presenga ou auséncia da ligacdo dupla
ndo é de suma importancia para a interacdo com o receptor.

e Foi observada uma relacéo direta entre 0 nimero de metoxilas e
afinidade pelo sitio benzodiazepinico. Quanto maior o nimero
de metoxilas, grupos doadores de elétrons, maior foi a interacao
entre os ligantes e o receptor. Estes dados estdo de acordo com
o indice de eletrofilicidade uma vez que este indice indica a
energia mais baixa devido ao maximo fluxo de elétrons entre
doador e aceptor. Neste sentido, grupos doadores de elétrons
como metoxilas deixam o ligante mais rico em elétrons o que
facilita o fluxo entre ligante e receptor diminuindo o indice de
eletrofilicidade.

e A distancia entre a carbonila e anel aromatico no diazepam e
nas estirilpironas sdo semelhantes indicando que as
estirilpironas podem se ajustar ao sitio benzodiazepinico de
forma semelhante ao diazepam.

Com base nestes resultados planejou-se a sintese de alguns
compostos-chave com o objetivo de confirmar as conclusGes descritas
acima. Dentre os métodos de preparacdo de estirilpironas citados na
revisdo bibliografica, o que se mostrou mais promissor foi a
metodologia descrita por Moro e colaboradores'® da Universidade
Estadual de Campinas. Desta forma, apés solicitagdo de periodo
sandwich junto ao CNPq, os compostos foram preparados no
Laboratorio de Sintese de Substancias Organicas (LASSO) coordenado
pelo Prof. Dr. Carlos Roque Duarte Correia.

Em um trabalho j& publicado por Correia e colaboradores,*** foi
desenvolvido uma nova metodologia para a arilacdo de acetatos alilicos
utilizando a reagdo de Heck com sais de arenodiazonio (esquema 3.17).
Excelentes resultados foram obtidos na sintese dos alcodis cindmicos
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acetilados com rendimentos que vdo de 68 a 96%. Além disso, a
metodologia apresentou excelente régio e estereoseletividade. Com o
intuito de aplicar esta nova metodologia na sintese de produtos naturais,
notou-se uma certa semelhanca entre os acetatos alilicos e o sistema
lactdnico necessario para a sintese de kavalactonas. Acreditou-se que as
arilagdes no “acetato alilico ciclico” (lactona de seis membros)
pudessem ocorrer com 0 mesmo sucesso que o “acetato alilico
alifatico”. Inicialmente, as condi¢des utilizadas para a sintese das
kavalactonas foram as mesmas, apenas com pequenas modificacdes,
utilizadas na sintese dos alcoois alilicos acetilados.

ocH, OCH;
Pd,dbay (4% mol) I
PhCN, ta. e N

AN /K -~ i /K S
) . ‘
O R N A O
CH,0 D/
? CH;0 CH,0 CH,0

Esquema 3.17

A tabela 8 apresenta as condigOes testadas para a sintese da 12-
metoxikavaina. Como fonte de paladio foram testados Pd,(dba)s.dba e
Pd(AcO), (com atmosfera de CO para reduzir Pd*" a Pd® e como
solvente benzonitrila e acetonitrila os quais foram as combinagdes com
resultados mais positivos. A partir de reacbes a temperatura ambiente o
produto foi obtido com rendimentos baixos e longos tempos de reacéo.
Rendimentos superiores foram obtidos com aquecimento convencional a
80 °C e aguecimento em micro-ondas a 80 °C o qual levou a formagéo
do produto em apenas 30 minutos. Um teste em MeOH, sem AcONa, foi
realizado mas ndo foi observada a formagdo do produto. O melhor
resultado alcangado foi utlizando PhCN como solvente e Pd,(dba)z.dba
(4% mol) como catalisador (registro 5). No entanto, também cabe aqui
ressaltar o resultado obtido utilizando essas mesmas condi¢gbes com
aquecimento convencional na bancada (registro 4) na qual o produto foi
obtido com 68 % de rendimento.

A partir destes resultados, tentou-se aplicar a melhor condigédo
obtida até agora sob aquecimento convencional (registro 4 — tab. 8) para
a sintese de derivados da iangonina. Embora o melhor rendimento fosse
utilizando aquecimento em micro-ondas (registro 5 — tab. 7), optou-se
por trabalhar com aquecimento convencional na bancada visando um
aumento na escala da reacdo para a obtengdo dos produtos de interesse.
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Surpreendentemente, ndo foi obtido 0 mesmo sucesso quando o sal
tetrafluorborato de 3,4,5-trimetoxifenildiazénio e o sal tetrafluorborato
de 4-clorofenildiazénio foram empregados. O composto trimetoxilado
foi obtido em apenas 29 % de rendimento e o derivado 12-cloro foi
obtido com rendimentos irrisérios impossibilitando o isolamento por
técnicas cromatograficas convencionais ja que o material de partida e o
produto possuem o mesmo Rf (esquema 3.18).

Tabela 7 - Triagem das condicBes de reacdo para arilacdo de Heck da
olefina com sal de 4-metoxifenildiazénio.

OCH;
N;BFy FeHs Pd cat. S
. 0/©/ + \/[i solvente N o o
Hj N o ° AcONa (3,3 eq.) o
Catalisador solvente T (°C) Tempo Rend.

[%6 mol] (h) (%)
1 Pd,(dba)s.dba [4,0] PhCN 25 12 30
2 Pd(AcO),/CO [10,0]  PhCN 25 12 20
3 Pd(AcO), [10,0] MeOH 80 12 Nr
4 Pd,(dba)s.dba [4,0] PhCN 80 5 68
5 Pd,(dba)s.dba [4,0] PhCN 80(M,) 05 85
6 Pd,(dba)s.dba [4,0] MeCN 80(M,) 0,5 60
7 Pd(AcO),/CO [10,0]  PhCN 80(My) 05 41

®N4o foi utilizado base. (M,,) = aquecimento em micro-ondas. Nr = ndo reagiu.

OCH;
N
OCH . ;
CH,0. N,BF, 3 Pd,(dba); dba (40/.; mol) o .
+ o PhCN, AcONa, 80°C O o)
JE—
CH;0 SN cH,0
OCH; och,
29 %
OCH;,
OCH; SN

N,BF. Pd,(dba); dba (4% mol
2BF, . N 1( ! )3.dba (: ﬂn ) g
PhCN, AcONa, 80°C O (0
S N/
cl o~ o /N

Cl

Esquema 3.18
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Diante destes resultados foi necessario estudar um pouco mais a
reacdo de Heck-Matsuda com o sal de 4-metoxifenildiazénio para
encontrar um condicdo que possa ser expandida para a sintese de
estirilpironas utilizando tanto sais de fenildiazonio ricos em elétrons
guanto pobres em elétrons.

Baseado nos primeiros resultados obtido pelo grupo (tabela 8)
realizou-se pequenas modificacdes nas condicdes ja testadas o que
resultou na obtencdo dos produtos com rendimentos moderados a bons
(tabela 9). O melhor resultado foi obtido ao trocar o catalisador para
acetato de paladio e o solvente para acetonitrila. Nestas condi¢des, o
produto foi obtido em 75 % de rendimento. Na tentativa de adicionar
outro solvente que também pudesse se coordenar e estabilizar o paladio,
foi adicionado acetato de etila em uma mistura 1:1 v:v (registro 4 — tab
9). No entanto, apesar do resultado ser satisfatorio, ndo foi superior ao
da registro 2 (registro 4 — tab 9). Um teste com agquecimento em micro-
ondas (registro 3 — tab 9) também foi realizado, mas o rendimento nédo
foi superior ao obtido sob aquecimento convencional (registro 2 — tab 9).
Este resultado ndo foi surpreendente uma vez que ja foram observados
rendimentos inferiores quando reacfes foram conduzidas em
aquecimento no micro-ondas sob atmosfera de CO.

Tabela 8 - Triagem das condicOes de reacdo para arilacio de Heck da

olefina com sal de 4-metoxifenildiazonio.
OCH;

OCH, N

N;BF, Pd cat.
o 0/©/ + \/[i solvente N - o
3 AcONa (3,3 eq.)
~ o~ "o ! CH;0
Catalisador solvente T(C) t(h) Rend.
[% mol] (%)
1 Pd,(dba)s.dba [4,0] PhCN 80 3 23
2 Pd(Ac0),/CO [10,0] MeCN 80 3 75
32 Pd(Ac0),/CO [10,0] MeCN 80Mw 0,5 50
4 Pd(AcO),/CO [10,0]  MeCN/ACOEt (1:1) 80 3 60

(M,,) = aquecimento em micro-ondas.

Utilizando as mesmas condi¢cdes testadas no registro 2,
verificou-se 0 potencial desta metodologia para a preparacdo dos
derivados trimetoxilado e clorado (esquema 3.19). Em relacdo ao
produto trimetoxilado, ndo houve melhora no rendimento. Porém, o
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derivado clorado foi obtido com 40% de rendimento. Embora o
rendimento tenha sido apenas moderado, o resultado foi animador ja que
possibilitava a expansdo da metodologia para a preparagdo dos produtos
derivados de sais de fenildiazénio com grupos retiradores de elétrons.

OCH,

N
CH,0. OCH; Pd(AcO), (10% mol)

N,BF,
CH;0.
- @ 0.
CH;0
AN o o CH;0

OCH; OCH,
28%

OCH;4

OCH, N
N,BF, Pd(AcO), (10% mol)
+ \ 10, \
MeCN, AcONa, 80°C o~ o
-,
cr N o~ Yo

cr

40 %

Esquema 3.19

Considerando a condicdo apresentada no registro 2 (tabela 9)
satisfatéria para a rea¢do de Heck, essa metodologia foi estendida para
outros sais de diazonio visando a sintese das estirilpironas de interesse
(figura 11). Com excec¢do do derivado 12-metoxilado, todos os outros
compostos foram obtidos com baixos rendimentos. A tendéncia
esperada para os derivados halogenados ndo foi observada.
Normalmente, os rendimentos das reacGes de Heck com sais de
fenildiazdnio halogenados decresce na ordem F > Cl > Br > I. Era
esperado um rendimento superior para o derivado fluorado ja que o
derivado clorado foi obtido com 40% de rendimento. O que pode ter
ocorrido é a formacdo de outros produtos devido a alta temperatura
utilizada e a susceptibilidade dos derivados fluorados sofrerem reagdes
de substituicdo nucleofilica aromatica. Estes produtos laterais ndo foram
isolados, mas observou-se por cromatografia em camada fina a presenca
de inimeras outras manchas além das manchas referentes ao produto e
ao material de partida. Decidiu-se por néo realizar a reagdo com o sal de
4-iodofenildiazénio com base no baixo rendimento ja obtido com o sal
4-bromofenildiazonio.
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~
NN No N N0 No
CH;0 HO
75% 28% 35%
OCH;, OCH; OCH;
R A N
N 0o~ Yo N o~ So ~ o~ So
F c Br

41% 40% 10%

Figura 10 - Compostos sintetizados analogos a kavaina

Como nosso objetivo inicial era preparar compostos com
grupos doadores de elétrons no anel para diminuir o indice de
eletrofilicidade e assim, aumentar o efeito biol6gico com esperado nossa
analise de SAR, optou-se por investir um pouco mais na preparacao do
derivado trimetoxilado. As alteragOes feitas nas condi¢des seguiram
basicamente os mesmos critérios utilizados na otimiza¢cdo com o sal
tetrafluorborato de 4-metoxifenildiazonio. Solventes como THF,
metanol e misturas de MeCN/AcOEt e MeCN/MeOH foram testados
mas nenhum deles levou a um bom resultado (tabela 10). O melhor
resultado foi obtido quando se utilizou a combinagdo
Pd,(dba);.dba/PhCN com aquecimento em micro-ondas (80 °C) durante
1,0 hora (registro 2 — tabela 10).

Para completar a sintese das estirilpironas, os compostos obtidos a
partir da reagdo de Heck, foram submetidos a oxidacdo utilizando
DDQ, sob refluxo em tolueno para a obtengdo dos compostos
dehidrogenados (esquema 3.20). Os produtos foram obtidos com
rendimentos que vao de 56 a 90%.
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Tabela 9 - Triagem das condicOes de reacdo para arilacdo de Heck da
olefina com sal de 3,4,5-trimetoxifenildiazénio.

OCH;,

CH,0 N,BF, Ot Pd cat. CH,O “ -
+ N solvente X o o
CH,0 Lo SN0 AONa G3eq) CH,0 -
Catalisador solvente T (°C) t Rend.
[% mol] (h) (%)
1 Pd,(dba);.dba [4,0] PhCN 80 3,0 29
2 Pd,(dba);.dba [4,0] PhCN 80 (Mw) 1,0 60
3 Pd(Ac0),/CO [10,0] MeCN 80 3,0 28
4 Pd(AcO),/CO [10,0] MeCN/AcOEt (1:1) 25 3,0 15
5 Pd(AcO),/CO [10,0] THF 80 3,0 20
6 Pd(AcO), [10,0] MeOH 80 3,0 32
7 Pd(AcO), [10,0] MeOH 60 5,0 14
82 Pd(AcO), [10,0] MeOH 60 5,0 39
9 Pd(AcO), [10,0] MeOH 60 (Mw) 0,5 34
102 Pd(AcO), [10,0] EtOH 75 5,0 40
11 Pd(AcO), [10,0] MeCN/MeOH (3:1) 80 3,0 26

(M,,) = aguecimento em micro-ondas. *Nestas registros foi utilizado a base 2,6-
di-terc-butil-4-metilpiridina (3,3 eq) como base ao invés de AcONa.

OCH,
OCH,
A
N DDQ, Tolueno R
R, N o o refluxo, 2 hrs ! \ 0 0)
- .
R
R; ?
R;
R; N
R; eR;=H,R,=OCH; - 85%
R;eR;=H,R,=Cl - 90%
R;, R, e Ry = OCH; - 56%
Esquema 3.20

Como mostrado anteriormente, os resultados ndo foram
satisfatérios para a obtencdo das estirilpironas via reacdo de Heck
utilizando sais de arenodiaz6nio contendo grupos retiradores de elétrons
e também sais de arenodiazonio ricos em elétrons. Dessa forma, nossa
atencdo se dirigiu para a obtencéo da olefina 108 com a ligagdo C5-C6
oxidada. Acredita-se que a olefina 108 teria uma maior reatividade,
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devido a sua conjugacdo estendida, assemelhando-se a reatividade de
estirenos. A reatividade dos estirenos frente a reacdo de Heck com sais
de diazonio ja foi estudada pelo grupo do Professor Correia.'?
Inicialmente, tentou-se preparar a olefina 108 a partir da olefina 103
utilizando DDQ e refluxo em tolueno (esquema 3.21). No entanto, o
produto desejado ndo foi obtido nem utilizando refluxo com
aquecimento convencional, e nem com aquecimento em micro-ondas a
120 °C. Outros oxidantes também foram utilizados como CAN, IBX,
MnO,, DBU e t-ButOK sendo que em nenhum dos casos houve a
formacéo do produto.

