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manuscrito original do trecho “Ode to Joy” da 9° sinfonia de Beethoven
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“O you millions, I embrace you. Here’s a joyful kiss for all.”
Beethoven’s 9" Symphony: Ode to Joy
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RESUMO:

Moléculas possuindo o esqueleto carbonico policiclico rigido tipo gaiola (cage-like) t€ém
atraido grande interesse de vdrios grupos de pesquisas em farmacos e pesticidas. O
composto endo—triciclo[6.2.1.02’7]undeca—4,9—dien—3,6—diona (9) € facilmente preparado a
partir da cicloadicdo de ciclopentadieno com p-benzoquinonona. Este composto é
amplamente usado em muitas pesquisas académicas, entretanto, ha poucos relatos sobre o
seu uso na quimica medicinal. Em trabalho anterior, o composto 12 foi obtido a partir do
aduto de Diels-Alder 9. O bromo-éter 15, obtido pelo tratamento de 12 com NBS em
CH,Cl,, apresentou atividades bioldgicas importantes. Neste trabalho, foram preparados
novos heterociclos cage-like estruturalmente relacionados com 15, como os compostos 14,

20, 21 e 23 e as oximas 24-28.

X X

O o o] HO™ O O
l " 12 14,X=H 24,X=H (Z:E;2:1)
15,X = Br 25,X=1 (Z:E3:

1)
20, X =1 26, X = Br (Z:E; 4:1)
; OH OH 21,X=Cl 27,X=Cl (Z:E; 2:1)
) 23, X = OH 28, X = OH (Z:E; 2:1)
 —
HO™ 0]
18 19

Os compostos 14, 15, 20, 21 e 23-28 foram testados em ensaios de atividades citotdxica e
anti-tirosinase. As amostras analisadas frente as linhagens MDA-MB435, SF-295 e HL-60
ndo indicaram potencialidade citotoxica. Os ensaios de inibicdo enzimdtica com a
tirosinase mostrou que o composto 23 é dotado de alta atividade inibitéria (< 25 ug) e
todos os demais compostos apresentaram halos de inibi¢do nas concentragdes testadas (600
ng < X <50 ug).

A enediona 11 foi biotransformada por Mucor ramosissimus Samutsevitsch obtendo-se o
ceto-dlcool (-)-12 (com ee > 99,9%) e seu epimero 29. O excesso enantiomérico da
substincia (-)-12 foi determinado indiretamente por espectros de RMN de 'H do seu
derivado (-)-16 usando-se reagente de deslocamento quimico quiral [(+)-Eu(hfc)]; e a sua
configuragcdo absoluta foi determinada por comparagdao com dados de seu antipoda (+)-12,

registrados na literatura. O epimero 29 foi transformado por reagdes controladas na
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bromo-cetona (+)-15 e, portanto, sua configuracdo absoluta determinada por correlagcdo

com seu enantiomOmero de configuracao conhecida [(-)-15].

0 OH OH
7 M. ramosissimus / 3 + 7
(@) (0] (0]
11 (-)-12 29
1. NaBH,/MeOH/H,0
NBS/CH,Cl, 2. NBS/CH,Cl,
3. PCC/CH,Cly, t.a.

AN
NaBH4/MeOH/H20 O Qe

Br
Br Br | )

(-)-16 (-)-15 (+)-15
Palavras-chave: aduto de Diels-Alder, heterociclos cage-like, atividade anti-tirosinase,

biotransformagcdo, configuracdo absoluta
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ABSTRACT:

New biological active molecules bearing cage-like structures show a new field of interest
to drug and pesticide research. Accordingly, a few years ago we have devised to make use
of dienedione 9 as a substrate in the synthesis of compounds with this structural pattern.
The compound 9 is easily obtained from the Diels-Alder cycloaddtion of cyclopentadiene
and p-benzoquinone. This compound is extensively used in several academic researches.
However, reports about its use in medicinal chemistry are scarce. In a previous work,
compound 12 was prepared by NaBH4 reduction of 11 and the bromine ether 15 was
obtained by treatment of 12 with NBS in dichloromethame and, showed important
biological activities. The present work reports the synthesis of new heterocyclic
compounds structurally related to 15, such as 14, 20, 21, 23 and 24-28 oximes for

cytotoxic and anti-tyrosinase assay.

X N~OH
%O 4%0 o )
O O O (0]
11

9
14,X=H 24, X=H (Z:E;2:1)

15, X = Br 25 X=1 (Z:E 3:1)

4:1)

1)

X
,:E E 0
HO™
12
l 20,X =1 26, X = Br (Z:E;
; OH OH 21,X=Cl 27,X=Cl (Z:E; 2:
) 23, X = OH 28, X = OH (Z:E; 2:1)
HO™ 0]
18 19

The tested compounds 14, 15, 20 21 and 23 and oximes 24-28 did not show important
cytotoxic activity against cell lines MDA-MB435, SF-295 e HL-60. All compounds
showed inhibition spots in tested concentrations (600ug < X < 25 pg) in the tyrosinase
inhibition assay, specially compound 23 (< 25 ug).

Enediona 11 was submitted to a biotransformation assay employing the saprobe fungus
Mucor ramosissimus Samutsevitsch. As a results it was formed a mixture of isomers (-)-12
with ee. = 99% and its epimer 29. Enantiomeric excess was determined through planned
and controlled reactions and, NMR spectroscopy experiments employing chiral shift
reagent [(+)-Eu(hfc)]s. Therefore, M. ramosissimus is a promising species to perform

biotransformation of heterocyclic cage-like compounds with high enantioselectivity.
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(o) OH OH
7 M. ramosissimus / a + 7
O o] (0]
11 (-)-12 29
1. NaBH4/MeOH/H,0
NBS/CH,Cl, 2. NBS/CH,Cl,
3. PCC/CH2C|2, rt
Br
Br. Br O
P e Y e
0" NaBH,/MeOH/H,0  © e
HO™ 0
(-)-16 (-)-15 (+)-15

Key words: Diels-Alder adduct, cage-like heterocycles, anti-tyrosinase activity,

biotransformation, absolut configuration
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1. INTRODUCAO
1.1. Composto cage-like

Os compostos cage-like, moléculas hidrocarbonicas policiclicas engaioladas,
compostos policiclicos do tipo gaiola ou compostos policiclicos rigidos tensionados sdo os
que contém um angulo de ligacdo incomum entre as ligacdes C-C-C que se encontra
significativamente diferente de 109,5°, isto é, possuem ligacdes tensionadas entre os

carbonos sp3, exceto adamantano, entre os apresentados na Figura 1| [MARCHAND, 1989].

pentacicloundecano trisomocubano
cubano basquetano adamantano

Figura 1. Exemplos de compostos policiclicos cage-like.

O interesse das industrias farmacéuticas e das pesquisas académicas em quimica
medicinal por esses compostos policiclicos vém desde 1950 com uma publicacdo sobre
suas propriedades farmacoldgicas e logo em seguida na década de 60, quando foi utilizado
no tratamento clinico da influenza a partir da amantadina (1) (Figura 2). Embora a
amantadina tivesse sido o primeiro medicamento utilizado clinicamente para o tratamento
contra o virus influenza, uma observacdo clinica ao acaso e bastante positiva de alguns
pacientes com a doenga de Parkinson, que contrairam o virus da influenza, foram tratados
com a amantadina, tiveram melhora significativa em ambas as sintomatologias. Mais tarde,
um derivado da amantadina, a rimantadina (2) também mostrou atividade antiviral, e foi
relatado melhor que a amantadina com efeitos colaterais reduzidos [VAN der SCHYF &

GERDE NHUYS, 2009].

Sintese, Blotromsformacdo e avaliogdo bloldglea de novoy heterocicloy cage-Like derivados
do triciclo]6.2.1.0% 7 Jundeca~4,9 -dien-3,6 -diona



[ntrodungdo

NH» NH»

Figura 2: Moléculas cage-like bioativas

A memantina (3), outro importante composto cage-like, foi usado para o tratamento
da doenca de Alzheimer. Este composto apresentou uma pequena afinidade pelos
receptores neuronais NMDA, receptores associados aos canais de cdlcio, prevenindo o

. . 2+ . .
excessivo influxo de Ca™ nas células neuronais, que este, em excesso pode levar a morte
celular e ainda foi clinicamente bem tolerado com poucos efeitos colaterais [PARSONS,

1999].