OCH; OCH;
DDQ, tolueno
~ refluxo, 2 hrs N ‘ \
\ O o N ~ O (0]
103 108
Esquema 3.21

Frente a esses resultados negativos para a obtencdo da olefina
108, tentou-se a reacdo de bromacdo de 103, seguida da eliminagdo de
bromo para formar a ligacdo dupla entre os carbonos C5 e C6 (esquema
3.22). As reacdes foram conduzidas em CCl, a temperatura ambiente e a
80 °C, com aquecimento convencional e em micro-ondas, e ainda com
1,0 e 2,0 equivalentes de NBS. Em alguns casos, 0 produto bruto da
reacdo de bromacdo foi refluxado em trietilamina para forgar a
desidroalogenacdo de algum produto mono halogenado existente. De
uma forma geral, no bruto das reacGes observou-se a presenca de 3
produtos mais o material de partida. As reacdes foram acompanhadas
por CCD e CG-EM e como os Rfs sdo muito préximos, a separacdo de
todos os compostos ficou inviavel. Em todas as reacGes, o produto
monobromado 109 no carbono C7 e o material de partida 103 foram os
compostos majoritarios. Desta forma, o produto 109 foi o Unico isolado
e caracterizado por RMN H. A estrutura do produto dibromado 110 foi
proposta com base na ordem de estabilidade de radicais. Por CG-EM,
sempre foi observado a presenga do material de partida 103, da olefina
108, do produto monobromado 109 e do produto dibromado 110. Apds
refluxo com Et3N, o composto dibromado 110 desaparecia e a propor¢édo
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do composto monobromado 109 sempre aumentava quando comparado
a propor¢do do material de partida 103 e da olefina 108. Diante da
obtencdo destes trés compostos, acredita-se que o primeiro atomo de
bromo deve entrar em C6 sendo que uma parte deste produto sofre outra
bromacdo levando a formacdo de 110 e a outra parte sofre a
desidrohalogenacéo formando a olefina 109. Devido a baixa conversao
da olefina 103 na olefina 108 e também a dificuldade no isolamento,
optou-se por avaliar outras formas para chegar ao produto de interesse.

ocH, OCH;§ oCH; ocH,
NBS, CCl,
N N N AN
_ = ‘ + + Br-
N o~ So ~ o o o~ “o o~ Yo
Br Br
103 108 109 110

| Refluxo em Et;N

OCH,4

N \
| + |
~ o ~ O o
Br
108 109
Esquema 3.22

Agora nossa atencao se voltou para a desidrogenacéo utilizando
paladio como agente oxidante. Na primeira tentativa, a reacdo foi
conduzida com Pd/C em PhCN, mas a formacdo do produto ndo foi
observada. Em um segundo momento, foi utilizado também Pd(AcO),
catalitico e Cu(AcO), em quantidades estequiométricas e ambos ndo
levaram a formacdo do produto desejado. Somente foi observado a
formacéo do produto quando utilizou-se uma benzoquinona, como co-
catalisador organico, junto com Pd(AcO), catalitico (10% mol) e
Cu(AcO), estequiométrico. No entanto, o produto foi formado em
rendimento irrisério e so foi observado por CG-EM. Acredita-se que a
obtencdo da olefina 108 utilizando Pd(AcO), ainda pode ser melhorada
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com um pouco mais de estudos. Mas em razdo do curto tempo para
encontrar uma solu¢do novos métodos foram avaliados (esquema 3.23).

OCH; OCH;,
Pd(Ac0), (10% mol)
> Cu(AcO), (1,0 eq.) | R
NN N0 DDQ (1,2 eq.) NS0 No
tolueno, refluxo
103 108
Esquema 3.23

Como ndo foi encontrado uma rota viavel para obter a olefina
108 a partir da olefina 103, tentou-se construir o anel pirona utilizando
cloreto de acriloila e acetoacetato de etila (esquema 3.24). O primeiro
problema desta metodologia surgiu ja na compra do cloreto de acriloila
gue apesar de ser comercial, 0 prazo de entrega é muito alto (9 meses —
0 transporte é via maritima). A facilidade com que o material polimeriza
também nédo permitiria a compra de uma grande quantidade do cloreto
de &cido. Desta forma o cloreto de acriloila foi preparado utilizando o
acido acrilico e cloreto de tionila. A principio, houve formacdo do
cloreto de acido devido a grande quantidade de gas HCI liberado. No
entanto, ao tentar destilar o cloreto de acriloila, houve a formagdo de um
residuo denso e viscoso, que provavelmente é produto de polimerizagéo.
Nova tentativa utilizando 4&cido acrilico, cloreto de benzoila e
hidroquinona como inibidor de polimerizag¢do levou ao isolamento do
produto com um rendimento de apenas 34%. Nova tentativa de inserir 0
grupamento acriloil no acetoacetato de etila foi conduzida através da
reacdo do anidrido misto 112 com o didnion do acetoacetato de etila.
Porém, o produto também n&o foi isolado neste caso.
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aquecimento ou OH

o o o o meio dcido ou
M . 1) LDA, THF, 0 °C \, 0/\ meio basico ‘ X
O 7/ 2
2 i e 00
\)kCI O
111 113 114
ou
o o
sA oo~
112
Esquema 3.24

Novamente, nossa estratégia foi alterada e uma nova rota
sintética foi avaliada (esquema 3.25) a partir do acido dehidroacético. O
acido foi desacetilado utilizando aquecimento em uma solugdo de
H,SO,4 90% formando o composto 6-metil-4-hidroxi-2-pirona 85. Este
por sua vez foi submetido a reacdo de metilagdo com dimetilsulfato e
carbonato de potassio em acetona para a obtencéo do composto 6 metil-
4-metoxi-2-pirona 86, o qual ja é disponivel comercialmente. Oxidacao
do carbono alilico utilizando SeO, em dioxano a 180 °C para a formagéo
do aldeido 100 e subseqiente reacdo de Wittig com iodeto de
metiltrifenilfosfonio utilizando n-BuLi como base levou a formagao da
olefina 108 com 65 e 50 % para a etapa de oxidacdo e olefinagdo de
Wittig, respectivamente.
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OH O OH OCH;,
H,804 (90%) Me,SO4, K,CO;
X 130°C. 15 min N acetona, refluxo AN
—_ = B —
89 % o
0 ) o o 16 h, 80 % o 0
dcido dehidroacético 85 86

Se0,, dioxano

180°C,4h
65 %
OCH,
OCH;
Ph;PCH;1 x
~ .
| n-BuLi, THF H
-78 °C - t.a. O (8]
NN No 78 °C - t.a,
50 % o)
108 100
Esquema 3.25

Com a olefina 108 em maos, optou-se por encontrar uma
condicdo étima para a sintese da iangonina. Uma melhora significativa
foi observada quando comparamos os resultados da tabela 10 com os
resultados obtidos para a olefina 103. Baseado em estudos realizados
anteriormente, manteve-se 0 AcONa como base e Pd(AcO), ou
Pd,(dba)s.dba como catalisadores. Foram utilizados como solventes
PhCN, MeCN e MeOH os quais levaram aos melhores resultados nas
reacdes para a obtencdo dos analogos do resveratrol*® e jangonina a
partir da olefina 103'?*. Apenas dois niveis de temperatura foram
utilizados sendo que para todos os casos em que as reacOes foram
conduzidas a temperatura ambiente, observou-se a presenca de uma
grande parte do material de partida. Dessa forma, os tempos de reacéo
foram fixados em 1,0 hora, com base nas reag6es conduzidas a 80 °C, ja
que observou-se, por CCD, o consumo total da olefina entre 20 — 30
minutos dependendo das condi¢bes empregadas. Assim, decidiu-se
manter a reagdo durante 1,0 hora para garantir que todo o material de
partida fosse consumido. Varias combinacfes foram avaliadas entre
solventes, catalisadores e temperatura sendo que os resultados para a
obtencdo dos produtos da reacdo de Heck a partir da olefina 108 foram
muito superiores aos produtos obtidos a partir da olefina 103. Para se ter
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uma idéia, o melhor resultado obtido para a reacdo de Heck com a
olefina 103 (75% de rendimento) foi utilizando a combinacdo Pd(AcO),
(10% mol), MeCN a 80 °C durante 3,0 horas. Nestas mesmas condigoes
(registro 10 — tabela 11), com excecdo da carga de paladio que foi
reduzida pela metade, a iangonina foi isolada com um rendimento de 96
% em 1,0 hora de reagdo. Nenhuma outra combinacdo foi superior as da
registro 10. Quando o solvente foi trocado para PhCN e MeOH
(registros 7 e 3) os rendimentos cairam para 90 e 59 %, respectivamente.
Um resultado significativo foi obtido quando se conduziu a reacéo, a 80
°C, sob aguecimento em micro-ondas (registro 6) sendo que um
rendimento de 65 % foi obtido com apenas 5,0 minutos de reacdo. Como
os rendimentos para as reacOes de Heck foram siginficativos utilizando
tanto a PhCN como a MeCN em combinacdo com Pd(AcO),, optou-se
por diminuir a carga de paladio. Quando foi utilizado 3 % mol de
catalisador (registros 8 e 11), o rendimento caiu para a faixa de 85 %
para 0s dois solventes. A diminui¢do da quantidade de catalisador para 1
% mol, levou a formacdo do aduto de Heck em apenas 25 % de
rendimento (registro 9) utilizando PhCN como solvente. Apesar de 0s
rendimentos se mostrarem inferiores com 3% de catalisador, ainda séo
rendimentos bons e muito significantes ja que foram superiores aos
rendimentos obtidos com a olefina 103 que apresentava rendimentos
modestos levando 10 % de catalisador. A estereoquimica dos produtos
foi avaliada por RMN de *H sendo que somente a presenca do isdmero
com a ligacdo dupla em C7-C8 na forma E foi observada. A
caracterizacdo do isémero E foi determinada através das constantes de
acoplamento (J = 16,25 Hz) entre os atomos de hidrogénio H7 e H8 da
iangonina.
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Tabela 10 - Triagem das condicdes de reagdo para arilagcdo de Heck da
olefina 2 com sal tetrafluorborato de 4-metoxifenildiazonio.

OCH,4

I\JI;BCF‘. QCHs Pd cat.
/©/ + X solvente
CH;0 \/Eoio AcONa (3,3 eq.)
108 iangonina
Catalisador [% mol] solvente T (°C) Tempo Rend.
(hrs) (%)
1 Pd(Ac0),/CO [10,0] PhCN 25 1,0 47
2 Pd(Ac0),/CO [10,0] PhCN 80 1,0 89
3 Pd(AcO), [10,0] MeOH 80 1,0 59
4 Pd,(dba)s.dba [4,0] PhCN 25 1,0 19
5 Pd,(dba)s.dba [4,0] PhCN 80 1,0 77
6 Pd,(dba)s.dba [4,0] PhCN 80 (Mw) 5,0 min 65
7 Pd(AcO), [5,0] PhCN 80 1,0 90
8 Pd(AcO), [3,0] PhCN 80 1,0 83
9 Pd(AcO), [1,0] PhCN 80 1,0 25
10 Pd(AcO), [5,0] MeCN 80 1,0 96
11 Pd(AcO), [3,0] MeCN 80 1,0 85
12* Pd(AcO), [10,0] MeCN 25 1,0 -

13 Pd,(dba);.CHCI; [4,0] PhCN 80 1,0 88

*Produto néo isolado devido a baixa conversdo do material de partida no produto
(avaliado por CG-EM)

De posse de uma condicdo considerada ideal (registro 10), a
metodologia foi estendida para a preparacao de outros produtos naturais
e analogos da iangonina (figura 12). De uma forma geral, todos os
produtos preparados a partir de anilinas com substituintes doadores de
elétrons no anel aroméatico foram obtidos com bons rendimentos.
Apenas o derivado hidroxilado foi obtido com um rendimento abaixo do
esperado ja que o grupo hidroxil estaria ajudando a estabilizar o sal de
diazdnio. No entanto, um possivel acoplamento do tipo azo, o qual
ocorreria ap6s a formacao do aduto de Heck, poderia estar consumindo
o sal de diazénio e diminuindo o rendimento da arilacdo na olefina 108.
De fato, observou-se por CCD a presenca de algumas manchas coloridas
0 que poderia ser um indicio da formag&o destes tipos de compostos, 0s
quais ndo foram caracterizados devido a pequena massa obtida.
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N X
o} x
N o No < 0~ o
o
R
STY 01 (57%) STY 04 (89%)

STY 05 - R = OCHj (96 %)
STY 08 - R = OH (63 %)

STY 09-R= H (25%)

STY 10-R=F (55 %)

STY 11-R=Cl (86 %)

STY 12 -R=Br (71 %) CH;0.
STY 13 - R=1(66 %)

STY 14- R =NO, (18 %) CILO
'3

OCH;,

STY 06 (81%) STY 07 (63%)

Figura 11 - Anélogos da iangonina preparados a patir da olefina 108

Para a sintese da 5,6-dehidrokavaina, foram empregadas as
mesmas condi¢des descritas acima, com a diferenca que a reacdo foi
conduzida a temperatura ambiente. Esse cuidado em baixar a
temperatura vem da experiéncia do grupo com a baixa estabilidade do
tetrafluorborato de fenildiazonio que degrada facilmente a temperaturas
superiores a ambiente. Infelizmente a conversdo do material de partida
no produto foi muito baixa e o produto ndo pode ser isolado. Uma nova
reacdo foi conduzida utilizando 10 % de catalisador, a temperatura
ambiente, visando aumentar a velocidade da reacdo de Heck na tentativa
de que o produto seja formado antes da degradacdo do sal de diazonio.
No entanto, a mudanca ndo surtiu efeito significativo e uma mistura do
material de partida mais produto foi isolada. Esta mistura foi avaliada
por RMN de 'H e foi observado a presenca de 25% de produto em
relacdo ao material de partida. Outro teste com 10% de catalisador a 80
°C foi realizado mas o produto no foi obtido em rendimentos superiores
sendo que a mesma mistura foi isolada.

A metodologia desenvolvida foi também eficiente na sintese
dos analogos halogenados da iangonina. Os rendimentos para os
produtos isolados foram 55, 86, 71 e 66 % para os analogos 12-F, 12-Cl,
12-Br e 12-l-iangonina, respectivamente. Surpreendentemente, o
analogo fluorado foi obtido com rendimento inferior ao esperado
utilizando as condicdes estabelecidas. Nesta reacdo foi observada a
formacdo de um produto lateral resultado da substituicdo do fllor ou
pelo acetato, utilizado como base, ou pelo ataque nucleofilico pelo
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atomo de nitrogénio da acetonitrila formando a acetamida
correspondente (esquema 3.26). A substituicdo pelo acetato seria a mais
provavel ja& que a formacdo da amida, pelo ataque da MeCN,
necessitaria de um meio aquoso. Entdo, uma nova reagao foi conduzida
utilizando PhCN como solvente e Pd,(dba)s.dba (10% mol) como
catalisador. A reacdo foi conduzida sob aquecimento em micro-ondas
durante 5,0 minutos visando a diminui¢do do tempo de reacdo e assim
mantendo o aduto de Heck menos tempo em contato com o meio
reacional. Novamente, observou-se a formagdo do mesmo produto
lateral com um rendimento de 5 % sendo que o aduto de Heck foi
isolado com rendimento de 55 %. Este resultado confirma a substituicdo
do atomo de fldor pelo acetato formando o derivado 12-acetoxi-
iangonina.

OCH,

| X
07 O Pdy(dba); dba (4% mol)
PhCN, 80 °C (Mw)

~

+
AcONa (3,3 eq.), 5,0 min.

N,BF,
F~ :

Esquema 3.26

Conforme a discussdo previamente realizada a despeito da
relacdo entre a estrutura quimica das estirilpironas naturais, isoladas de
Polygala sabulosa, e o efeito ansiolitico apresentado, foram observadas
algumas tendéncias as quais ainda necessitam de confirmagdo. Uma
delas é a confirmagdo de que a presenca ou auséncia da ligacdo dupla
nos carbonos C7-C8 ndo é fundamental para a interacdo com o sitio
benzodiazepinico uma vez que os pares DST1 e STY4, DST2 e STY05
apresentaram 0s mesmos niveis de interagdo com o receptor no modelo
estudado. Dessa forma, decidiu-se por preparar alguns derivados com a
ligacdo dupla em C7-C8 reduzida através de hidrogenacdo catalitica
utilizando Pd/C em metanol (esquema 3.27). Foram hidrogenados os
compostos iangonina, 11,13-dimetoxi-iangonina e 3,4-metilenodioxi-
5,6-dehidrokavaina. Inicialmente, foi utilizado metanol como solvente
para todas as reagGes. No entanto, para a hidrogenagdo do 3,4-
metilenodioxi-5,6-dehidrokavaina, observou-se a presenca de uma
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grande quantidade, em relagdo ao produto, de um produto lateral que
ndo foi caracterizado. Segundo trabalho previamente publicado, a
hidrogenacdo em metanol, para alguns casos, pode levar a formagéo dos
derivados do 4acido kavaico. Dessa forma, a hidrogenagdo do 3,4-
metilenodioxi-5,6-dehidrokavaina foi conduzida em THF e apds 1,5
horas todo o material de partida havia sido consumido e o produto
obtido em 65% de rendimento.

OCH; OCH;
‘ N H,, Pd/C 5% (10% m:m) o
R MeOH, t.a. 1,0 h. R,
1 A o 0 ! (0] (]
CH;0 CH;0
R, R,
STY 05-R; =R, =H DST 05 - R, =R, = H; 68%
STY 06 - R; =R, = OCH; DST 06 - R; = R, = OCH3; 66%
OCH; OCH;
H,, Pd/C 5% (10% m:m) N
THF, t.a. 1,5 h. o
B e < O (0]
[0}
STY 01 DST 01; 65%
Esquema 3.27

Além disso, é necessario confirmar que a diminuicdo do indice
de eletrofilicidade poderia levar a um aumento na interacdo das
estirilpironas com o sitio benzodiazepinico. Para tanto, decidiu-se
preparar derivados com grupamentos hidroxila no anel aromatico os
guais apresentam um efeito doador de elétrons superior as metoxilas
presentes nos compostos naturais. Inicialmente, a preparacdo deste tipo
de compostos foi visualizada a partir da reacdo de Heck utilizando sais
de diazonio que ja possuiam os grupos hidroxila livre no anel aromatico
(esquema 3.28). A partir da reacdo da olefina 103 com o sal
tetrafluorborato de 4-hidroxifenildiazénio, o aduto de Heck foi obtido
com 35% de rendimento. Subsequente tratamento deste aduto com DDQ
e refluxo em tolueno levou a formacdo do derivado da iangonina 12-
hidroxilado com 54% de rendimento. Quando o mesmo derivado
hidroxilado foi preparado a partir da reacdo da olefina 108 com o sal
tetrafluorborato de 4-hidroxifenildiazénio, o aduto de Heck foi obtido
com 63% de rendimento. A obtencdo dos compostos hidroxilados a
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partir da olefina 108 apresentou-se como uma boa altermativa. No
entanto, a dificuldade em adquirir outras anilinas hidroxiladas, seja pela
via comercial ou sintética, e 0s bons resultados alcancados para 0s
adutos de Heck da olefina 108 utilizando sais de diaz6nio com grupos
metoxila no anel, nos levou a tracar outra rota para a obtencdo destes
compostos. Assim 0s compostos metoxilados iangonina, 11-metoxi-
iangonina e 11,13-dimetoxi-iangonina foram submetidos ao tratamento
com BBrz; em CH,Cl, anidro, a temperatura ambiente, para a
desmetilacdo das metoxilas presentes no anel aromatico. Apesar das
reacdes com dois ou trés metoxilas serem mais rapidas do que a
desmetilacdo da iangonina, todas elas foram deixadas durante 18 horas.
O melhor resultado foi obtido para a desmetilacdo da iangonina a qual
foi isolada com 72% de rendimento. Apesar de os rendimentos para a
desmetilagdo da 11-metoxi-iangonina e da 11,13-dimetoxi-iangonina
serem baixos, a obtencdo dos correspondentes compostos hidroxilados
sera de grande valia para avaliar o efeito bioldgico e verificar a
tendéncia observada pelo estudo tedrico.

Pd(AcO), (10%) DDQ (2,0 eq) AN
AcONa (3,3 eq.) A tolueno

refluxo, 2,0 h
MeCN, 80 °C,3,0 h N AN ~ o

rendimento: 54%

N,BF, HO
O HO STY 08
HO

rendimento: 35% Pd(AcO), (5%) N,BF,
AcONa (3,3 eq.) /©/

MeCN, 80 °C, 1,0 h | HO

Rendimento: 63%

OCH, ocH,
N \ Pd(AcO), (5%)
R, NN N BBry CH,CL R, N AcONa (3,3 eq.)
ta., 18 h. 07 "0 MeCN,80°C,1,0h
- -
HO CH,0 K,

N,BF,
“ L ol
CH,0
STY 04 -R; = OCH3, R, =H; 89%

STY 15-R; = OH, R, = H; 55% R,

STY 08 - R, =R, =H; 72% STY 05-R; =R, =H; 96%
STY 16 - R, = R, = OH; 32% STY 06 - R, = R, = OCHj; 81%
Esquema 3.28

Uma importante observacdo foi a significativa diferenca de
reatividade entre as olefinas 103 e 108. Inicialmente, imaginou-se que a
olefina 103 pudesse ser arilada com a mesma eficiéncia que os acetatos
alilicos devido a semelhanga estrutural. No entanto, os resultados
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mostraram que estas olefinas ndo se comportam da mesma forma. A
possibilidade do paladio se coordenar simultaneamente com a ligagdo
dupla, na etapa de inser¢cdo migratéria, e com a carbonila do grupo
acetila é fundamental para a alta reatividade e seletividade desta arilagéo
de Heck com os acetatos alilicos. Como no caso da olefina 103 o
sistema ciclico e rigido ndo permite essa aproximacdo, e entdo a
coordenacdo do paladio com a carbonila, acaba reagindo como se fosse
uma ligacdo dupla isolada a qual também ndo apresentaria uma alta
reatividade (esquema 3.29).

OMe OMe

'

Ar Pd*—0O ArPd*-._ E
\ rdpida N ! — lenta _ Pd*
>_ — >
H H o _§_ Ly o \ o
1 |

R R! ' Ar'Pd o Ar

'

Esquema 3.29

A partir dos resultados obtidos, percebeu-se que a olefina 103
era mais semelhante aos estirenos que aos acetatos alilicos. Para torna-la
mais semelhante e talvez tdo reativa quanto os estirenos, precisavamos
de um sistema todo conjugado. De fato, ap6s a obten¢do da olefina 108,
houve uma significativa melhora nos rendimentos para a obtencdo dos
adutos de Heck. O ciclo catalitico proposto para a reacdo de Heck
utilizando sais de diazénio inicia-se pela adicdo oxidativa da espécie de
paladio zero A ao sal de diazdnio, onde um complexo catiénico de
paladio B é formado, pela extrusdo de nitrogénio. Em seguida, a olefina
se coordena a esse complexo catibnico de paladio, com o qual
posteriormente ocorre a etapa de insercdo migratoria com formacdo da
ligacdo C-C e da ligacdo C-Pd (intermediario C). Ap6s, uma eliminacio
syn de hidreto de palddio resulta na formacdo do aduto de Heck e do
hidropaladio D, que por reacdo com 0 acetato de sddio, regenera a
espécie de paladio zero A ao meio reacional (esquema3.30).

Acredita-se que a etapa lenta da reacdo de Heck com sais de
diazénio seja a inser¢do migratoria, onde ocorre a formagdo da ligacao
C-C (esquema 3.31). Nessa etapa, o grupo arila se liga ao carbono
terminal da dupla ligacéo e o palédio se liga ao carbono interno da dupla
ligacdo. Consequentemente, quanto menor a densidade de elétrons no
carbono terminal da dupla ligacdo, menor seria a barreira energética
para a formacdo da nova ligagdo C-C. Essa seria uma possivel
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explicacdo para a diferenca de reatividade encontrada para as duas
olefinas estudadas nesse trabalho, uma vez que o carbono C8 da olefina
108 apresenta menor densidade eletrénica que o carbono C7 da olefina
103. Esse maior carater positivo do carbono C7 na olefina 108 é
consequéncia da conjugacdo do sistema que atinge desde o carbono C8
até o oxigénio da carbonila. Esses resultados vdo ao encontro daqueles
ja obtidos com estirenos contendo grupos retiradores de elétrons, os
quais sdo excelentes substratos para a arilacdo de Heck, uma vez que a
carbonila comporta-se como um grupo retirador de elétrons.

AcOH ArN,BF,
NaOAc
Pd(0)L, N,
eliminagao redutiva A adigdo oxidativa
HPA(IDL," ArPd*(INL,
D B
OCH; . . . .
eliminagdo syn inser¢do migratdria
N =
OCH;, | OCH;,
AN Ar : O o N
S | L,Pd(I)* |
Ar o o c N0 N0
Esquema 3.30
* +
ArPd*(IDL, ocH, ocH,
+
OCH | N formagio da | A
? e ligacdao C-C o
X 7 o~ o A YT 07 o
& | LZ(H)Pd;r L,Pd(IT)+
[0 o
OCH; OCH,
X =
-
XN | R |
8 5 [0) o 8 5 () O
51
Esquema 3.31
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Em virtude dos relatos na literatura que descrevem uma
possivel atividade citotoxica para as kavalactonas,'?’*2:129130.131.132
contra células tumorais hepaticas, pulmonares, leucémicas e mamarias,
foi avaliada a atividade antitumoral das estirilpironas sintetizadas neste
trabalho frente a diferentes linhagens de células tumorais humanas. As
linhagens celulares utilizadas para a avaliacdo da potencial atividade
antitumoral incluiram: HL60 (leucemia miel6ide), Jurkat (leucemia
linfoide), MCF-7 (carcinoma mamaério) e HCT - 116 (carcinoma colo-
retal). Inicialmente a triagem foi realizada na concentragdo de 10uM,
como ndo houve atividade citotoxica, foram realizados novos
experimentos a 50uM. Devido a baixa solubilidade dos compostos, a
concentracdo maxima de DMSO nestes experimentos foi de 0,25% e ja
apresentou citotoxicidade em torno de 20%, em comparacdo ao controle
de células (CC) mantidas somente com o meio de cultura. Como
controle positivo, foi utilizado a cisplatina (Cis) a 50uM (tabela 12).

Para analise dos dados, foi calculado o percentual de
proliferacdo em relagdo ao controle DMSO (tabela 3.5). Os compostos
naturais isolados de Polygala sabulosa DST1, 02 e 03 e STY3 e 04
também foram submetidos aos testes. Os compostos STY12 e STY13
ndo foram testados, pois foram preparados apds o envio da primeira leva
de amostras. Os resultados demonstram que 0S compostos nao
apresentam potencial antitumoral. Além disso, os compostos testados
apresentam uma atividade estimulatéria da proliferacéo celular.

A diferenca mais marcante entre as estruturas das estirilpironas
toxicas para as sintetizadas neste trabalho é a presenca da metoxila em
C4 do anel 2-pirona. Além disso, algumas das estirilpironas toxicas
apresentam hidroxilas livres ou protegidas em C7 e C8. Estes resultados,
apesar de ser negativos, sdo interessantes ja que estamos buscando
farmacos ansioliticos com baixo potencial téxico.
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Tabela 11 - Percentual de proliferagéo frente as linhagens de células tumorais humanas Jurkat (leucemia linféide), HL60
(leucemia mieldide), MCFE-7 (carcinoma mamario) e HCT- 116 (carcinoma colo-retal).