Numerosos derivados do adamantano tém recebido considerdvel atengdo por
apresentarem diversas atividades bioldgicas, tais como atividade antibacteriana,
antineoplésica, anticolinérgica, anti-inflamatdria, analgésica, inibidor da HIV-protease e
inibidor da enzima dipeptidil peptidase-4. Este ultimo estd relacionado para o tratamento

do diabetes do tipo 2 [VAN der SCHYF & GELDE NHUYS, 2009].

Os compostos hidrocarbonicos policiclicos engaiolados, também tem sido uteis
como protétipos de estudo em quimica medicinal para desenvolvimento de medicamentos
e também para unir partes destas estruturas engaioladas em outros grupos farmacoféricos
melhorando as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas [GELDENHUYS et al.,

2005].

Considerando a atividade antiviral da amantadina (1), mais estudos relacionados
com compostos hidrocarbonicos policiclicos engaiolados conduziram para a descoberta de
outros compostos com propriedades antivirais. Em um estudo com modelos
computacionais, as estruturas da amantadina 1 e 8-amino-
oxapentaciclo[S.4.0.02’6.0.3’10.05’9]undecilamina (4), foi observada uma similaridade

estrutural, como mostrado na Figura 3 [GELDENHUYS et al., 2005].
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NH»

0]
4

8-amino-oxapentaciclo[5.4.026.0%:19,05%undecano

(€)

Figura 3. Similaridade estrutural entre compostos hidrocarbonicos policiclicos engaiolados:
a) amantadina e 8—amin0—oxapentaciclo[5.4.0.02’6.0.3’10.05’9]undecilamina @ 13) potencial
de ligagdo de hidrogénio (em vermelho e azul) para amantadina de 154,12A e para 8-
amino—oxapentaciclo[5.4.0.02’6.0.3 ’10.05’9]undecilamina de 155,81A. c¢) sobreposicdo dos
dois compostos mostrando a similaridade estrutural [GELDENHUYS et al., 2005].

As pentacicloundecilaminas (5 e 6) foram sintetizadas pela primeira vez em 1970
por Underwood e Ramamoorthy (Figura 4) [UNDERWOOD & RAMAMOORTHY, 1970]
mas a atividade bioldgica foi avaliada apds 20 anos por Oliver e seus colaboradores contra

Herpes simplex I e II, Influenza A2/Taiwan e Rhinovirus 1A. Estas pentacicloudecilaminas

mostraram atividade compardvel ao aciclovir e amantadina [OLIVER et al., 1991].

HoN’ % CoHsHN %CH3
6

CeHs
5

Figura 4: Pentacicloundecilaminas bioativas sintetizados pela primeira vez
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As pentacicloundecilaminas sdo derivados da dicetona de Cookson (10) ou
pentaciclo[S.4.0.02’6.03’10.05’9]undecano—8,11—di0na, chamado de composto do tipo gaiola
(cage-like) por ter uma semelhanga com uma gaiola. Esta dicetona (10) é obtida a partir da
fotociclizacao intramolecular [2+2] do aduto de Diels-Alder (9) (esquema 1). O aduto de
Diels-Alder, nomeado de triciclo[6.2.1.02’7]undeca—4,9—dien—3,6—diona (9) pela regra da
IUPAC, € um composto de facil preparacdao e até hoje é extensivamente utilizado em
diversas pesquisas académicas [GELDENHUYS et al., 2005]. Apesar disso, o seu
potencial na drea da quimica medicinal ainda ndo é bem explorado. Por outro lado, existe
um grande interesse no estudo da avaliacdo bioldgica destas moléculas policiclicas rigidas
devido a sua peculiaridade estrutural. Estes esqueletos moleculares sdo uteis na interacao
especifica com receptores bioldgicos e/ou na inibi¢do competitiva ou ndo-competitiva com

espécies quimicas menores em seu interior [ RANGANATHAN et al., 1999].

Além disso, a incorporacdo destas estruturas carbogénicas rigidas em compostos
biologicamente ativos, geralmente potencializa a sua atividade fisioldgica. As estruturas
carbonicas policiclicas rigidas aumentam a lipofilicidade por meio das membranas
celulares, bem como a sua afinidade pelas regides lipofilicas nos receptores. Estas
estruturas também proporcionam estabilidade metabdlica, podendo prolongar o efeito
farmacoldgico o que pode permitir, por exemplo, a reducdo da dose [BROOKES et al.,

1992; GOVENDER et al., 2005].

Esquema 1
0O
uv
@ . S/ - .
O
0 a o 0
7 8
9 10

1.2. A reacao de Diels-Alder

A reacgdo de Diels-Alder, desde a descoberta por Diels e Alder em 1928, é uma das
mais versdteis estratégias empregadas na sintese organica. Esta reacao reune caracteristicas

de grande valor para a quimica sintética, como o fato de ser essencialmente
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estereosseletiva, com isso possibilita reacdes intermolecular e intra-molecular, na obtencao
de compostos de alta complexidade. Outra observacdo € a economia de dtomos, ou seja,
durante a reacdo, independente da natureza da reacdo, nao ha perda de dtomo ou de grupos
funcionais. Nesta reacdo, duas moléculas insaturadas, um dieno apresentando dois pares de
elétrons ® (pi) conjugado com diendfilo contribuindo com um par de elétrons T, se
combinam para formar um anel de seis membros. O produto também chamado de aduto de
Diels-Alder contém duas novas ligacdes (0) sigma e uma ligagdo m. A nova ligacdo 7
forma entre as duas ligacdes duplas do dieno. A reacdo € facilitada pelo grupo retirador de
elétrons (ex.: C=0 e C=N) no diendfilo e grupo doador de elétron (ex.: -R e -OR) no dieno.
Além disso, o dieno deve ser capaz de realizar a conformacao s-cis (Figura 5) a fim de ter
as ligacdes duplas necessariamente em cis na obtencdo do produto cicloexeno [OLIVEIRA,

2006; CLAYDEN, 2001].

Reacéao
= 6 Q, | Diels-Alder
Z XY i
conformacg&o conformagao
s-trans S-Cis

Figura 5: Conformacao preferida para reagao de Diels-Alder € a s-cis.

A reacgdo de Diels-Alder € um cicloadicao [4+2], concertada e estereosseletiva. Na

reacdo do anidrido maléico com o ciclopentadieno, por exemplo, o isdmero endo é

(@'N

formado preferencialmente do que o exo. A preferéncia pela estereoquimica endo
observada em muitas reacdes de Diels-Alder. O fato € que o mais impedido, no caso o
produto endo é formado principalmente, o que originou um grande questionamento entre
os cientistas, até que Woodward, Hoffmann e Fukui usaram a teoria do orbital molecular
para explicar que a sobreposi¢do dos orbitais p nos substituintes do diendfilo com os
orbitais p do dieno € favordvel, facilitando a ligacdo entre as duas moléculas. Entdo,
Hoffman e Fukui compartilharam o prémio Nobel em 1981 pela explanag@o sobre a teoria
do orbital molecular desta e outras reacdes organicas. Na figura 6, podemos notar a
sobreposicdo favoravel (combinacdo entre o I6bulo escuro e claro) do dieno e substituintes

no diend6filo na formacgdo do produto endo [CLAYDEN, 2001].
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Obs: nenhuma sobreposicao

dos orbitais substituintes
dieno /

sobreposicao 8
favoravel diendfilo H

Substituinte Substituinte
no alceno ﬂ ﬂ no alceno
favorecido: nao favorecido:
formacéo do formacéo do
produto endo produto exo

Figura 6: Sobreposi¢do favoravel entre dieno e diendfilo

Muitas vezes, ainda que o produto endo seja formado inicialmente, o isOmero exo
serd isolado da reacdo de Diels-Alder. Isto ocorre porque o isdmero exo tem menos
compressao estérica que o endo, e é mais estavel, pois a reacdo € frequentemente reversivel
sob a condi¢do de reacdo. Numa reacdo reversivel, o produto formado reverte para o
material de partida e forma novamente o produto muitas vezes antes de ser isolado. O
isolamento do produto exo € um exemplo de um importante conceito: de controle cinético
e termodinamico da composicao dos produtos. O primeiro produto formado é chamado de
produto cinético. Se a reacdo nao € reversivel sob condi¢des usadas, o produto cinético serda
isolado. Entretanto, se o primeiro produto formado ndo é mais estdvel e a reagdo é
reversivel sob as condi¢des usadas, entdo, o produto mais estavel é chamado de produto

termodinamico, que serd isolado [SOLOMONS, 2008].