Compostos JURKAT (%) HL60 (%) MCF-7 (%) HCT-116 (%)
DST 01 160,93 (+ 14,36) 143,86 (+ 26,96) 126,20 (% 4,92) 112,76 (+ 0,12)
DST 02 135,83 (+ 1,43) 129,44 (+ 7,19) 113,50 (+ 16,23) 107,62 (+ 2,09)
DST 03 124,60 (+ 15,21) 111,84 (+ 7,64) 109,42 (+ 5,04) 112,46 (+ 2,59)
DST 05 142,14 (+ 15,08) 116,13 (+ 0,01) 118,41 (+ 17,96) 106,47 (+ 1,94)
DST 06 152,29 (+ 16,48) 116,64 (+ 2,01) 115,30 (+ 6,74) 109,73 (+ 1,91)

STY3 134,28 (+ 25,36) 98,29 (+ 39,89) 101,12 (+ 28,50) 102,99 (+ 11,67)
STY4 156,73 (+ 10,37) 143,43 (+ 6,02) 126,21 (+ 0,69) 131,97 (+ 1,18)
STYO05 123,30 (+ 3,03) 104,98 (+ 3,32) 97,04 (+ 4,87) 101,22 (+0,74)
STY06 134,15 (+ 17,59) 112,52 (+ 9,93) 102,06 (+ 3,36) 105,01 (+ 1,79)
STYO07 115,28 (+ 38,41) 112,38 (+ 1,75) 106,41 (+ 4,79) 108,97 (+ 12,81)
STY08 99,08 (+ 4,39) 104,41 (+ 3,18) 101,06 (+ 5,46) 91,65 (+ 4,48)
STY09 152,78 (+ 29,59) 142,12 (+ 17,45) 120,87 (+ 7,44) 119,57 (+ 0,36)
STY10 130,10 (+ 1,01) 135,15 (+ 37,41) 103,56 (+ 1,83) 105,64 (+ 5,76)
STY11 134,90 (+ 15,03) 123,09 (+ 0,66) 113,61 (+ 9,04) 123,83 (+ 0,54)
STY14 99,99 (+ 1,85) 105,55 (+ 26,68) 92,00 (+ 12,93) 97,86 (+ 2,00)
STY15 137,20 (+ 24,74) 111,41 (+ 17,19) 98,29 (+ 4,38) 109,20 (+ 1,57)
DMSO 100,00 (+ 0,00) 100,00 (+ 0,00) 100,00 (+ 0,00) 100,00 (+ 0,00)
cls® 36,38 (+3,72) 45,52 (+ 30,86) 58,51 (+ 18,37) 86,54 (+ 19,86)
c.ch 124,70 (+ 9,24) 116,36 (+ 2,63) 96,56 (+ 34,32) 116,56 (+ 9,94)

*Valores obtidos referentes & média do percentual da proliferacéo celular calculada em relacdo ao controle DMSO, realizada em dois

experimentos independentes em triplicata. *Cisplatina. "Controle de células.
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3.4. Conclusao

O estudo da reacdo de Heck com as olefinas 103 e 108
permitiu o desenvolvimento de uma metodologia altamente regio- e
estereosseletiva uma vez que s6 ocorreu arilagdo no carbono terminal
da olefina e somente o isdmero E foi obtido. Os rendimentos para a
obtencdo dos adutos de Heck a partir da olefina 108 foram superiores
aos adutos de Heck obtidos a partir da olefina 103. A metodologia
desenvolvida para estas duas olefinas permitiram, ou abriram caminho
para a sintese de um grande nimero de derivados das kavalactonas
naturais isoladas da espécie vegetal Polygala sabulosa (esquema 3.32).

OCH; OCH, OCH;

N N N
CH30. S
CH50. o o o o o °
CHy0 CH30

7,8-dihidrokavaina

H OCH;,

N
~
— o~ "o

kavaina

OCH;
OCH; H OCH; N
N \
- 0" So
o.
< ] 0" So CHio

o CH,0

11,12-dimetoxi-7,8-dihidrokavaina 11,12-dimetoxikavaina

OCH;

jjvfi
0. N o o [e—
<0

metisticina

5,6-7,8-tetrahidro-iangonina

5,6-7,8-tetrahidro-metisticina 5,6-dihidro-iangonina

CH30'

10-metoxi-iangonina

7,8--dihidro-metisticina

108 11-metoxi-iangonina

Esquema 3.32
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3.5. Parte experimental
3.5.1.Métodos e equipamentos gerais

As reacles sensiveis a umidade foram conduzidas sob
atmosfera de nitrogénio (99,99 %). A vidraria foi seca em estufa a 140
%C por um periodo de 1 hora antes do uso e, posteriormente, foi resfriada
em dessecador contendo silica gel.

Tetraidrofurano (THF) foi pré-seco através de refluxo com

hidreto de célcio, sob atmosfera de nitrogénio e destilado sob sddio
metalico e benzofenona (indicador) momentos antes do uso. O tolueno
foi tratado com s6dio metalico sob atmosfera inerte antes do uso.
Diclorometano, i-propanol e acetonitrila foram tratados com hidreto de
calcio sob atmosfera inerte e destilados antes da reacdo. A
diisoprolpilamina foi refluxada com hidreto de célcio por 1 hora,
destilada e estocada sob atmosfera de nitrogénio com algumas pastilhas
de NaOH. O acetoacetato de etila foi destilado sob pressédo reduzida (2,0
mmHg) a 30 °C e estocado sob atmosfera de nitrogénio. A acetona foi
tratada com drierite (CaSQO,4) por um periodo de 12 horas e entdo
destilada e estocada sob atmosfera inerte. O metanol foi tratado com
dimetéxido de magnésio ((MeO),Mg), destilado e estocado sob
atmosfera de nitrigénio. A solucdo de n-BulLi foi titulada em THF seco
com i-propanol seco, utilizando-se 1,10-fenantrolina como indicador.
Os espectros de absorgdo na regido do infravermelho foram obtidos em
espectofotdmetro Perkin Elmer FTIR 16 PC utilizando-se pastilhas
comprimidas de brometo de potassio anidro e em espectrofotémetro X
que utiliza 0 método de refletancia total atenuada (ATR) em filme.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos
em aparelho Bruker AC200, operando a 4,7 Tesla observando os
nicleos de 'H e *C a 200,13 e 50,61 MHz, respectivamente, e em
aparelho Varian Mercury Plus operando a 9,4 Tesla, observando os
nicleos de 'H e *C a 399,74 e 100,00 MHz, respectivamente. Os
espectros obtidos na UNICAMP foram realizados em espectrdmetro
Bruker operando a 5,8 Tesla observando os nicleos de *H e *C a 250 e
62,5 MHz, respectivamente.

Os espectros de massas foram obtidos em equipamento CG-EM
5975C “with triple-axis detector” da Agilent.

Para o fracionamento cromatografico em coluna foi utilizando
silica gel de granulagdo 70-230 mesh (0,063-0,2 mm) da Merck. Para
cromatografia flash foi utilizado silica gel com granulagéo 0,040 — 0,063
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mm (230 — 400 mesh). Para cromatografia em camada fina (CCD) foram
utilizadas placas Alugram Sil G/UVys, com 0.20 mm de espessura da
Macherey-Nagel. Os compostos nas placas cromatograficas foram
visualizados sob lampada de ultravioleta a 254 nm e por imersdo das
placas em anisaldeido sulfdrico e/ou solucéo de sulfato de cério 2N em
acido sulflrico e/ou em solucéo de vanilina em etanol e acido sulfdrico
(3,0 g de vanilina + 50 mL de etanol + 0,5 mL de &cido sulfdrico
concentrado) seguido de aguecimento da placa.

Os solventes utilizados para separacGes cromatograficas em
coluna de silica gel, em camada delgada e particdo liquido/liquido foram
de qualidade PA e ndo passaram por processos de purificacdo adicional
ou secagem. Os reagentes e solventes utilizados como meio de reacfes
passaram por processos de secagem quando necessario.

3.5.2.Procedimento geral para a preparacdo dos sais de
arenodiazonio

Em um béquer contendo a anilina (1,0 eq.) em agua, na
proporcao de 2,5 mmol/mL, foi adicionado a temperatura ambiente, 15,4
mL de uma solucdo 48% de HBF,4 (2,0 eq. de HBF,). Apds 15 minutos
de agitacdo, a solucgdo foi resfriada e mantida entre 0 e -5°C. Nesta faixa
de temperatura e sob agitacdo magnética, ou com bastdo de vidro se
necessario, foi adicionado lentamente uma solucdo aquosa de NaNO,
(2,0 eqg.) na concentragdo de 10 mmol/mL. Apés o término da adi¢do
desta solugdo, o sistema foi mantido sob agitacdo por mais 15 minutos.
Entdo foi adicionado lentamente acido sulfamico (1,5 eq) para destruir o
excedente de NaNO,. O produto bruto foi filtrado e o residuo sélido foi
lavado com uma solugdo aquosa gelada de NaBF, (2,0 eqg.) sob
concentracdo de 5 mmol/mL. Este residuo foi dissolvido em uma
guantidade minima de acetona a temperatura ambiente e precipitado
com a adicéo de éter etilico gelado. O solido foi filtrado e re-submetido
a esta precipitacdo até que o solido ficasse branco indicando um alto
grau de pureza. Para a cristalizacdo deste sal o sélido branco foi re-
dissolvido em uma quantidade minima de acetona e em seguida foi
adicionado éter etilico gelado até turvar a solucéo a qual foi deixada em
repouso no freezer durante 20 minutos. O produto foi filtrado e seco em
alto vacuo sob protecdo da luz e estocado em geladeira.
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Tetrafluorborato de 4-metoxifenildiazbnio

Foi obtido como um solido cristalino
branco, com 72,0 % de rendimento, que
funde entre 139,0 — 140,0 °C. e
Espectro IV (filme): v (cm™): 3107, Q/

2262, 1581, 1285, 1055.
Espectro RMN de 'H (250 MHz, acetona

—dg) & (ppm) = 4,16 (3H, s), 7,53 (2H, d,
J=9,2Hz), 8,76 (2H, d, J =9,2 Hz).

Tetrafluorborato de 3,4-dimetoxifenildiazénio

Foi obtido como um sélido cristalino
prateado, com 50,0 % de rendimento,
gue se decompBem entre 104,0 — 105,0
0

C.

Espectro IV (filme): v (cm™): 3121,
2249, 1569, 1513, 1295, 1057,0.
Espectro RMN de 'H (250 MHz,
acetona — dg) & (ppm) = 4,99 (3H, s), 4,18 (3H, s), 7,58 (1H, d, J =9,0
Hz), 8,23 (1H, d, J = 2,5 Hz), 8,57 (1H, dd, J = 2,5 e 9,0 Hz).

N,BF,

CH,0

OCH;

Tetrafluorborato de 3,4,5-trimetoxifenildiazonio

Foi obtido como um sélido de coloracéo
levemente amarelada, com rendimento

de 54,0 %, que se decompde entre 111 e cmo NJBF,
112 °C.

Espectro 1V (filme): v (cm™): 3107, cio

2278, 1587, 1426, 1129, 1027. ocn,

Espectro RMN de 'H (250 MHz,
acetona — dg) & (ppm) = 4,00 (6H, s), 4,15 (3H, s), 8,21 (2H, 3).
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Tetrafluorborato de 4-hidroxifenildiazénio

Foi obtido como um s6lido de coloragéo
amarelada, com rendimento de 35%, que
se decompde em 130 °C.

Espectro IV (filme): v (cm™): 2192,
1593, 1052.

Espectro RMN de 'H (250 MHz,
CD30D) 6 (ppm) = 6,83 (2H, d, J =9,5
Hz), 8,15 (2H, d, J = 9,5 Hz).

Tetrafluorborato de fenildiazbnio

Foi obtido como um solido cristialino
branco, com rendimento de 67,0 %, que
funde entre 104,0 e 105,0 °C.

Espectro IV (filme): v (cm™): 3107,
2296, 1571, 1462, 1311, 1053.

Espectro RMN de 'H (250 MHz, acetona
—ds) 6 (ppm) = 8,10 (2H, t, J = 7,8 Hz),

N,BF,
HO” :

: N,BF,

8,40 (1H, tlargo, J=7,5e 7,8 Hz), 8,85 (2H, d largo, J = 7,8 Hz).

Tetrafluorborato de 4-fluorfenildiazénio

Foi obtido como um sélido cristalino
branco, com 60,0 % de rendimento, que
funde entre 158,8 — 160,0 °C.

Espectro IV (filme): v (cm™): 3117,
2296, 1579, 1249, 1066, 1082, 849.
Espectro RMN de *H (250 MHz, acetona
— dg) & (ppm) = 7,89 (2H, dd, J =80 e
9,3 Hz), 8,99 (2H, dd, J=4,5 ¢ 9,3 Hz).
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Tetrafluorborato de 4-clorofenildiazénio

Foi obtido como um soélido cristalino
branco, com 82,0 % de rendimento, que
funde entre 119,8 — 121,5 °C.

Espectro IV (filme): v (cm™): 3109,
2293, 1564, 1054, 839.

Espectro RMN de 'H (250 MHz, acetona
—dg) & (ppm) = 8,15 (2H, d, J = 9,3 H2),
8,87 (2H, d, J =9,3 Hz).

Tetrafluorborato de 4-bromofenildiazbnio

Foi obtido como um sdlido cristalino
branco, com 71,0 % de rendimento, que
funde entre 122,0 — 123,0 °C.

Espectro IV (filme): v (cm™): 3105,
2291, 1556, 1037, 833.

Espectro RMN de *H (250 MHz, acetona
—dg) & (ppm) = 8,30 (2H, d, J = 9,3 Hz),
8,75 (2H, d, J = 9,3 Hz).

Tetrafluorborato de 4-iodofenildiazbnio

Foi obtido como um sélido cristalino
branco, com 55,0 % de rendimento, que
funde entre 115,0 — 116,0 °C.

Espectro IV (filme): v (cm™): 3099,
2284, 1548, 1053, 833.

Espectro RMN de *H (250 MHz, acetona
—ds) 6 (ppm) = 8,53 (4H, s largo).
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Tetrafluorborato de 4-nitrofenildiazonio

Foi obtido como um sélido cristalino
branco, com 65,0 % de rendimento, que
se decompdem entre 144,0 — 145,0 °C. NoBE,
Espectro IV (filme): v (cm™): 3117, Q/
2308, 1541, 1359, 1317, 1045,0, 865, o

743.

Espectro RMN de 'H (250 MHz, acetona
—de) & (ppm) = 8,86 (2H, d, J = 9,3 Hz), 8,19 (2H, d, J = 9,3 Hz).

3.5.3.Procedimento para a preparacao da olefina 103

Em um baldo de 500 mL
contendo 30,0 mL (21,66 g, 214,5 mmol)

de diisopropilamina e 50 mL de THF a 0 '
°C e sob atmosfera de nitrogénio, foi o
adicionado 133,4 mL (214,5 mmol) de n- NN Y,

butil litio (1,60 M). O sistema foi
mantido sob agitacdo a 0 °C durante 45
minutos e entdo foi adicionado, com o auxilio de um adicionador
automatico, 11,6 mL (11,93 g, 91,7 mmol) de acetoacetato de etila sob
uma vazdo de 0,320 mL/min. Apo6s o término desta adi¢&o, a solucdo de
coloracdo avermelhada foi mantida sob agitacdo por mais 15 minutos
guando foi adicionado 6,34 mL (5,31 g, 94,9 mmol) de acroleina,
previamente destilada. O sistema reacional foi mantido sob agitacdo a 0
°C durante 30 minutos e entéo foi adicionado 200,0 mL de agua gelada
mantendo a agitacdo por mais 1,0 hora. Foi adicionado 200,0 mL de éter
etilico e a fase organica foi separada e descartada. A fase aquosa foi
acidificada com solu¢do de &cido cloridrico 6,0 M até alcancar pH
aproximadamente 1, a solucdo fica amarelada. O produto bruto foi
extraido com CH,Cl, (3 x 100,0 mL) e a fase organica foi lavada com
solucdo aquosa saturada de NaCl (1 x 100 mL), seca com sulfato de
sodio anidro, o solvente foi evaporado e seco sob alto vacuo rendendo
10,19 g de um dleo de coloracdo amarelada. Apds injecdo no CG/EM,
foi observado apenas um pico no cromatograma de ions totais.

Este dleo, sem mais purificacdes, foi dissolvido em 200,0 mL
de acetona anidra. Entdo foram adicionados 48,13 g (348,8 mmol) de
K,CO;3 anidro e 33,11 mL (43,94 g, 348,8 mmol) de sulfato de dimetila.
O sistema foi mantido sob agitacdo, em atmosfera de nitrogénio, a
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temperatura ambiente durante 18 horas. Apds esse periodo, 0 meio
reacional foi diluido com 200,0 mL de AcOEt e filtrado. A fase organica
foi lavada com solucdo 1,0 M de &cido cloridrico (3 x 100 mL) e com
solucdo aquosa saturada de NaCl (1 x 100 mL). O solvente da fase
organica foi seco com sulfato de sodio anidro e evaporado em
evaporador rotatério. O produto foi purificado por cromatografia em
coluna flash utilizando a mistura hexano/acetato de etila (na proporcéo
70/30 v:v) como eluente. Foram obtidos 4,25 g (58,6 % nas 2 etapas) de
um oleo incolor que se solidificou ao ser estocado no freezer.

Foi obtido um sélido branco com ponto de fuséo entre 46 e 47 °C e Rf =
0,26 (utilizando hexano : acetato de etila (1 : 1) como eluente)
apresentando coloragdo roxa ao revelar na vanilina.

Espectro IV (filme): v (cm™): 1708 (C=0), 1624, 1383, 1228, 1033.
Espectro RMN de *H (250 MHz, CDCl3) & (ppm) = 2,45 (1H, dd, J
5,1 e 17,1 Hz), 2,56 (1H, ddd, J = 1,3, 10,1 e 17,1 Hz), 3,73 (3H, s,
OCHj3), 4,50 — 4,70 (1H, m), 5,13 (1H, d, J = 1,3 Hz), 5,26 (1H, dt, J
1,3 e 10,4 Hz), 5,39 (1H, dt, J = 1,3 e 17,1 Hz), 5,92 (1H, ddd, J = 5,7,
10,4 e 17,1 Hz).

Espectro RMN de *C (62,5 MHz, CDCly) & (ppm) = 32,8; 56,1; 75,8;
90,5; 118,0; 134,7; 166,8; 172,3.

Espectro de massas (m/z): 153,1 (M+); 125,0; 110,1 (100 %); 98,0;
79,0; 68,0; 55,0.

3.5.4.Procedimento geral para a preparacgéo das kavalactonas \

Obteng&o das kavalactonas utilizando Pd,(dba)s.dba

Em um tubo ou baldo foram adicionados o acetato de sddio (3,3
eq), o Pd,(dba)s.dba (4% mol), a olefina (1,0 eq.) dissolvida em
benzonitrila e o sal de diaz6nio (1,5 eq.). O meio reacional foi inserido
em banho de 6leo a temperatura desejada e mantido sob agitacdo nesta
temperatura até o consumo do sal de diazonio. O produto bruto foi
filtrado em uma cama de celite e purificado em cromatografia flash
utilizando primeiramente a mistura hexano : acetato de etila (90:10)
como eluente para retirar a benzonitrila e apds, uma mistura
hexano/acetato de etila em proporcdo adequada para eluir o produto
desejado.
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Obtencdo das kavalactonas utilizando Pd(AcO),/CO

Em um tubo ou baldo foram adicionados o acetato de sddio (3,3
eq), o Pd(AcO), e a olefina (1 eq). O sistema foi fechado com um septo
e a atmosfera de ar foi trocada por atmosfera de monoxido de carbono
(CO). Entdo foi adicionado o solvente e o sistema foi deixado sob
agitacdo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Em seguida, o
sistema foi aberto e o sal de diazénio (1,2 eq.) foi rapidamente
adicionado ao meio reacional. O sistema foi fechado novamente e o
experimento foi conduzido sob atmosfera de CO usando uma bexiga de
borracha. O sistema reacional foi inserido em um banho de éleo em
temperatura desejada e deixado sob agitacdo até o consumo total do sal
de diazbnio. O produto bruto foi filtrado em uma cama de celite e
purificado em cromatografia flash utilizando uma mistura
hexano/acetato de etila em proporcdo adequada para eluir o produto
desejado.

12-metoxikavaina

Em um procedimento tipico para a

sintese da 12-metoxikavaina, foram ocn
utilizados 270,6 mg (3,3 mmol) de N
acetato de sodio, 22,5 mg (10% mol) de

Pd(AcO),, 154,0 mg (1,0 mmol) da N0 N
olefina, 3,3 mL de acetonitrila e 332,7 | _

mg (1,5 mmol) do tetrafluorborato de p- 3

metoxifenildiazdnio. Foram obtidos 195,5 mg (75,0%) de um solido
branco com ponto de fusdo 122 — 123 °C e Rf = 0,25 (utilizando hexano
. acetato de etila (1 : 1) como eluente) apresentando coloragdo azul-
esverdeada ao revelar na vanilina.

Espectro IV (filme): v (cm™): 1704 (C=0), 1623, 1512, 1248, 1225.
Espectro RMN de *H (250 MHz, CDCls) § (ppm) = 2,50 (1H, dd, J =
4,4 e 17,1 Hz), 2,65 (1H, ddd, J = 1,3, 10,7 e 17,1 Hz), 3,75 (3H, s,
OCHjy), 3,80 (3H, s, OCH3), 4,90 — 5,10 (1H, m), 5,17 (1H,d, J=1,3
Hz), 6,12 (1H, dd, J = 6,6 e 16,1 Hz), 6,66 (1H, d, J = 16,1 Hz), 6,86
(2H, d, J = 8,5 Hz), 7,32 (2H, d, J = 8,5 Hz).

Espectro RMN de *C (62,5 MHz, CDCl5) & (ppm) = 33,4; 55,3; 56,1;
76,2; 90,5; 114,2 (2C); 123,2; 127,8 (2C); 128,4; 132,8; 159,7; 166,9;
172,4.
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Espectro de massas (m/z): 260,1 (M+); 232,1; 216,1; 201,0; 185,1;
161,0; 134,0 (100%); 121,0; 98,0; 68,0; 44,0; 32,0.

11,12,13-trimetoxikavaina

Em um procedimento tipico para a
sintese da 11,12,13-trimetoxikavaina
foram utilizados 1,773 g (21,6 mmol) de
acetato de sodio, 249,5 mg (4% mol) de
Pd,(dba)z, 1,0 g (6,49 mmol) da olefina
em 7 mL de benzonitrila e 2,095 g (7,44
mmol) do tetrafluorborato de 3,4,5-
trimetoxifenildiazénio. Foram obtidos 414,3 mg (29%) de um sélido de
coloragdo amarelada com ponto de fusdo 119,0 — 120 °C e Rf = 0,17
(utilizando hexano : acetato de etila (1 : 1) como eluente) apresentando
coloracdo azul-esverdeada ao revelar na vanilina.

Espectro IV (filme): v (cm™): 1704 (C=0), 1624, 1241, 1223, 1127.
Espectro RMN de *H (250 MHz, CDCl;) & (ppm) = 2,55 (1H, dd, J =
4,7 e 16,1 Hz), 2,67 (1H, ddd, J = 1,0, 10,4 e 17,1 Hz), 3,78 (3H, s,
OCHjy), 3,85 (3H, s, OCHj3), 3,88 (6H, s, 2x -OCHj3), 5,00 — 5,10 (1H,
m), 5,20 (1H, d, J = 1,0 Hz), 6,18 (1H, dd, J = 6,3 e 15,8 Hz), 6,62 (2H,
s), 6,66 (1H, d, 15,8 Hz).

Espectro RMN de **C (62,5 MHz, CDCls) & (ppm) = 33,3; 56,1; 56,1;
60,9; 75,00; 90,5; 103,7; 125,0; 131,4; 133,0; 138,3; 153,4; 166,7;
172,3.

Espectro de massas (m/z): 320,1 (M+); 194,1; 181,1 (100%); 151,1;
136,0; 125,0; 91,0; 68,0; 55,0.

CH,0

OCH;

12-fluorkavaina

Em um procedimento tipico para a
sintese da  12-fluorkavaina  foram
utilizados 270,6 mg (3,3 mmol) de A
acetato de sodio, 22,5 mg (10% mol) de
Pd(AcO),;, 154,0 mg (1,0 mmol) da
olefina 1 em 3,3 mL de acetonitrila e ¥
314,7 mg (1,5 mmol) do tetrafluorborato

OCH,
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de 4-fluorfenildiazénio. A reagdo foi conduzida em atmosfera de CO.
Foram obtidos 60,3 mg (41%) de um sélido cristalino branco com ponto
de fusdo na faixa 189,7 — 191,2 °C e Rf = 0,26 (utilizando hexano :
acetato de etila (1 : 1) como eluente) apresentando coloracdo roxa ao
revelar na vanilina.

Espectro 1V (pastilha de KBr): v (cm™): 1699 (C=0), 1622, 1509, 1390,
1229.

Espectro RMN de *H (250 MHz, CDCl5) & (ppm) = 2,53 (1H, dd, J =
4,8¢e17,0),2,66 (1H, ddd, J=1,0, 10,5 e 17,3 Hz), 3,77 (3H, s, -OCHy),
5,00 - 5,10 (1H, m), 5,20 (1H, d, J = 1,0 Hz), 6,17 (1H, dd, J = 6,3 ¢
15,8 Hz), 6,70 (1H, d, J = 15,8 Hz), 7,02 (2H, t, J = 8,8 Hz), 7,36 (2H,
dd, J=5,3¢ 8,8 Hz).

Espectro RMN de **C (62,5 MHz, CDCls) & (ppm) = 33,3; 56,1; 75,7;
90,5; 115,6 (d, J =21.9 Hz); 125,2 (d, J = 2.5 Hz); 128,3 (d, J = 8.1 Hz);
131,9 (d, J = 3.1 Hz); 13,0; 162,7 (d, J = 246.2 Hz); 166,6; 172,2.
Espectro de massas (m/z): 248,0 (M+); 220,0; 204,0; 146,0; 133,0;
122;0; 109,0; 98 (100%); 68,0.

12-clorokavaina

Em um procedimento tipico para a
sintese da 12-clorokavaina foram
utilizados 811,8 mg (9,9 mmol) de N
acetato de sodio, 67,5 mg (10% mol) de AN
Pd(AcO),, 462,0 mg (3,0 mmol) da
olefina em 9,9 mL de acetonitrila e 1,017 a
g (4,5 mmol) do tetrafluorborato de 4-
clorofenildiazbnio. A reagdo foi conduzida em atmosfera de CO. Foram
obtidos 301,1 mg (40%) de um s6lido cristalino branco com ponto de
fusdo 179,3 — 180,1 °C e Rf = 0,25 (utilizando hexano : acetato de etila
(1 : 1) como eluente) apresentando coloragdo roxa ao revelar na
vanilina.
Espectro IV (pastilha de KBr): v (cm™): 1695 (C=0), 1622, 1385, 1230.
Espectro RMN de *H (250 MHz, CDCls) & (ppm) = 2,54 (1H, dd, J =
17,0 e 4,7 Hz), 2,67 (1H, ddd, J = 17.0, 10.2 e 1.0 Hz), 3,77 (3H, 9),
5,00-5,10 (m, 1H), 5,20 (1H, d, J = 1,0 Hz), 6,23 (1H, dd, J = 16,0 € 6,0
Hz), 6,72 (1H, dd, J = 16,0 e 1,0 Hz), 7,31 (4H, s).
Espectro RMN de *C (62,5 MHz, CDCl5) & (ppm) = 33,2; 56,1; 75,6;
90,6; 126,1; 127,9; 128,9; 131,9; 134,0; 134,2; 166,6; 172,2.
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Espectro de massas (m/z): 264,0 (M+); 236,0; 165,0; 152,0; 138; 125;0;
111,0; 98 (100%); 68,0.

12-bromokavaina

Em um procedimento tipico para a
sintese da 12-bromokavaina foram
utilizados 270,0 mg (3,3 mmol) de
acetato de sodio, 22,5 mg (10% mol) de
Pd(AcO),, 154,0 mg (1,0 mmol) da
olefina em 3,3 mL de acetonitrila e Br
406,2 mg (1,5 mmol) do tetrafluorborato
de 4-bromofenildiazdnio. A reacéo foi conduzida em atmosfera de CO.
Foram obtidos 33,0 mg (10 %) de s6lido cristalino que funde a 165,2 —
166,4 °C. Rf = 0,25 (utilizando hexano : acetato de etila (1 : 1) como
eluente) apresentando coloragdo azul-esverdeada ao revelar na vanilina.
Espectro IV (filme): v (cm™): 1699 (C=0), 1624, 1385, 1230.

Espectro RMN de *H (250 MHz, CDCl;) & (ppm) = 2,52 (1H, dd, J =
47 e 17,1 Hz), 2,64 (1H, ddd, J = 1,0, 10,4 e 17,1 Hz), 3,75 (3H, s, -
OCHjy), 5,00 — 5,10 (1H, m), 5,15 (1H, d, 1,3 Hz), 6,23 (1H, dd, J = 6,0
e 16,1 Hz), 6,67 (1H, d, J = 16,1 Hz), 7,24 (2H, d, J = 8,5 Hz), 7,44 (1H,
d, J=8,5Hz).