A reacgdo de Diels-Alder também mostra outra estereoespecificidade. Nota-se que o
dieno e dienéfilo abordam planos paralelos: o dieno sofre uma adi¢ao syn para o diendfilo.
Portanto, os grupos que estdo cis no diendfilo sdo também cis no produto. Entdo, a reacdo
do 1,3-butadieno com o 4cido maléico (cis) obtém somente o cis-didcido, enquanto a
reacdo com o d4cido fumdrico (trans) obtém somente o trans-didcido (Figura 7)

[CLAYDEN, 2001].
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COOH
( [COOH @:
+ | —
A COOH

COOH
1,3-butadieno acido maléico
( JI/COOH @,COOH
+ R
\ HOOC “/COOH
1,3-butadieno acido fumarico

Figura 7: Estereoespecificidade exibida pela reacdo de Diels-Alder [adaptado de
CLAYDEN, 2001].

Quando uma reacdo de ciclizag@o ocorre, hd uma combinacao de um orbital cheio e
um vazio para formar uma nova ligacdo. Na cicloadi¢do sao formadas duas novas ligacdes
ao mesmo tempo, isto é, num processo reacional sdo desfeitas trés ligagdes do tipo T e
formadas duas ligacdes do tipo ¢ e uma nova ligacdo 7. Na Figura 8, pode-se observar que
as duas moléculas aproximam uma da outra, e o orbital LUMO do anidrido maleico, o
orbital HOMO do ciclopentadieno podem interagir no carbono onde a nova ligacdo ¢ serd
formada. Nesta aproximacdo € mostrada a sobreposi¢do favordvel de uma interacio
secunddria de orbitais entre o LUMO do grupamento carbonila do anidrido maléico e
HOMO do ciclopentadieno levando preferencialmente para o estado de transi¢ao endo. O
estado de transicao do produto endo é de baixa energia, porque a interacao dos orbitais é
favoravel e consequentemente a forma endo € o produto majoritdrio e também cinético na
maioria das vezes. A forma exo € o produto termodindmico, pois a interacdo estérica é
menor no aduto exo do que no aduto endo. Assim, o aduto exo é geralmente mais estavel,
mas ndo € o produto principal, pois € formado mais lentamente, como j4 foi descrito

anteriormente [CLAYDEN, 2001].
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Interacdo
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Figura 8: Interag@o dos orbitais moleculares na reacdo de Diels-Alder entre
ciclopentadieno e anidrido maléico [adaptado de CLAYDEN, 2001].

1.3. Antecedentes da pesquisa

Em trabalhos anteriores, foram preparados alguns compostos do tipo gaiola pelo
grupo de pesquisa SINTMOLB (Figura 9), do Departamento de Quimica da UFMS e
avaliados quanto as suas atividades citot6xica, inseticida e fungicida [ITO et al., 2007; ITO,

2007].

Br,

14 15

Figura 9: Substancias testadas para atividade citotoxica e inseticida.

Com essas substancias foram também realizados testes de atividade inseticida sobre

individuos adultos ndo sexados de Sitophilus zeamais (gorgulho-do-milho) [ITO, 2007;
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SOUZA et al., 2006]. Foram testados os compostos 9, 11, 12, 13, 15 e 16 e todos causaram
mortalidade significativa, sendo estes resultados bastante promissores, estimulando a
prosseguirmos com estes estudos. Entre esses compostos, o bromoéter 15 se destacou nesse
teste, despertando-nos o interesse em utilizd-los como protétipo em nossos estudos.

Em principio, inimeros derivados seriam possiveis de serem preparados, tais como

os mostrados na Figura 10.

O @) O

Figura 10: Cetonas, oximas e tionas estruturalmente relacionadas,
onde X = H, Br, Cl, I, OH.

As tionas sdo classes de compostos com reconhecidas atividades biologicas [TADA
et al., 1996]. A conversao do grupo oxo (cetona) na funcdo tioxo (tiona) ou oxima leva,
em geral, a um aumento na atividade biolégica [WAISSER et al., 2000; WAISSER et al.,
2001].

Virias oximas, em diversos estudos, t€ém apresentado atividades farmacolégicas
importantes, tais como, antitumorais, antibidtica, analgésica, anestésica, antidepressivas
anticonvulsivante e antiarritmico [SOUSA et al., 2006]. Sendo assim, considerando-se o
grande potencial terap€utico de oximas, focamos nossos estudos para sintetizar substancias
estruturalmente relacionadas com as apresentadas na Figura 10 (nas formas racémicas e
enantiomericamente puras) e submeté-las a ensaios de atividades bioldgicas, tais como

citotoxica e anti-tirosinase.

1.4. Citotoxicidade in vitro

Os testes de citotoxicidade consiste em colocar o material ou a substancia a ser
testada, tais como composto sintético, natural ou semissintético, direta ou indiretamente em
contato com uma cultura de células e, em tempo apropriado, observando as alteragcdes
celulares que este material ocasionou. As alteracdes celulares podem ser observadas de
diferentes modos, como por exemplo, a incorporacdo de corantes vitais ou a inibicdo da

formacdo de coldnias celulares provocadas pela acdo de certas substancias. O parametro
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mais utilizado para avaliar a toxicidade de um material € a viabilidade celular, que pode ser
evidenciada com auxilio de corantes vitais. Quando os materiais testados apresentam-se
nocivos as células, estas entram em processo de necrose ocorrendo o rompimento da
membrana e consequentemente, liberam o corante. Este processo determina a possibilidade
de distinguir entre células vivas e danificadas ou mortas, pela medida de intensidade de cor
da cultura celular apresenta ao final do ensaio [CIAPETTI et al., 1996].

O estudo in vitro utilizando culturas de células tem se mostrado preferencial devido
a homogeneidade das amostras e a facilidade de uma padronizagdo, pois é possivel o
controle de tais fatores como: pH, temperatura, pressao osmotica, tensao de CO; e de O,.
Porém, algumas desvantagens devem ser consideradas para este método de estudo, entre
elas podemos citar a necessidade de se trabalhar em ambiente estéril e asséptico, o que
exige certa pratica pelo pesquisador, e ainda, o custo de um experimento feito em cultura
de célula é muito maior do que o mesmo feito em animais [FRESHNEY, 1990].

O sal de tetrazolio (MTT) pode ser empregado com um método quantitativo
colorimétrico para a avaliagdo da sobrevivéncia e da proliferacdo de células. Este método
detecta o sinal gerado pela ativacdo de células vivas cuja avaliacdo € realizada por um
espectrofotometro, o qual apresenta um alto grau de precisdo na leitura de incrementos
celulares para o estudo de citotoxicidade. As vantagens do método colorimétrico sdo: a
sua rapidez, precisdo além de ndo ser necessdria a utilizacdo de um radioisétopo.

Os testes de culturas celulares podem ser divididos em duas classes: (1) resposta em
curto prazo onde inclui alteragdo na permeabilidade da membrana e alteracdo de uma via
metabdlica e (2) sobrevivéncia em longo prazo que inclui auto-renovacao e transformacgdes
malignas. Os ensaios em curto prazo medem propor¢do de células vidveis apds serem
submetidas a situa¢des traumdticas. A maioria destes testes se baseia no rompimento da
integridade da membrana, visualizado pela incorpora¢do de um corante vital ao qual a
célula € normalmente impermedavel. Ja os testes em longo prazo, determina a capacidade
metabdlica ou proliferativa das células apds uma determinada influéncia toxica.

Com o controle cada vez mais rigoroso em relacdo ao uso de animais em
laboratério, ha uma necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que possam
detectar a toxicidade de dispositivos para uso em seres humanos, principalmente aqueles
de aplicagdo clinica, como os biomateriais que ndo devem causar reacdes adversas e nem

lesar o organismo do paciente.
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Em maio de 1992, a Food Drug Administration (FDA) emitiu um memorando
onde os protocolos relacionados aos testes de citotoxicidade foram padronizados pela
International Standard Organization (ISO). Este documento descreve uma série de
requisitos que devem ser respeitadas durante a realizacdo dos testes in vitro de
citotoxicidade de biomateriais para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para
uso em dispositivos biomédicos. Apdés comprovada a sua toxicidade é que o estudo da
biocompatibilidade do produto pode ter continuidade realizando ensaios necessarios em
animais de laboratérios.

Segundo as normas ISO 10993-5 existem trés categorias de testes: testes por
extracdo, teste de contato direto e teste de contato indireto. Esta escolha vai determinar
entdo, os detalhes dos preparos das amostras. Ao final do tempo de exposi¢do, a avaliacao
da presenca e extensdo dos efeitos da citotoxicidade pode ser realizada pelas alteragdes
morfoldgicas das células, danos celulares, crescimento celular e pelo metabolismo celular.
E importante que o pesquisador saiba identificar em qual dos métodos o seu estudos se
adapta a fim de que seja possivel comparar os resultados com de outros materiais similares

e permitir a reproducao laboratorial do estudo.

1.5. Enzima tirosinase

A enzima tirosinase (EC 1.14.18.1) ou polifenoloxidase € uma enzima que em seu
nicleo contem atomos de cobre que se ligam a espécies de oxigénio, sendo assim, uma
metaloproteina amplamente distribuida na natureza. A melanogénese € o processo de
producdo de melanina pelos melandcitos, na pele e dentro dos foliculos capilares em
animais. A tirosinase € a enzima-chave que regula os pontos criticos das reacdes de
biossintese nos organismos vivos. Esta enzima catalisa a orfo-hidroxilagdo da tirosina
(monofendis)  para  3.4-didroxifenilalanina  ou  L-DOPA  (orto-difendis) e,
subsequentemente, oxidagdo dos difendis (DOPA) a o-quinonas (dopaquinonas), instaveis

e reativas. Esta o-quinonas podem transformar-se em pigmento de melanina através de

uma série de reacdes enzimatica e ndo-enzimatica (Figura 11) [KIM & UYAMA, 2005].
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Figura 11: Biossintese da eumelanina e feomelanina a partir da tirosina. (adaptado de KIM

& UYAMA, 2005).

Em animais, a enzima é responsdvel pela melanizacao, isto é, coloracdo atribuida
a pele, pélos, olhos, substancia negra cerebral e também distribuidas no corpo de anfibios e
répteis. Ainda € responsdvel pelo escurecimento indesejado depois de batidas e cortes em
frutas e verduras. Em insetos a tirosinase é a enzima chave no processo de muda ou ecdise
[WANGTHONG et al., 2007].

Do ponto de vista medicinal, devido ao crescente aumento de incidéncia de
melanoma ou cancer de pele, hd uma constante busca da elucidacdo de processos
bioquimicos e de fabrica¢do de compostos para controle da inativa¢ao enzimatica para esta
moléstia e nas industrias alimentares o foco estd sendo em preservacdo dos produtos de
prateleira como frutas, vegetais e bebidas, mas também se pode explorar os inibidores de
tirosinase nos interesses agroquimicos como agentes controladores de inseto ou formular
meios de inibicdo ou ativacdo enzimdtica para desordem pigmentar em nivel de

melandcitos [KIM & UYAMA, 2005].
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1.6. Biotransformacao/Biocatalise

Apesar dos significativos avangos na descoberta de agroquimicos e farmacos
potencialmente ativos, ainda persiste um grande nimero de doengas e prejuizos o qual
desafiam os pesquisadores em encontrar compostos ou formulacdes efetivos para seus
tratamentos e preven¢do. Um dos grandes desafios para os quimicos sintéticos organicos e
pesquisadores de areas afins é preparar compostos que além de atuar especificamente
contra o agente causador da moléstia ou prejuizos, também nao causem efeitos indesejados
e que a meia-vida de eliminacdo seja facil sem deixar residuos no organismo ou no meio

em que estd atuando [OLIVEIRA & MANTOVANI, 2009].

Uma das constatagdes para obtencdo de compostos que atuem especificamente e
que ndo causem efeitos indesejados é o fato do uso do medicamento da talidomida,
administrado na forma racémica, utilizado na década de 60 para amenizar o mal-estar da
gestante durante a gravidez, onde um dos enantidmeros causava a ma formacdo do feto

[PEREIRA, 1995].

A partir da confirmacdo de que diferengas estereoisoméricas podem dar origem a
diferencas na atividade bioldgica, o reconhecimento e a possibilidade de desenvolvimento
de estereoisomeros isolados passaram a ser uma abordagem de importancia para a industria
farmacéutica. Entre as possibilidades industriais ou laboratoriais de produzir moléculas
definidas do ponto de vista estereoquimico, ou enantidmeros, podemos incluir: a)
separacdo de misturas racémicas por cristalizagdo, cromatografia ou resolucio cinética; b)
utilizacdo de compostos opticamente puros contendo estruturas presentes na natureza,
isoladas de fontes naturais ou manufaturadas por processos enzimdticos ou similares; c)
utilizacdo de produtos ndo-naturais, mas elaborados em laboratério, frequentemente
disponiveis com alta pureza enantiomérica; d) aplicacdo de sintese assimétrica, na qual os
compostos sdo transformados, com a ajuda de microrganismos ou catalisadores, para

obtencdo de moléculas de alta pureza 6ptica [FERREIRA et al., 1996].

A incorporagdo da biotransformacdo em rotas sintéticas usando microrganismos
e/ou enzimas isoladas estd sendo bastante explorada por industrias e pela comunidade
académica. A primeira consideracdo para o uso da biotransforma¢@o numa rota sintética é

o controle régio e estereosseletivo, que podem ser alcancados através de reagdes
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catalisadas por enzimas ou microrganismos. A biotransformacdo ¢ um dos métodos
eficazes na produgcdo de compostos opticamente puros e no desenvolvimento de rotas
eficientes para compostos alvos. Ainda, a biotransformagio proporciona alternativas para
metodologia sintética cldssica, assim representando uma ferramenta vidvel para a sintese

organica [LOUGHLIN, 2000].

Enzimas isoladas e/ou microrganismos tém sido frequentemente utilizados na
inddstria como catalisadores ou conversdo de substincias racémicas em produtos
enantiomericamente  puros. Comparando com enzimas isoladas, culturas de
microrganismos podem ser preparadas mais rapidamente e com menor custo. Em
particular, os microrganismos tém sido mais comumente utilizados em processos
industriais gragas a sua diversidade, viabilidade econOmica e facilidade de manuseio.
Crescentes avancos na drea académica t€m aumentado as vantagens do uso de

microrganismos com catalisadores [ISHIGE et al. 2005].

1.7. Mucor ramosissimus

Neste trabalho serd utilizada uma espécie de fungo, o Mucor ramosissimus. O
género Mucor pertence a familia Mucoraceae, da ordem dos Mucorales dentro da classe
dos Zigomicetos. Mucor é um fungo filamentoso encontrado no solo, em plantas e em
material vegetal morto. Mucor ramosissimus Samutsevitsch é uma espécie de fungo
saprobia isolada de folhas de Rudgea jasminoides (Rubiaceae) nativa de Mata Atlantica
[SIMOES, 2004].

As coldnias desta espécie sdao de cor bege a acinzentadas e o crescimento € restrito
em relacdo a temperatura, ndo apresentando desenvolvimento numa temperatura acima de
37°C, mas € de crescimento rapido em meios de cultura em temperatura em torno de 30°C.
Os esporangiéforos sdao hialinos e podem ser simples ou ramificados, formando
esporangios globulares apicais de cor cinza a negro suportados e elevados por uma
columela (Figura 12).