Espectro RMN de **C (62,5 MHz, CDCls) & (ppm) = 33,2; 56,2; 75,6;
90,6; 122,2; 126,3; 128,23; 131,8; 131,9; 134,7; 166,5; 172,2.

Espectro de massas (m/z): 309,9 (M+); 307,9; 282,0; 280,0; 265,9;
263,9; 183,9; 181,9; 170,9; 168,9; 140,9; 128,0 98,0 (100%); 68,0.

12-hidroxikavaina

Em um procedimento tipico para a ocH,
sintese da 12-hidroxikavaina foram
utilizados 783,0 mg (9,5 mmol) de
acetato de sodio, 64,9 mg (10% mol) de NN N
Pd(AcO),, 4450 mg (2,9 mmol) da
olefina em 12,5 mL de acetonitrila e
721,6 mg (3,47 mmol) do
tetrafluorborato de 4-hidroxifenildiazonio. A reacdo foi conduzida em

HO’
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atmosfera de CO. Foram obtidos 267,4 mg (38 %) de um amarelo que se
decompde a 205 °C. Rf = 0,21 (utilizando hexano : acetato de etila (1 :
1) como eluente) apresentando coloragdo azul-esverdeada ao revelar na
vanilina.

Espectro IV (filme): v (cm™): 3235, 1686 (C=0), 1615, 1385, 1256,
1230.

Espectro RMN de *H (250 MHz, acetona-dg) & (ppm) = 2,55 (1H, dd, J
=17,1e 4,7 Hz), 2,68 (1H, ddd, J = 17,1, 10,4 e 1,3 Hz), 3,80 (3H, s, -
OCHy), 5,00 - 5,10 (1H, m), 5,15 (1H, d, 1,3 Hz), 6,20 (1H, dd, J = 16,1
e 6,6 Hz), 6,68 (1H, d, J = 16,1 Hz), 6,82 (2H, d, J = 8,5 Hz), 7,33 (1H,
d, J=8,5Hz), 8,53 (1H, sl).

Espectro RMN de *C (62,5 MHz, CDCly) & (ppm) = 33,0; 55,7; 76,1;
90,1; 115,5; 123,4; 127,76; 128,1; 132,5; 157,7; 165,6; 172,5.

Espectro de massas (m/z): 288,1 (M+); 246,1; 201,1; 140,0; 120,1
(100%); 107,1; 98,0; 68,0.

3.5.5.Procedimento geral para a preparacdo das estirilpironas
através da oxidacao utilizando DDQ

Em um sistema equipado com um condensador para refluxo e
sob atmosfera de nitrogénio, foram adicionados o substrato (1,0 eq)
dissolvido em tolueno anidro e em seguida 0 DDQ (Dicloro-5,6-diciano-
1,4-benzoquinona). O meio reacional foi mantido sob agitacdo a 90 °C
durante 2 horas. Entdo, o bruto reacional foi filtrado em uma cama de
celite a qual foi lavada com AcOEt. O solvente foi evaporado e o
residuo foi purificado através de cromatografia flash utilizando uma
mistura de hexano : AcOEt adequada como eluente.

langonina

Em um procedimento tipico para a
sintese da iangonina foram utilizados
1541 mg (0,59 mmol) da 12-
metoxikavaina dissolvida em 10 mL de
tolueno anidro e 269,2 mg (1,18 mmol)
de DDQ. O sistema foi mantido sob |cuo
agitacdo a 90 °C durante 2 horas. Entdo,
0 bruto reacional foi filtrado em uma cama de celite a qual foi lavada
com AcOEt. O solvente foi evaporado e o residuo foi purificado através
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de cromatografia flash utilizando uma mistura de hexano : AcOEt
(50:50 v:v) como eluente. Foram obtidos 146,5 mg (95,2 %) de um
solido de coloragdo amarelada com ponto de fusdo 152 - 153 °C e Rf =
0,37 (utilizando hexano : acetato de etila (1 : 1) como eluente)
apresentando coloragdo esverdeada ao revelar na vanilina.

Espectro IV (filme): v (cm™): 1714 (C=0), 1551; 1255.

Espectro RMN de 'H (250 MHz, CDCl,) & (ppm) = 3,80 e 3,82 (6H,
2CH30-), 5,45 (1H, d, J=2,2 Hz), 5,88 (1H, d, J = 2,2 Hz), 6,43 (1H, d,
J=16,3 Hz), 6.88 (2H, d, J = 8,5 Hz), 7,43-7,48 (m, 3H).

Espectro RMN de **C (62,5 MHz, CDCls) & (ppm) = 55,4; 55,9; 88,3;
100,5; 114,4; 116,4; 128,0; 129,0; 135,4; 159,1; 160,7; 164,2; 171,2.
Espectro de massas (m/z): 258,1 (M+ e 100%); 230,1; 215,1; 187,0;
144,0; 115,1; 69,0.

11,13-dimetoxi-iangonina

Em um procedimento tipico para a
sintese da 11,13-dimetoxi-iangonina
foram utilizados 540,9 mg (1,70 mmol)
da 11, 12,  13-trimetoxikavaina | “*°
dissolvida em 10 mL de tolueno anidro e
7644 mg (3,90 mmol) de DDQ. O | “*°
sistema foi mantido sob agitacdo a 90 °C
durante 2 horas. Entdo, o bruto reacional foi filtrado em uma cama de
celite a qual foi lavada com AcOEt. O solvente foi evaporado e o
residuo foi purificado através de cromatografia flash utilizando uma
mistura de hexano : AcOEt (40:60 v:v) como eluente. Foram obtidos
221,9 mg (41%) de um sdlido de coloracdo amarelada que se decompde
a 185° e Rf = 0,17 (utilizando hexano : acetato de etila (1 : 1) como
eluente) apresentando coloragdo esverdeada ao revelar na vanilina.
Espectro IV (filme): v (cm™): 1705 (C=0), 1550, 1252, 1126.
Espectro RMN de 'H (250 MHz, CDCIls) & (ppm) = 3,83 (3H, s, -
OCHjy), 3,87 (3H, s, -OCH3), 3,90 (6H, s, 2x -OCHj3), 5,50 (1H, d, J =
2,2 Hz), 5,95 (1H, d, J = 2,2 Hz), 6,48 (1H, d, J = 16,1 Hz), 6,73 (2H, s),
6,42 (1H, d, J = 16,1 Hz).
Espectro RMN de *C (50,0 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 56,4 (2C);
56,9; 60,6; 89,1; 101,5; 105,6; 119,3; 131,2; 135,0; 139,2; 153,6; 158,9;
163,1; 171,3.
Espectro de massas (m/z): 318,1 (100%, M+), 303, 243, 148, 69.

125

OCH;




Capitulo 3 — Parte experimental

12-hidroxi-5,6-dehidrokavaina

Em um procedimento tipico para a
sintese da 12-hidroxi-5,6-diidrokavaina
foram utilizados 186,6 mg (0,76 mmol)
da 12-hidroxikavalactona dissolvida em
7 mL de tolueno anidro e 344,0 mg (1,52
mmol) de DDQ. O sistema foi mantido
sob agitacdo a 90 °C durante 2 horas.
Entdo, o bruto reacional foi filtrado em uma cama de celite a qual foi
lavada com AcOEt. O solvente foi evaporado e o residuo foi purificado
através de cromatografia flash utilizando uma mistura de hexano :
ACcOEt (40:60 v:v) como eluente. Foram obtidos 102,3 mg (54%) de um
sélido branco com ponto de fusdo 159 -160 °C e Rf 0,23 utilizando
hexano : acetato de etila (1 : 1) como eluente.

Espectro IV (pastilha de KBr): v (cm™): 3231, 1694 (C=0), 1547, 1454,
1252,1033

Espectro RMN de *H (200 MHz, DMSO — d6) & (ppm) = 3,82 (3H, s,
OCHjy), 5,59 (1H, d, J = 1,74 Hz), 6,22 (1H, d, J = 1,7 Hz), 6,77 (1H, d,
J =16,5 Hz), 6,78 (2H, d, J = 8,5 Hz), 7,24 (1H, d, J = 16,1 Hz), 7,52
(2H, d, J= 8,5 Hz), 9,91 (1H, s largo)

Espectro RMN de *C (50 MHz, DMSO — d6) & (ppm) = 56,8; 88,6;
100,6; 116,3; 116,6; 126,7; 129,8; 134,9; 159,4 (2C); 163,2; 171,5.

HO’

12-cloro-5,6-dehidrokavaina

Em um procedimento tipico para a
sintese da 12-cloro-5,6-diidrokavaina
foram utilizados 226,3 mg (0,85 mmol)
da 12-clorokavaina dissolvida em 7 mL
de tolueno anidro e 388,0 mg (1,71
mmol) de DDQ. O sistema foi mantido a
sob agitacdo a 90 °C durante 2 horas.
Entdo, o bruto reacional foi filtrado em uma cama de celite a qual foi
lavada com AcOEt. O solvente foi evaporado e o residuo foi purificado
através de cromatografia flash utilizando uma mistura de hexano :
AcOEt (40:60 v:v) como eluente. Foram obtidos 210,0 mg (93,0 %) de
um solido branco com ponto de fusdo 159 -160 °C e Rf = 0,48
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(utilizando hexano : acetato de etila (1 : 1) como eluente) apresentando
coloracdo roxa ao revelar na vanilina.

Espectro IV (pastilha de KBr): v (cm™): 1715 (C=0), 1552, 1252, 822.
Espectro RMN de 'H (250 MHz, CDCl;) & (ppm) = 3,80 (3H, s, -
OCHj,), 5,48 (1H, d, J = 2,2 Hz), 5,92 (1H, d, J = 2,2 Hz), 6,51 (1H, d, J
= 16,1 Hz), 7,28 — 7,43 (5H, m).

Espectro RMN de *C (62,5 MHz, CDCl5) & (ppm) = 55,9; 89,0; 101,6;
119,1; 128,5; 129,1; 133,7; 134,3; 135,2; 158,2; 163,8; 170,9.

Espectro de massas (m/z): 261,1 (100%, M+); 234,1; 191,0; 128,1;
101,8.

3.5.6.Procedimento para a preparacdo da 6-metil-4-hidroxi-2-
pirona

Em um erlenmeyer, 10,72 g (0,63 mol)
de 4cido  dehidroacético  foram
dissolvidos em 34,0 g de uma solucdo

aquosa de H,SO, a 90% (H,SO, : H,O \
9:1). A mistura foi aquecida até alcancar |

130 °C e foi mantida sob agitacdo nesta o
temperatura durante 15 minutos. Entdo,
& mistura reacional, foi adicionado aproximadamente 40,0 g de gelo
onde houve a precipitacdo de um sélido que foi coletado por filtracdo a
vacuo. O solido foi lavado (3x 10 mL) com agua gelada resultando na
obtencdo de 7,17 g (89,0 %) de um sélido branco com ponto de fuséo
entre 175,5¢ 177,2 °C.

Espectro 1V (pastilha de KBr): v (cm™): 1713 (C=0), 1663, 1625, 1583,
1307, 1259.

Espectro RMN de *H (250 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 2,13 (3H, s),
5,18 (1H, d, J = 1,5 Hz), 5,93 (1H, d, J = 1,5 Hz), 11,56 (1H, s).
Espectro RMN de **C (62,5 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 19,4; 88,1;
100,2; 163,3, 163,9; 170,5.

Espectro de massas (m/z): 126,0 (M+); 111,0; 98,1; 85,0; 69,0 (100%);
55,1.
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3.5.7.Procedimento para a preparacdo da 6-metil-4-metoxi-2-
pirona

Em um baldo de duas bocas equipado
com condensador de refluxo, foi
adicionado, sob atmosfera de nitrogénio,
31,2 g (226,2 mmol) de carbonato de | o~
potassio anidro, 150,0 mL de acetona
anidra e 6,5 g (51,58 mmol) de sulfato de
dimetila. O sistema foi aquecido a 80 °C
e uma solucdo de 5,0 g (39,7 mmol) do
6-metil-4-hidroxi-2-pirona em 30 mL de acetona foi lentamente
adicionada. A mistura reacional foi deixada sob refluxo e agitacdo
durante a noite. Apos resfriar e filtrar, o solvente foi evaporado sob
vacuo e o produto bruto foi purificado através de cromatografia em
coluna utilizando a mistura hexano : acetato de etila (1:1 v:v) como
eluente. Foram obtidos 4,45 g (80 %) de um so6lido cristalino branco
com ponto de fusdo 84,0 — 84,5 °C e Rf 0,45 utilizando hexano : acetato
de etila (1 : 1) como eluente.

Espectro IV (pastilha de KBr): v (cm™): 1717 (C=0), 1651, 1568, 1253.
Espectro RMN de *H (250 MHz, CDCls) & (ppm) = 2,18 (3H, s), 3,77
(3H, s, -OCHjy), 5,37 (1H, d, J = 2,2 Hz), 5,75 (1H, d, J = 2,2 Hz).
Espectro RMN de **C (62,5 MHz, CDCls) & (ppm) = 19,7; 55,7; 87,2;
100,3; 161,9; 164,9; 171,2.

Espectro de massas (m/z): 140,0 (M+); 125,0; 112,0 (100%); 69,0;

OCH,

3.5.8.Procedimento para a preparacdo da 6-formil-4-metoxi-2-
pirona

Em um tubo selado, sob
atmosfera de arg6nio, foi adicionado
280,0 mg (2,0 mmol) da 6-metil-4-
metoxi-2-pirona, 1,110 g (10,0 mmol) do
SeO,, recentemente tratado, e 12,0 mL
de dioxano anidro. O tubo foi
mergulhado em banho de silicone e a
temperatura do banho foi elevada até alcancar 180 °C na qual foi
mantida sob forte agitacdo durante 3,0 horas. Entdo, o sistema foi
resfriado até a temperatura ambiente, a mistura foi filtrada em papel
filtro para remover os residuos sélidos de selénio que ainda foram
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lavados com AcOEt. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o
produto bruto foi purificado em cromatografia em coluna utilizando a
mistura hexano: AcOEt (1:1 v:v) como eluente. Foram obtidos 202,0 mg
(65,0%) de um solido levemente amarelado

Espectro 1V (pastilha de KBr): v (cm™): 1731 (C=0), 1697, 1568, 1256,
1000, 933.

Espectro RMN de 'H (250 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 3,88 (3H, s, -
OCHjy), 5,76 (1H, d, J = 2,3 Hz), 6,69 (1H, d, J = 2,3 Hz), 9,43 (1H, s).
Espectro RMN de **C (62,5 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 57,6; 95,1;
113,1; 154,2; 161,7; 169,5; 184,8.