A maioria das espécies de Mucor € incapaz de infectar humanos e animais
endotérmicos devido a sua incapacidade de se desenvolverem em ambientes com
temperaturas acima de 37 °C. Alguns relatos descrevem este fungo como causador de
zigomicoses em pacientes imunodeprimidos [ELLIS, 1997]. Esse fungo também possui a

capacidade de degradar pesticidas quimicos [SZEWCZYK et al., 2003]. A Figura 12
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ilustra um aspecto geral da coldnia de M. ramosissimus e esquema da estrutura de esporos
e esporangioforos de espécies do género.
Este fungo foi selecionado por ser componente da microbiota flngica de

ecossistemas brasileiros e por ndo existir muitos registros na literatura de sua utilizacdo em

biotransformacao de substincias organicas.

Figura 12: A) aspecto geral da colonia de Mucor ramosissimus crescida em Batata-
Dextrose-Agar (BDA) com cinco dias de idade em placa de Petri de 10 cm de diametro. B)
Desenho esquemdtico de Mucor spp., ilustrando esporangiéforos, esporingio
multiesporulado (30-300 um), columela, esporangidsporos (4-8 wm) e rizoide.
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2 OBJETIVOS

Preparar novos heterociclos derivados do aduto de Diels-Alder endo-
triciclo[6.2.1.02’7]undeca—4,9—dien—3,6—diona e avaliar suas atividades bioldgicas frente a
células tumorais: HL-60 (leucemia humano), MDA-MB435 (mama humano), SF-295
(glioblastoma humano) e ensaios de inibi¢ao da enzima tirosinase.

Realizar os ensaios de biotransformac¢do dos compostos policiclos cage-like
derivados do aduto de Diels-Alder.

Determinar configuragdes absolutas e excessos enantioméricos de compostos

quirais obtidos por biotransformacao estereosseletiva.

Sintese, Blotramsformacdo e avaliogdo blologlea de novoy heterocicloy cage-Like derivados
do triciclo]6.2.1.0% 7 Jundeca~4,9 -dien-3,6 -diona






17

Resudtados e discunssdo-

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar a leitura, os compostos obtidos na forma de racematos serdo
representados por apenas um de seus enantiomeros. As substancias puras ou enriquecidas
enantiomericamente, serdo apresentadas com a sua configuragdo absoluta correta, bem

como sua rotagdo Optica (+ ou -).

3.1. Sintese

No esquema 2 estd representada a sequencia de transformacdes planejadas para a

construgdo das estruturas cage-like contendo as funcionalidades desejadas:

Esquema 2
X X HQ
O Nxs O N
2 Z ’ NH,OH
% Zn/AcOH NaBH4 %% oo™ 2

© blorredugao HO" mMcPA O O
14,X=H 24, X=H (Z:E; 2:1)
15,X=B 25, X =1 (Z:E;3:1)
NaBH“ excesso) H BH 20,Xo1 26, X = Br (Z:E; 411)
4 21,X=Cl 27, X = Cl (Z:E; 2:1)

23, X =OH 28, X = OH (Z:E; 2:1)
OH

Dessa forma, o desenvolvimento da presente tese iniciou-se com o planejamento
de sinteses de moléculas cage-like contendo o esqueleto carbdonico do ceto-éter 14,
baseando-se em experiéncias prévias [ITO et al. 2007]. A seguir, serd descrita passo a

passo as transformagdes quimicas envolvidas.

A enediona 11, obtida por reducdo quimiosseletiva do aduto de Diels-Alder 9
(ITO et al., 2007), foi submetida a redu¢do de uma das suas carbonilas com NaBHy,

obtendo-se o ceto-dlcool 12, como exibido no Esquema 3:
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Esquema 3
O
_ NaBH, 4
MeOH/HQO \

O composto 14, por sua vez, foi obtido a partir do ceto-dlcool 12, apds tratamento
com 4cido p-toluenossulfonico em diclorometano [ITO et al., 2007]. Em meio acido ocorre
ciclizacdo pelo ataque do grupo hidroxila a ligacdo dupla protonada, formando-se o anel
tetra-hidrofuranico altamente substituido e tenso (Esquema 4), o qual teve sua estrutura

confirmada com os dados descritos na literatura [CONSTANTINO et al. 2001].

Esquema 4
H
H ¥ © H O
PTSA 1
H k H
HO CH,Cl, 0
12 14

A enediona 11 foi reduzida para o diol 18, pelo tratamento com NaBH; em
excesso, obtendo-se um sélido branco (98% de rendimento), apds seu “work-up”
(Esquema 5). Sua estrutura foi confirmada por dados espectroscépicos de RMN de 'H

(Espectro 1) e de °C.

Esquema 5
P
@)
4 excesso NaBH, C coluna de
> silica gel
MeOH: H,O cew
O 2 Ho\‘ ou
0°C—25°C

O diol 18 demonstrou ser instivel em meio levemente 4cido, sofrendo reacdo de

ciclizacdo até mesmo durante sua purificagdio em coluna cromatografica de silica gel,
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obtendo-se o éter 19, confirmado por espectros de RMN de 1D e 2D (Espectros 2 -9;
Tabelas 6-8).

O produto 19 foi obtido devido ao meio acido da silica, o qual sofreu ciclizagao
pelo ataque do grupo hidroxila a olefina (Esquema 5), como no caso da formacdo do
composto 14, o que foi comprovado colocando o diol 18 nas mesmas condi¢des para
formar 14 (PTSA/CH,Cl,), obtendo-se rendimento quantitativo. Dessa forma, até aqui
foram sintetizadas com sucesso duas substancias com estruturas moleculares consideradas
cage-like (14 ¢ 19).

O composto 12 foi usado para dar origem aos compostos halogenados 15, 20 e 21
(Esquema 6), pelo tratamento do mesmo com com N-bromosuccinimida (NBS), N-
iodosuccinimida (NIS) e N-clorosuccinimida (NCS), respectivamente, com rendimentos de

97% para os compostos 15 e 20 e 60% para o composto 21.

Esquema 6

15= X= Br
20= X=1
21=X=ClI

O rendimento baixo para o composto 21, provavelmente é devido a re-oxidagao
do dlcool 12 para a dicetona 11, promovida pela N-clorosuccinimida, que € também um
agente oxidante [CUNHA ef al., 2006]. A formacgdo de 11, nessa reacdo, foi confirmada
por espectro de RMN de 'H. Quando comparamos os espectros da dicetona 11 pura, da

mistura (11 + 21) e do composto 21 puro, fica evidente esta transformacao (Figura 13).
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Figura 13: Espectros de RMN de 'H dos compostos 11 e 21. A) Mistura de 11 com 21. B)
Composto 11 puro. C) Composto 21 puro.

O ceto-dlcool 12 foi ainda submetido ao tratamento com dcido m-
cloroperoxibenzdico, com intuito de formar o anel oxirano presente em 22, para posterior
abertura intramolecular (Esquema 7). No entanto, além de 22, o composto 23 desejado foi
formado “one-pot”. Durante purificacdo da mistura formada, o epéxido 22 foi totalmente
isomerizado para 23, de acordo com proposta mecanistica, ja conhecida, apresentada no

Esquema 7.
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Esquema 7
o H@ HO
; MCPBA_ (O O silica O
\ CH,Cl, o
HO™ -H 9]
12 H 22 23

A Tabela 1 resume os resultados experimentais obtidos com o uso do ceto-alcool

12 para a preparacao das moléculas cage-like 14, 15, 20, 21 e 23.

Tabela 1: Transformacdes quimicas do dlcool 12 e condi¢des reacionais, a 25 °C.

. . Reagente Tempo Rendimento
Material Partida (equivalente) Produto (horas) (%)
H
0]
PTSA
(1,1 eq.) 3 97
o) 14
Br
NBS O
(1.1 eq) 2.5 98
(e 15
|
O
NIS
(1,1 eq.) % 1 97
0 20
12 Cl o
NCS
(1,1 eq.) 6 60
O 21

1. MCPBA HO
(1,1 eq) %o
2. Silica ou 3 97
CH,CIL,/PTSA
(cat.) O 23

Comparando os espectros de RMN de 'H (Figura 14; Tabela 2) dos compostos
policiclos cage-like 14, 15, 20, 21 e 23, os sinais dos hidrogénios H10 geminais ao
compostos halogenados ou oxigenados ndo tiveram deslocamentos significativos, com
excecdo do H10 do composto 14 que estd em um ambiente quimico diferente dos demais
derivados. As diferencas nos deslocamentos dos sinais foram notadas no hidrogénio H9,

vicinal ao H10. H9 esta protegido, dependendo do heteroatomo ligado em C10 (I, Br, Cl,
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22

0O). O deslocamento de H11a também teve influéncia dos dtomos substituintes em C10.

Quanto maior o tamanho do heterodtomo ligado em C10, maior € a desprotecdo de H11a.

Este fato, muito provavelmente, é devido a efeito eletronico retirador de elétrons do 4tomo

substituinte exercidos em Hl1la, que estd muito proximo espacialmente. Pela Tabela 2 é

possivel comparar esses deslocamentos quimicos dos hidrogénios em discussao.

Como esperado, nos espectros de RMN de BC desses policiclos cage-like, podemos

observar que C10 desloca-se para regido mais desblindada (desprotegidos) de acordo com

o aumento de eletronegatividade dos heterodtomos ligados em C10, veja na Figura 15 e

Tabela 2.

Tabela 2: Comparacao dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios H6, H9, H10 e Hl1 e
carbonos C6, C9, C10 e C11 dos compostos 14, 15, 20, 21 e 23.

Hytaw, /110 Hi1a Hito Hi1a Fito Hi1a Fito Hi1a Fro
@) Ho [ Bra__ Clw__ HO
é Hg o Ho [\ © Ho /A ° Ho [\ © Hg \/ ©
» \H1Ou H1go, H1oa H10a H10a
3 o) o 0 o) o)
lg 14 He 20 He 15 Hs 21 HG 23 H6
g [3®0) s(m) [8(°C) 3(H) [8(°C) 5(H) [8(°C) 5(H) |8(°C) 5(H)
6 74,4 4,22 74,8 4,24 75,2 4,28 75,7 4,30 75,7 4,28
9 435 4,40 89,5 4,80 88,4 4,59 88,2 4,38 87,3 4,07
o)1,36
10 | 37,4 32,7 3,77 55,0 3,72 63,9 3,65 77,1 3,56
[3)1,44
11a 1,52 2,19 2,17 2,10 1,97
37,2 37,1 34,8 35,2 34,9
11b 1,30 1,75 1,66 1,59 1,46
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Figura 14: Espectros de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) destacando-se os deslocamentos
quimicos dos hidrogénios H6, H9, H10 e H11 dos compostos 14, 15, 20, 21 e 23.
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Figura 15: Espectros de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) destacando-se os deslocamentos
quimicos dos carbonos C6, C9, C10 e C11 dos compostos 14, 15, 20, 21 e 23.
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Dando sequencia as reagdes de transformacdes quimicas propostas, as oximas 24,
25, 26, 27 e 28 foram preparadas a partir das cetonas 14, 15, 20, 21 e 23, respectivamente,
quando tratadas com cloridrato de hidroxilamina e acetato de sédio. Os rendimentos das
oximas foram excelentes (90-97%), com producdo de isdmeros E e Z, em proporcdes

diferentes, conforme podemos observar no Esquema 8.

Esquema 8
H o H H HO
N-
N-0H _N
- .
o o) (12) o
14 E-24 Z-24
' |
I HO
@] N- \
- .
o o (1:3) O
20 E-25 Z-25
Br Br. HO
O NH,OH.HCI N Br 9
AcONa 74 OH Y
0 MeOH:H,0 o (1+_4) o
15 E-26 ' 2.26

Cl o cl cl HO
N~oH _N
O +
0 (12) O
21 E-27 Z-97
HQ o HO HO HO
- /N\OH _N
+
o)
o 12y ©
23 E-28 2-28

Através dos espectros de RMN de °C e comparacio com dados da literatura de
uma oxima foi possivel identificar os isomeros E e Z. Em geral, os carbonos vicinais ao
sistema C=N-OH que estdo em cis com a hidroxila da oxima encontram-se blindados,
enquanto que os carbonos que estdo em trans sdo menos protegidos, como podemos

observar no exemplo da Figura 16 [SILVERSTEIN, 2002.; BREITMEIER, 2002].
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Pela integracdo relativa dos hidrogénios nos espectros de RMN de 'H de cada
composto, determinamos a propor¢do dos esteresoisomeros E/Z, apresentados na Tabela 3

e Esquema 8.

isbmero Z isomero E

Figura 16: Deslocamentos quimicos de RMN de BC de uma oxima registrada na literatura

[BREITMEIER, 2002].

Tabela 3: Deslocamento quimico dos carbonos dos derivados policiclos das oximas.

X A9 X
N N~oH
O 4 on 4
isbmero Z isbmero E
X C3 C4 C3 C4
H dc 160,3 24,2 160,7 17,5
Proporcao* 2 1
I dc 158,5 24,1 159,1 17,6
Propor¢ao™ 3 1
Br dc 158,2 24,1 158,8 17,5
Proporcao* 4 1
OH dc 158,7 23,8 159,3 17,4
Propor¢ao* 2 1
cl dc 158,1 239 158,7 17,6
Proporcao* 2 1

*Calculada pela integragdo relativa dos H nos espectros de RMN.
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3.2. Biotransformacao

Em trabalho anterior [ITO, 2007], o composto 11 foi submetido a
biotransformag¢ao com o fungo M. ramosissimus e produziu uma mistura dos dlcoois 12 e
29 (Esquema 9).

Esquema 9

M. ramosissimus

11 12 29

Os estereoisomeros 12 e 29 nao puderam ser separados por cromatografia de
coluna do tipo “flash”. No entanto, foi possivel identificar os sinais nos espectros de RMN
de 'H e de "C para cada composto e compard-los com dados publicados na literatura
[MARCHAND et al., 1995]. A razdo isomérica foi determinada pela integracdo relativa
dos sinais no espectro de RMN de 'H. A mistura dos dlcoois 12 e 29 apresentou atividade
Optica ([OL]D20 =-31.04, ¢ 0.06, MeOH), indicando uma biotransformag¢ao enantiosseletiva.

A configuracdo absoluta do composto 12 (como apresentado nos Esquemas 9 e
10) foi determinada por correlacio com resultados apresentados por Marchand e
colaboradores (1995). Dessa forma, restavam-nos apenas determinar 0s €XCesSOS
enantioméricos (ee) de cada dlcool e a configuragdo absoluta do composto 29 (enantidmero
em excesso). Com o objetivo de obter, portanto, os ee, foi efetuado um estudo, com o
racemato de 12, usando-se cromatografia gasosa em coluna quiral. No entanto, todas as
tentativas foram infrutiferas, pois ndo houve separacdo dos picos relativos aos
enantiomeros do dlcool em estudo.

Diante das dificuldades encontradas, resolvemos transformar quimicamente 12 e
29 para obter derivados que pudessem ser analisados por cromatografia em fase quiral e,
assim, se determinar indiretamente os excessos enantioméricos de ambos ou de um deles.

Com isso em mente e aproveitando-se da diferenca de reatividade dos dois dlcoois
epiméricos, devido a estereoquimica do grupo hidroxila em 12 estar na face alfa do ciclo e
em 29 na face beta, transformamos seletivamente o dlcool 12 no bromo-éter 15, usando-se
NBS em diclorometano. Os compostos 15 e 29 puderam ser facilmente separados um do

outro por cromatografia de coluna de silica gel e totalmente caracterizados por
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espectroscopia de RMN de 'H e de Bce por comparacao com dados da literatura (ITO et
al. 2007).
Esquema 10

OH

()12 © (-)-29

separados por
cromatrografia
em coluna de silica gel

A bromo-cetona 15 (6leo e [0t]p = - 101,7°) foi reduzida com NaBH, obtendo-se o
alcool correspondente 16, um soélido cristalino com rotacdo especifica ([o]p de -73,2°)
(Esquema 11).