Espectro de massas (m/z): 154,0 (M+); 125,0 (100%); 69,0.

3.5.9.Procedimento para a preparacao da olefina 108

Em um baldo de 250,0 mL, sob

atmosfera de argdnio, contendo 50,0 mL

de THF anidro a 0 °C, foi adicionado e
169 g (4,18 mmol) de iodeto de N
metiltrifenilfosfonio e 2,92 mL (4,18 |
mmol) de n-Butil litio (1,43 M) o
recentemente titulado. Ao final da adi¢do

da base, a solucdo ficou fortemente
amarelada. O sistema foi deixado sob agitacdo durante 30,0 minutos e
entdo a temperatura foi baixada & -78 °C, com banho de CO, e acetona.
Entdo, uma solucdo contendo 322,1 mg (2,09 mmol) do 6-formil-4-
metoxi-2-pirona em 50,0 mL de THF anidro foi canulada em
aproximadamente 20,0 minutos. A solucdo passou de amarela para azula
e foi deixada sob agitacdo, mergulhada no banho, até alcangar 0 °C (~
4,0 horas). A reacdo foi finalizada com a adicdo de 15,0 mL de uma
solucdo de NaCl saturada. O produto bruto foi extraido com AcOEt (3x
15,0 mL) e a fase organica foi seca com Na,SO, anidro, o solvente foi
removido sob pressdo reduzida e o produto foi purificado por
cromatografia em coluna utlizando a mistura hexano : AcOEt (1:1 v:v)
como eluente. Foram obtidos162,2 mg (51 %) de um s6lido branco.
Espectro IV (pastilha de KBr): v (cm™): 1716 (C=0), 1561, 1253, 731.
Espectro RMN de 'H (250 MHz, CDCl;) & (ppm) = 3,81 (3H, s, -
OCHg), 5,48 (1H, d, J = 2,3 Hz), 5,53 (1H, dd, J = 1,8 e 9,8 Hz), 5,87
(1H, d, J = 2,3 Hz), 6,13 (1H, dd, J = 1,8 e 17,3 Hz), 6,25 (1H, dd, J =
9,8 e 17,3 Hz).
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Espectro RMN de *C (62,5 MHz, CDCl3) & (ppm) = 55,9; 89,4; 101,4;
121,6; 128,0; 158,1; 163,8; 170;8.
Espectro de massas (m/z): 152,0 (M+); 124,1 (100%); 95,0; 81,0; 69,0.

3.5.10. Procedimento geral para a preparacdo das
estirilpironas utilizando a olefina 108

Os procedimentos para a obtencdo das estirilpironas utilizando
a olefina 2 seguem 0s mesmo protocolos da preparacgdo dos derivados da
kavaina utilizando a olefina 1 e que estdo descritos nos itens 5.4.1 e
5.4.2.

langonina

A iangonina foi preparada utilizando 20
mg (0,13 mmol) da olefina 108, 35,0 mg
(0,20 mmol) do tetrafluorborato de 4-
metoxifenildiazénio, 356 mg (0,43
mmol) de AcONa, 1,4 mg (5% mol) de
Pd(ACO), e 0,5 mL de MeCN. Foram | cuo
obtidos 32,4 mg (96,0 %) de produto.
A caracterizagdo da iangonina foi apresentada no item 5.5.1.

11-metoxi-iangonina

A 11-metoxi-iangonina foi preparada
utilizando 20 mg (0,13 mmol) da olefina
108, 50,3 mg (0,20 mmol) do
tetrafluorborato de 3,4-
dimetoxifenildiazénio, 35,6 mg (0,43
mmol) de AcONa, 1,4 mg (5% mol) de
Pd(ACO), e 0,5 mL de MeCN. Foram
obtidos 33,7 mg (89,0 %) de um sélido amarelo com ponto de fuséo
158,0 159,0 e Rf 0,20 utilizando hexano : acetato de etila (1 : 1) como
eluente.

Espectro IV (pastilha de KBr): v (cm™): 1710 (C=0), 1635, 1546, 1255.
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Espectro RMN de 'H (250 MHz, CDCl3) & (ppm) = 3,82 (3H, s, -
OCHy), 3,90 e 3,92 (6H, 2s, -OCHy5), 5,46 (1H, s largo), 5,90 (1H, s
largo), 6,43 (1H, d, J = 15,9 Hz), 6,87 (1H, d, J = 8,3 Hz), 7,02 (1H, s),
7,08 (1H, d, J = 8,3 Hz). 7,44 (1H, d, J = 15,9 Hz).

Espectro RMN de **C (62,5 MHz, CDCl;) & (ppm) = 55,9 (2C); 55,99;
88,4; 100,5; 109,3; 111,2; 116,52; 121,6; 128,2; 135,7; 149,2; 150,4;
159,0; 164,1; 171,2.

Espectro de massas (m/z): 288,0 (M+ e 100%); 245,0; 217,0; 189,0;
151,0; 115,0; 69,0.

11,13-dimetoxi-iangonina

A 11,13-dimetoxi-iangonina foi
preparada utilizando 20 mg (0,13 mmol)
da olefina 108, 55,6 mg (0,20 mmol) do
tetrafluorborato de 345- | ™
trimetoxifenildiazonio, 35,6 mg (0,43
mmol) de AcONa, 2,9 mg (10% mol) de | “*°
Pd(ACO), e 0,5 mL de MeCN. Foram
obtidos 33,9 mg (81,0 %) de um sdlido amarelo.

A caracterizacdo da 11,13-dimetoxi-iangonina foi apresentada no item
55.2.

12-hidroxi-5,6-dehidrokavaina

A 12-hidroxi-5,6-dehidrokavaina  foi
preparada utilizando 20 mg (0,13 mmol)
da olefina 108, 32,8 mg (0,20 mmol) do
tetrafluorborato de 4-
hidroxifenildiazénio, 356 mg (0,43
mmol) de AcONa, 1,4 mg (5% mol) de
Pd(ACO), e 0,5 mL de MeCN. Foram
obtidos 20,3 mg (63,0 %) de um sélido amarelo.

A caracterizacdo da 12-hidroxi-5,6-dehidrokavaina foi apresentada no
item 5.5.3.
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5,6-dehidrokavaina

A 5,6-dehidrokavaina foi preparada
utilizando 20 mg (0,13 mmol) da olefina
108, 383 mg (0,20 mmol) do
tetrafluorborato de fenildiaz6nio, 35,6
mg (0,43 mmol) de AcONa, 2,9 mg
(10% mol) de Pd(ACQO), e 0,5 mL de
MeCN. Foram isolados 30,0 mg de uma
mistura contendo o material de partida mais o produto na propor¢do de 3
: 1 (determinado por 1H RMN).

Espectro IV (pastilha de KBr): v (cm™): 1714 (C=0), 1641, 1553, 1253.
Espectro RMN de *H (250 MHz, CDCl3) & (ppm) = 3,83 (3H, s, -
OCHgy), 5,50 (1H, d, J = 2,10 Hz), 5,94 (1H, d, J = 2,1 Hz), 6,58 (1H, d,
J=16,1Hz),7,32-7,42 (3H, m), 7,47 — 7,55 (3H, m).

Espectro RMN de *C (62,5 MHz, CDCl5) & (ppm) = 55,9; 88,8; 101,3;
118,6; 127,4; 128,9; 129,4; 135,2; 135,7; 158,6; 164,0; 171,0.

Espectro de massas (m/z): 228,1 (M+ e 100%); 211,0; 200,1; 185,0;
157,1; 141,0; 129,1; 115,0 103,0; 77,0; 69,0.

12-fluor-5,6-dehidrokavaina

A 12-fluor-5,6-dehidrokavaina  foi
preparada utilizando 20 mg (0,13 mmol)
da olefina 108, 42,0 mg (0,20 mmol) do
tetrafluorborato de 4-fluorfenildiazénio,
35,6 mg (0,43 mmol) de AcONa, 6,0 mg
(4% mol) de Pd,(dba)s.dba e 0,5 mL de ¥
PhCN. Foram isolados 17,8 mg de um
sélido branco com ponto de fusdo na faixa 134,3 — 135 °C e Rf = 0,26
utilizando a mistura hexano : AcOEt (1 : 1 v:v) como eluente.

Espectro IV (pastilha de KBr): v (cm™): 1721 (C=0), 1645, 1555, 1157.
Espectro RMN de 'H (250 MHz, CDCl;) & (ppm) = 3,83 (3H, s, -
OCHy), 5,50 (1H, d, J = 2,0 Hz), 5,94 (1H, d, J = 2,0 Hz), 6,48 (1H, d, J
= 16,0 Hz), 7,07 (1H, t, J = 8,8 Hz), 7,43 - 7,50 (3H, m).

Espectro RMN de *C (125 MHz, CDCls) & (ppm) = 55,9; 88,9; 101,3
(d, J=0,9 Hz), 116,0 (d, J = 21,8 Hz); 118,4 (d, J = 2,5 Hz); 129,2 (d, J
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= 8,3 Hz), 131,5 (d, J = 3,5 Hz), 134,5 (d, J = 1,00 Hz); 158,5 (d, J =
0,87 Hz); 163,3 (d, J = 249,0 Hz); 163,9; 171,0.

Espectro de massas (m/z): 246,1 (M+ e 100%); 218,0; 203,1; 174,9;
146,9; 101,0; 69,0.

12-cloro-5,6-dehidrokavaina

A 12-cloro-5,6-dehidrokavaina  foi

preparada utilizando 20 mg (0,13 mmol) ocHy
da olefina 108, 45,2 mg (0,20 mmol) do N
tetrafluorborato de 4-clorofenildiazonio,

35,6 mg (0,43 mmol) de AcONa, 1,4 mg N N7 o
(5% mol) de Pd(AcO), e 0,5 mL de a

MeCN. Foram isolados 28,26 mg (89 %)

de um solido branco com ponto de fusdo na faixa 151,2 - 152 °C e Rf =
0,26 utilizando a mistura hexano : AcOEt (1 : 1 v:v) como eluente.

A caracterizacdo da 12-cloro-5,6-dehidrokavaina foi apresentada no
item 5.5.4.

12-bromo-5,6-dehidrokavaina

A 12-bromo-5,6-dehidrokavaina  foi
preparada utilizando 20 mg (0,13 mmol)
da olefina 108, 42,7 mg (0,20 mmol) do
tetrafluorborato de 4-
bromofenildiazénio, 35,6 mg (0,43
mmol) de AcONa, 1,4 mg (5% mol) de | .
Pd(AcO), e 0,5 mL de MeCN. Foram
isolados 28,8 mg (71 %) de um solido branco com ponto de fusdo na
faixa 158,2 — 159,0 °C e Rf = 0,26 utilizando a mistura hexano : AcOEt
(1 : 1 wv:v) como eluente.

Espectro IV (pastilha de KBr): v (cm™): 1728 (C=0), 1641, 1557, 1252.
Espectro RMN de 'H (250 MHz, CDCl;) & (ppm) = 3,83 (3H, s, -
OCHjy), 5,50 (1H, d, J = 2,00 Hz), 5,94 (1H, d, J = 2,0 Hz), 6,57 (1H, d,
J =16,0 Hz), 7,34 (1H, d, J = 8,5 Hz), 7,42 (1H, d, J = 16,0 Hz), 7,49
(1H, d, J = 8,5 Hz).
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Espectro RMN de **C (125 MHz, CDCls) & (ppm) = 56,0; 89,0; 101,7;
119,2; 123,5; 128,8; 132,1; 134,1; 134,4; 158,2; 163,8; 170,7.

Espectro de massas (m/z): 308 (M+ e 100%); 306 (M+ e 100%), 280,0;
278; 234,9; 236,9; 128,0 102,0 69,0.

12-iodo-5,6-dehidrokavaina

A 12-iodo-5,6-dehidrokavaina  foi
preparada utilizando 20 mg (0,13 mmol)
da olefina 108, 63,5 mg (0,20 mmol) do
tetrafluorborato de 4-iodofenildiazénio,
35,6 mg (0,43 mmol) de AcONa, 1,4 mg
(5% mol) de Pd(AcO), e 0,5 mL de
MeCN. Foram isolados 30,7 mg (66 %)
de um sélido branco com Rf = 0,26 utilizando a mistura hexano : AcOEt
(1 : 1 wv:v) como eluente.

Espectro 1V (pastilha de KBr): v (cm™): 1726 (C=0), 1640, 1412, 1252,
1153

Espectro RMN de *H (250 MHz, CDCl3) & (ppm) = 3,83 (3H, s, -
OCHjy), 5,50 (1H, d, J = 2,0 Hz), 5,95 (1H, d, J = 2,0 Hz), 6,56 (1H, d, J
= 15,8 Hz), 7,21 (1H, d, J = 8,5 Hz), 7,40 (1H, d, J = 15,8 Hz), 7,70
(1H, d, J = 8,5 Hz).

Espectro RMN de *C (125 MHz, CDCls) & (ppm) = 56,0; 89,1; 95,3;
101,8; 119,3; 128,9; 134,5; 134,7; 138,1; 158,2; 163,8; 170,9.

Espectro de massas (m/z): 353,9 (M+ e 100%); 325,9; 282,9; 156,0;
128,0; 102,0; 69,0.

1

3.5.11. Procedimento geral para a preparacdo das
diidroestirilpironas através da hidrogenacdo catalitica
utilizando Pd/C (5%)

Em um recipiente adequado sob atmosfera de nitrogénio foram
adicionados o0 Pd/C 5% (10% m/m em relacdo ao substrato) e o metanol
ou THF. Entdo a atmosfera foi trocada por hidrogénio e em seguida foi
adicionado o substrato. O sistema foi deixado sob forte agitagdo até o
consumo total do material de partida. O consumo do material de partida
foi monitorado por ccd utilizando hexano : AcOEt (50:50 v:v) como
eluente a qual foi revelada em luz a 254 nm. Apéds o termino da reacéo,
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o sistema foi aberto e rapidamente filtrado em uma cama de celite para
retirar o paladio do meio reacional.

7,8-diidro-iangonina

Em um procedimento tipico para a
sintese da 7,8-diidroiangonina foram
utilizados 202,4 mg (0,77 mmol) do ~
substrato, 20,0 mg (10% m:m) de Pd/C
5%, 10 mL de metanol e atmosfera de
nitrogénio sob pressdo exercida através | cmo
de uma bexiga de borracha. O sistema foi
mantido sob forte agitacdo a temperatura ambiente até o consumo total
do substrato (70 minutos). O produto foi purificado por recristalizacdo
em acetato de etila e lavagem dos cristais com éter dietilico. Foram
obtidos 137,7 mg (67,5 %) de um so6lido na forma de cristais incolores
com ponto de fusdo 101 - 102 °C.