Esquema 11

NaBH,

MeOH:H>0
(-)-15 (-)-16

Com as transformagdes acima, tinhamos em maos dois derivados de 12 e estes
foram analisados, com intuito de obtermos indiretamente o ee do composto
biotransformado 12, por cromatografia gasosa de fase quiral. Para nossa surpresa,
novamente ndo foi possivel separar os compostos 15 e 16 (racematos), em seus respectivos
enantidomeros.

Um método alternativo a cromatografia gasosa em coluna quiral, para determinagao
de excesso enantiomérico é o uso de RMN de 'H utilizando-se reagente de deslocamento
quimico quiral [COSTA & MARTINS, 2006], tal como tris|3-
(heptafluoropropilhidroximetileno)-(+)-canforato de Eurépio] III ou [(+)-Eu(hfc)]s.

Para o estudo de RMN de hidrogénio com reagente de deslocamento quimico
quiral, foi escolhido o composto (-)-16. Para comparacgao, inicialmente foi realizado o

. 1 A . L.
experimento de RMN de "H com o composto racémico (£)-16 com e sem reagente quimico
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quiral, como mostrado na Figura 17. Para cada 1 mM do composto foi adicionado 0,1 mM

do reagente quimico quiral [(+)-Eu(hfc)]s.

(+)-16

Acquisition Time (sec) 7.0255 Date 13 Oct 2009 14:58:10
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Figura 17: Espectro de RMN de "H do bromo dlcool racémico (£)-16. a) sem [(+)-
Eu(hfc)]s. b) com adi¢do de [(+)-Eu(hfc)]s.
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Como podemos observar nos espectros de RMN de 'H de (+)-16 (Figura 17) com e
sem acréscimo de reagente de deslocamento, notamos o desdobramento dos sinais de cada
enantidmero presente na amostra, quando € acrescido o reagente [(+)-Eu(hfc)]s.

Em seguida, foi realizado o experimento de RMN de 'H com o composto
enantiomericamente enriquecido (-)-16, derivado do dlcool (-)-12, nas mesmas condi¢des
citadas anteriormente.

Podemos verificar claramente no espectro de RMN de 'H da mistura racémica de
(£)-16 (Figura 18A), que muitos dos sinais estdo duplicados. Na regido de
aproximadamente & 4,5 ¢ 5,0 ppm, por exemplo, encontramos os sinais duplicados para
H9 e H6, respectivamente, enquanto que no espectro do produto (-)-16 (Figura 18B),
observa-se apenas 1 sinal para os respectivos deslocamentos quimicos desses mesmos
hidrogénios. Desta maneira, com a integracdo desses sinais, podemos afirmar que o ee de
(-)-16 ¢ > 99,9% e, consequentemente, o dlcool 12 € obtido enantiomericamente puro (ee

> 99,9%) por biotransformacao de 11.
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Figura 18: Espectros de RMN de 'H do composto 30. Em A) bromo-alcool racémico e em
B) bromo-élcool obtido das reagdes subsequentes a partir dos ensaios de biotransformacao.
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Para determinar a configuracdo absoluta do isémero (-)-29, decidimos transforma-
lo na bromo-cetona 15 (com configuragc@o absoluta ja conhecida), através da sequéncia de
reacoes mostradas no Esquema 12. Assumindo que (-)-29 possuia a estrutura como
desenhada no Esquema 12, ou seja, um epimero de (-)-12, o resultado final deveria ser
inevitavelmente a bromo-cetona 15 dextrogira (+). Caso contrério, (-)-29 teria de ser o

outro enantiomero (de configuracdo contréria).

Esquema 12
o Br.
7
- PCC Pf
r 0
CH,Cl,, 25
o O o)
11 /
5 (+)-31
" o (+)-15 NBS
. ramosissimus CHaCly, 259
OH
C OH
7 S / NaBH,
o + o MeOH:H,O
o]
(-)-12 ()-29 o

A sequéncia de reacdes escolhidas, apresentadas no Esquema 12, foi executada.
Ap6s purificagdo das misturas dos produtos diastereoisoméricos 12 e 29 da
biotransformacgdo (Esquema 10), foi realizada uma reacdo de reducdo do ceto-dlcool 29
com NaBH; em metanol:dgua para obtencdo do diol 30. O diol 30 foi identificado por
espectroscopia de RMN de 'H e de "°C (Tabela 17, Espectro 48 e 49).

O diol 30 foi entdo submetido novamente a reacdo com NBS em diclorometano,
obtendo como produto o bromo-alcool 31, o qual foi caracterizado por espectroscopia de
RMN 1D e 2D (Tabela 18, Espectro 50-58) e teve seu desvio ptico medido como sendo
dextrogiro (+).

Em seguida, (+)-31 foi oxidado com PCC (clorocromato de piridinio) obtendo-se o
a bromo-cetona (+)-15, como esperado. Desta maneira, determinamos, por correlacdo, que
a configuragdo absoluta do composto (-)-29 € aquela como estd desenhada no Esquema 12,

tendo como nome sistematico da IUPAC [(1R,4S,4aR,8S,8aS)-8-hidroxi-4,4a,6,7,8,8a-
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hexaidro-1,4-metanonaftalen-5(1H)-ona)], um epimero do dlcool principal (-)-12, obtidos
no experimento de biotransformacao da dicetona 11, por M. ramosissimus.

Para observar a conversdo da dicetona 11 nos diastereoisdmeros (-)-12 e (-)-29, foi
realizado o ensaio de biotransformacdo com duragdo de 30 dias. Diariamente foram
retiradas aliquotas de 200 UL para andlise qualitativa em cromatégrafo gasoso. A Figura 19
mostra cromatogramas da dicetona 11 pura e da mistura dos dlcoois 12 e 29, bem como da
mistura reagente. Ao decorrer dos dias nota-se o consumo do material de partida (dicetona
11) e a conversdo para os diastereoisdmeros (-)-12 e (-)-29. Na primeira semana observa-
se a biorreducdo em maior parte para o isomero (-)-12. Ao passar dos dias nota-se o
aparecimento do outro estereoisdomero (-)-29. A partir do 15° dia observamos no grafico da
Figura 20, que a concentragdo dos 3 compostos, na mistura reagente, ndo tem mudangas
significativas. Como sabemos que o fungo M. ramosissimus é capaz de re-oxidar o dlcool
12 para a dicetona 11 [ITO et al., 2009], podemos especular que a partir do 15° dia a
reacdo de biotransformacgao atinge o equilibrio quimico e, portanto, nesse ponto o fungo
estd promovendo concomitantemente reacdes de biorredugdo e de bio-oxidacdo (Esquema

13).

1ﬂl-tmm
] 29 12
2o B A /\L )

/ Ceto-lcool
i S ———. — Dicetona
bt - 1° dia
12 ~ 7° dia
100} - ~ I 15° dia
- a 21° dia
0se] 25° dia
025 e R 310 dia
0251

T T g T
A 00 825 LR ¥ 1000 1025 o050 1075

Figura 19: Cromatograma do monitoramento didrio do ensaio de biotransformacgdo para
andlise da conversdo do ceto-dlcool. Em preto, ceto-dlcoois 12 e 29 e em rosa, padrao de
dicetona 11.
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Figura 20: Acompanhamento por CG da conversao da dicetona 11 para os
diastereoisomeros (-)-12 e (-)-29 em fun¢do do tempo. Em azul: dicetona 11; em amarelo,
0 alcool 12 e em vermelho, o alcool 29.

Esquema 13

M. ramosissimus

11 ()12 (-)-29

3.3. Ensaio de citotoxicidade in vitro

O teste de atividade citotoxica foi efetuado no Laboratério de Oncologia
Experimental da Unidade de Farmacologia Clinica da Universidade Federal do Ceara,
supervisionada pela Professora. Dar. Claudia do O Pessoa.