Espectro IV (pastilha de KBr): v (cm™): 1709 (C=0), 1566, 1513, 1246,
1034.

Espectro RMN de 'H (250 MHz, acetona-d6) & (ppm) = 2,70 — 2,76
(2H, m), 2,86 — 2,92 (2H, m encoberto pela agua na acetona), 3,75 (3H,
s, -OCHjy), 3,82 (3H, s, -OCHj3), 5,40 (1H, d, J = 2,2 Hz), 5,85 (1H, d, J
=2,2Hz), 6,84 (2H, d, J =8,5 Hz), 7,16 (2H, d, J = 8,5 Hz).

Espectro RMN de *C (62,5 MHz, acetona-d6) & (ppm) = 31,6; 35,1;
54,5; 55,6; 87,1; 99,6; 113,7 (2C); 129,3 (2C); 132,1; 158, 3; 163,4;
164,6; 171,0.

Espectro de massas (m/z): 260,1 (M+); 134,0; 121,1(100%); 91,0;

OCH;

7,8-diidro-11,13-dimetoxi-iangonina

Em um procedimento tipico para a

sintese da 7,8-diidro-11,13-dimetoxi- Qe
iangonina foram utilizados 116,0 mg AN
(0,36 mmol) do substrato, 12,0 mg (10% | cuo

m:m) de Pd/C 5%, 10 mL de metanol e o
atmosfera de nitrogénio sob pressdo | cuo

exercida através de uma bexiga de ocH,
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borracha. O sistema foi mantido sob forte agitacdo a temperatura
ambiente até o consumo total do substrato (90 minutos). O produto foi
purificado por recristalizacdo em acetato de etila e lavagem dos cristais
com éter dietilico. Foram obtidos 77,4 mg (66,3 %).

Espectro IV (pastilha de KBr): v (cm™): 1704 (C=0).

Espectro RMN de 'H (250 MHz, acetona-d6) & (ppm) = 2,73 — 2,80
(2H, m), 2,86 — 2,93 (2H, m), 3,68 (3H, s, -OCH3), 3,79 (6H, s, 2x -
OCHjy), 3,83 (3H, s, -OCHg), 5,40 (1H, d, J = 2,2 Hz), 5,87 (1H, d, J =
2,2 Hz), 6,57 (2H, s).

Espectro de massas (m/z): 320,1 (M+); 181,0(100%); 125,0; 69,0.

7,8-diidro-11,12-metilenodioxi-iangonina

Para a sintese da 7,8-diidro-11,12-
metilenodioxi-iangonina foram
utilizados 41,0 mg (0,18 mmol) do
substrato, 10,0 mg (20 % m:m) de Pd/C
5%, 20,0 mL de THF e atmosfera de
hidrogénio sob pressdo exercida através
de uma bexiga de borracha. O sistema
foi mantido sob forte agitacdo a temperatura ambiente até o consumo
total do substrato (60 minutos). O produto foi purificado cromatografia
em coluna utilizando hexano : AcOEt (1:1 v:v) como eluente. Foram
obtidos 26,0 mg (65,0 %) de um sélido na forma de cristais incolores
com ponto de fusdo 101 - 102 °C.

Espectro IV (pastilha de KBr): v (cm™): 1709 (C=0), 1648, 1568, 1491,
1241, 1033.

Espectro RMN de *H (250 MHz, CDCl3) & (ppm) = 2,69 (2H, t largo, J
= 8,25, 7,0 Hz), 2,89 (2H, t largo, J = 8,3 ¢ 7,0 Hz), 3,78 (3H, s, -OCH3),
5,40 (1H, d,J=1,75 Hz), 5,71 (1H, d, 1,75 Hz), 5,92 (2H, s), 6,59 —
6,65 (2H, m), 6,71 (1H, d, J = 8,00 Hz).

Espectro RMN de *C (62,5 MHz, CDCI3) & (ppm) = 32,55; 35,70;
55,78; 87,68; 100,58; 100,85; 108,28; 108,63; 121,16; 133,58; 146,03;
147,69; 164,18; 164,84; 171,09.

Espectro de massas (m/z): 274,0 (M+); 135,0 (100%).
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3.5.12. Procedimento para a demetilacdo das estirilpironas
com BBr;

Em um bal&o de duas bocas contendo o material de partida (1,0
eq.) em diclorometano anidro, sob atmosfera de nitrogénio e a uma
temperatura de -30 °C, foi adicionado uma solugdo 2,9 M de tribrometo
de boro (BBr3;, 3,0 eq. para cada hidroxila) em diclorometano. Permitiu-
se que o sistema (mergulhada no banho de etilenoglicol e gelo seco)
atingisse vagarosamente a temperatura ambiente, a qual foi mantida
agitacdo durante a noite. Entdo, a temperatura do sistema foi baixada
novamente para -30 °C e foi adicionado metanol a mesma temperatura
para eliminar o excesso de BBr;. O meio reacional foi deixado sob
agitacdo por mais 10 minutos onde ocorreu a precipitacdo de um sélido
que foi filtrado e seco sob vacuo.

12-hidroxi-5,6-deidrokavaina

Foi preparado conforme procedimento
descrito no item 5.12 utilizando 30,0 mg
(0,116 mmol) de iangonina em 5,0 mL
de diclorometano anidro e 0,12 mL da
solucdo (2,9 M, 0,348 mmol) de BBr;
em diclorometano. Foram obtidos 20,3 Ho
mg (24,0 %) de um solido de coloracédo
amarelada. Os dados experimentais foram descritos no item 5.5.3.

11, 12-diidroxi-5,6-deidrokavaina

Foi preparado conforme procedimento
descrito no item 5.12 utilizando 340,0
mg (1,180 mmol) de 11-metoxi-
iangonina em 40,0 mL de diclorometano
anidro e 2,44 mL da solucdo (2,9 M,
7,080 mmol) de BBr; em diclorometano.
Foram obtidos 168,7 mg (55,0 %) de um
s6lido de coloracdo amarelada Espectro 1V (pastilha de KBr): v (cm™):
3260 (0O-H), 1698 (C=0).
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Espectro RMN de *H (400MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 3,80 (3H, s, -
OCHs), 5,57 (1H, d, J = 2,2 Hz), 6,24 (1H, d, J = 2,2 Hz), 6,65 (1H, d, J
= 16,0 Hz), 6,74 (1H, d, J = 8,2 Hz), 6,92 (1H, dd, J = 2,2 e 8,2 Hz),
7,00 (1H, d, J = 2,2 Hz), 7,13 (1H, d, J = 16,0 Hz).

11, 12, 13-trihidroxi-5,6-deidrokavaina

Foi preparado conforme procedimento
descrito no item 5.12 utilizando 30,0 mg
(1,280 mmol) de 11-metoxi-iangonina
em 40,0 mL de diclorometano anidro e
2,44 mL da solucdo (2,9 M, 7,080
mmol) de BBrz; em diclorometano.
Foram obtidos 8,5 mg (32 %) de um
solido de coloragdo amarelada

Espectro IV (pastilha de KBr): v (cm™): 3231 (O-H), 2958 (=C-H), 1694
(C=0), 1547, 1454, 1252.

Espectro RMN de 'H (250 MHz, CD;0D) & (ppm) = 3,87 (3H, s, -
OCHjy), 5,56 (1H, d, J = 2,21 Hz), 6,13 (1H, d, J = 2,21 Hz), 6,54 (1H, d,
J=15,80 Hz), 6,60 (2H, s), 6,22 (1H, d, J = 15,80 Hz).

3.5.13. Atividade Citotdxica em células leucémicas (mieldide
e linfdide), tumor mamario e colorretal

As soluces estoque das amostras foram preparadas em DMSO
na concentra¢do de 20mM. Uma sonda de ultra-som foi empregada para
ajudar na dissolucdo ou suspensdo das mesmas. Para 0s ensaios com
células, foi preparada inicialmente uma solucdo de uso a 500uM. Deste
modo as concentragdes finais dos compostos nos ensaios de triagem
foram de 50uM, com uma concentragéo final de DMSO a 0,25%.

As linhagens celulares utilizadas para a avaliacdo da potencial
atividade anti-tumoral incluiram: HL60 (leucemia miel6ide), Jurkat
(leucemia linféide), MCF-7 (carcinoma mamario), HCT- (carcinoma
colo-retal).

De forma breve, as suspensdes de células Jurkat e HCT-116
foram utilizadas na concentracdo de 100.000 células/poco (placas de 96
pocos), para a linhagem HL60 utilizou-se a concentracdo de 50.000
células/poco e por ultimo, utilizou-se a concentracdo de 40.000
células/poco para a linhagem MCF-7. Todas foram incubadas por 24hs a
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37°C, 5%CO, para estabilizacdo. Ap0s estabilizacdo, todas as células
foram incubadas com as substancias por 48h em atmosfera de 5%CO, e
100% de umidade, 37°C. Os ensaios foram realizados em triplicata
utilizando-se como controle positivo a cisplatina, composto ja utilizado
na terapia anti-cancer. Foi realizado um controle com o solvente
(DMSO) na mesma concentragdo das amostras testes. A proliferacéo e
viabilidade celular foram avaliadas pelo ensaio de MTT, descrito a
sequir.

Como nenhuma amostra apresentou atividade significativa com inibicéo
da proliferacdo celular superior a 50% ndo foram submetidas a
determinacéo da concentracdo inibitoria de 50% do crescimento (Clsp).

3.5.14. Avaliacdo de viabilidade e proliferacéo celular pelo
ensaio de MTT

O ensaio para avaliacdo de viabilidade e proliferacdo celular é
baseado na reducdo metab6lica do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenltetrazolium (MTT) a formazan’ e permite avaliar tanto a
proliferacdo quanto a viabilidade celular. A metodologia utilizada foi
descrita por Monks et al. (1991)"*, com modificacdes. Resumidamente,
faltando 4 horas para o final do periodo de incubacdo das culturas,
foram adicionados a cada poco (contendo 200uL finais), 20uL de uma
solucdo de MTT (2,5mg/mL). Apés as 4 horas de incubacdo e formacédo
dos cristais de formazn, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado a
vacuo. A cada poco foram adicionados 200uL de uma solugdo de HCI
0,04M em isopropanol. Ap6s solubilizacdo dos cristais de formazam
formados pela metabolizagcdo do MTT pelas células vidveis, as placas
foram lidas em leitor de ELISA a um comprimento de onda de 595.
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Apéndice A

APENDICE A - ORBITAIS MOLECULARES DAS
DIIDROESTIRIL, ESTIRILPIRONAS, DIAZEPAM E
FLUNITRAZEPAM

LUMO
HOMO
Fase gasosa Fase aguosa
Figura 13 - Orbitais moleculares para DST 01
LUMO
HOMO

Fase gasosa Fase aguosa

Figura 14 - Orbitais moleculares para DST 02.
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LUMO

HOMO

Fase gasosa Fase aquosa

Figura 15 - Orbitais moleculares para DST 03.

Fase gasosa Fase aguosa

Figura 16 - Orbitais moleculares para STY 01, conférmero mais estavel.
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Fase gasosa Fase aquosa

Figura 17 - Orbitais moleculares para STY 01, conférmero menos estavel.

LUMO

HOMO

Fase gasosa Fase aguosa

Figura 18 - Orbitais moleculares para STY 02, conférmero mais estavel.
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HOMO

- -

Fase gasosa Fase aquosa

Figura 12 - Orbitais moleculares para STY 02, conférmero menos estavel.

HOMO

A

Fase gasosa Fase aquosa

Figura 20 - Orbitais moleculares para STY 03, conférmero mais estavel.
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LUMO M
HOMO M

Fase gasosa Fase aguosa

Figura 21 - Orbitais moleculares para STY 03, conférmero menos estavel.

HOMO

Fase gasosa Fase aguosa

Figura 22 - Orbitais moleculares para STY 04, conférmero mais estavel.
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LUMO

HOMO

Fase gasosa Fase aguosa

Figura 23 - Orbitais moleculares para STY 04, conformero menos estavel.

LUMO

HOMO

Diazepam Flunitrazepam

Figura 24 - Orbitais moleculares para Diazepam e Flunitrazepam em fase
aguosa.
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Apéndice B

APENDICE B - ESPECTROS SELECIONADOS DE RMN DE 'H E Bc

26 25 PPm
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T5 Fa-] 6.5 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 -1 [-1-] Ppm

ek 2 z

Figura 25 - Espectro de RMN de 'H da olefina 103 em CDClI; (250 MHz).
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OCH,4
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Figura 26 - Espectro RMN de **C da olefina 103 em CDCl, (62,5 MHz).
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Apéndice B
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Li11] 55 s 415 40 35 30 25 20 15 10 05
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Figura 13 - Espectro de RMN de 'H do composto 12-metoxikavaina em CDCl; (250 MHz).
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Apéndice B

OCH;Z

170 160 150 140 130 120 1M 100 w0 &0 FL 60 50 40 30 . |}

Figura 28 - Espetro de RMN de **C do composto 12-metoxikavaina en CDCl; (62,5 MHz).
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OCH,

27 26 Ppm
I . \ UML |
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Figura 29 - Espectro de RMN de 'H do composto 12-fluorkavaina em CDCl, (250 MHz).
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OCH,
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Figura 30 - Espectro de RMN de **C do composto 12-fluorkavaina em CDCl, (62,5 MHz).
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Figura 31 - Espectro de RMN de 'H da olefina 108 em CDCl; (250 MHz).
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OCH,
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Figura 32 - Espectro de RMN de **C da olefina 108 em CDCl, (62,5 MHz).
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Figura 33 - Espectro de RMN de "H do composto STY 05 em CDCl, (250 MHz).
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Figura 34 - Espectro de RMN de **C do composto STY 05 em CDCI; (62,5 MHz).
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Figura 35 - Espectro de RMN de 'H do composto STY 11 em CDCl, (250 MHz).
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Figura 36 - Espectro de RMN de **C do composto STY 11 em CDCI, (62,5 MHz).
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Figura 37 - Espectro de RMN de 'H do composto STY 09 em CDCl, (250 MHz).
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Figura 38 - Espectro de RMN de **C do composto STY 09 em CDCI; (62,5 MHz).
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Figura 39 - Espectro de RMN de 'H do composto STY 01 em CDCl, (250 MHz).
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Figura 40 - Espectro de RMN de **C do composto STY O1 em CDCl, (62,5 MHz)
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