A atividade citotoxica das amostras estd apresentada na Tabela 4, com seus
respectivos percentuais de inibi¢do. Apenas as substancias que apresentaram valores de
inibi¢do > 90 % em pelo menos duas linhagens tumorais (elevado potencial citotéxico) sao
escolhidas para avaliacdes subsequentes. Este valor € considerado como cut-off ou

parametro para o screening de novas substancias com potencial antitumoral. Dentre as
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amostras estudadas, os valores de inibi¢do variaram de 0,02 % a 37,95%, sendo que
nenhuma delas mostrou valores de inibi¢do > 90 %. Desta forma, as amostras testadas nao

indicaram potencialidade citot6xica frente as linhagens testadas.

Tabela 4: Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras em trés
linhagens tumorais. Valores sdo médias + DPM.

Amostra HL-60 MDA-MB435 SF-295

0 e~ IC% SD o o SD IC% SD
N2 Identificacao (média) IC% (média) (média)

H

%N”O” 0,02% 0,42% 31,71% 6,43% 37,95% 0,24%
0 E/z-24

Cl

Na

% on 0,94% 0,76% 27,59% 518% 35,39% 7,63%
(¢} E/Z-27

|

%NWOH 1,67% 0,36% 23,42% 8,18% 11,91% 4,96%
o E/Z-25

3,82% 7,02% 18,37% 2,29% 473%  2,05%

9
o;
Nz
s
o
I

E/Z-26

6,73% 2,23% 22,59% 3,95% 12,97% 1,57%

o
o
o
o e}

1,22% 0,08% 31,66% 6,24%  25,65% 4,72%

ac
o
o§
\Z
B
o
arc

E/Z-28

19,65% 1,81% 33,13% 555% 30,83% 4,80%

g
o§
= o)

14,38% 5,46% 34,75% 1,32%  31,00% 0,94%

I
e}
o
N
® o)

o
o

7,60% 7,24% 27,39% 0,90% 19,09% 0,79%

(o)
N

1,38% 2,45% 30,43% 2,98% 33,39% 1,65%

O
N g
o (@)

3.4. Ensaios com a enzima tirosinase

Os experimentos com a enzima tirosinase foram realizados no Laboratério de
Pesquisa 2 da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul do Centro de Ciéncias Extas e

Tecnologia, sob supervisdo da Professora Dra. Neli Kika Honda.
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A Figura 21 sumariza os resultados da atividade das substincias testadas (14, 15,
20, 21, 23, 24, 25, 26, 27 e 28) sobre a enzima tirosinase. Os ensaios foram realizados pela
técnica de bioautografia em cromatofolha de silica gel e a atividade é indicada pelo
aparecimento de manchas claras, nos pontos de aplicacdo das solu¢des das substancias,
sobre fundo escuro. O desenvolvimento da cor escura deve-se a formac¢do de dopacromo a
partir do substrato L-Dopa.

Esta conversao pode ser observada na placa pelo escurecimento das regides onde a
enzima realiza a catdlise. No local onde foi aplicada a solu¢ao da substancia que inibe esta
conversdao, ha um clareamento como mostrado com o 4cido ascérbico qual tem com
comprovada atividade anti-tirosinase, isto €, inibe a tirosinase por se ligar ao sitio ativo
enzimatico formando quelato, impedindo tanto a acdo mono e como difenolase. Além
disso, os compostos com atividade anti-tirosinase comprovada, por exemplo, o &cido
kojico, inibe a producdo de pigmentos pela reducdo dos intermediérios da biossintese da
melanina. Assim, com o composto 23, como mostrado na Figura 21, ocorreu o clareamento
no local onde foi aplicado, tendo resultado comparavel ao acido ascérbico.

As oximas (24, 25, 26, 27 e 28) e os compostos halogenados (15, 20 e 21)
apresentaram além de um halo de inibi¢do, um halo de escurecimento interior ao halo de
inibicdo, podendo ser indicio de ativagdo enzimdtica ou por outros fatores, sendo

necessarios estudos mais detalhados.
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Amostra .
(racemato) Quantidade (ug)
HO
0
300 | 200 | 100 | 75 50 25
0 23
cl
N<on
300 | 200 | 100 | 75 50 25
o} E/z-27
cl
0
600 | 450 | 300 | 200 | 100 | 50
0 21
I
/N"OH
300 | 200 | 100 | 75 50 25
o E/Z-25
H
o)
% 300 | 200 | 100 | 75 50 25
o 14
I
o)
% 600 | 450 | 300 | 200 | 100 | 50
o 20
Br.
o)
% 600 | 450 | 300 | 200 | 100 | 50
o 15
H
N..
%%/ OH 1 600 | 450 | 300 | 200 | 100 | 50
O E/z-24
Br,
/N“OH
600 | 450 | 300 | 200 | 100 | 50
o E/Z26
HO
Naon
7 600 | 450 | 300 | 200 | 100 | 50
0 E/z-28
Acido 100 | 75 | 50 | 25| s | S
ascorbico

Figura 21: Placa de bioautografia do ensaio com a enzima tirosinase. S;
S,: Mistura (1:1 v/v) de acetato de etila e metanol.

: acetato de etila e
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3.5. Secao de espectros

A numeragdo dos dtomos de carbono e hidrogénio dos compostos ndao segue uma
norma oficial, tendo como objetivo apenas facilitar a identificacdo dos dtomos de carbono
e hidrogénio dos espectros apresentados.

Devido 2 proximidade dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H e °C para
atomos de carbono numa mesma molécula, usamos simbolicamente asterisco para a
incerteza na atribuicdao do deslocamento quimico, ou seja, &tomos com 0 mesmo nimero
de asteriscos podem ter os deslocamentos quimicos trocados.

Para a atribui¢@o dos sinais espectrais foram consultados artigos, revisoes, tabelas

e livros textos [SILVERSTEIN, 2005; BREITMEIER, 2002; PAVIA, 2001].

Sintese, Blotromsformacdo e avaliogdo bloldglea de novoy heterocicloy cage-Like derivados
do triciclo]6.2.1.0% 7 Jundeca~4,9 -dien-3,6 -diona



39

Resudtados e discunssdo-

3.5.1. Triciclo[6.2.1.0>"Jundeca-2,4,6,9-tetraene-3,6-diol (18)

A partir da reacdo de redugdo das carbonilas do composto (11) com o excesso de
NaBHy,, obteve-se um sélido branco. A formagao do diol 18 pode ser notada pela presenca
de plano simetria do composto a partir do simplificacio dos sinais apresentados no
espectro de RMN de 'H (Espectro 1). Em & 6,20 ppm observa-se sinal caracteristico de
olefina. O dubleto em & 1,32 ppm e os duplos tripleto em & 1,40 referem-se aos
hidrogénios (H;1, € Hy1p) da ponte. Os sinais em 8 2,38 ppm e & 2,90 ppm sdo da juncdo
entre os anéis (H,/H;) e da cabeca de ponte (H;/Hs), respectivamente. Além disso,
podemos observar o aparecimento do sinal caracteristico de hidrogénio carbindlico (Hs/Hp)

em & 4,11 ppm e um singleto largo em & 2,65 referente aos hidrogénios das hidroxilas.
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Acquisition Time (sec) 7.0255 Date 30 Oct 2007 16:50:30
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Espectro 1: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 18.

Sintese, Blotromsformacdo e avaliogdo bloldglea de novoy heterocicloy cage-Like derivados
do triciclo]6.2.1.0% 7 Jundeca~4,9 -dien-3,6 -diona



41

Resudtadoy e disensséo-

Acquisition Time (sec) 0.8700 Date 04 May 2008 08:50:50
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C
Number of Transients 1302 Original Points Count 16384
Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 2: Espectro de RMN de ¢ (75 MHz, CDCls) do composto 18. Espectro acima:
Totalmente desacoplado. Espectro abaixo: DEPT 135°, T (CH, CHs); | (CH,).
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Tabela S: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (IH) e carbonos (13C)
do composto 18.

posi¢ao 8 ("H) [multiplicidade, J (Hz), integral relativa] 3(°C) DEPT
1/8 2,89 (m, 2H) 45,1 CH
217 2,37 (m, 2H) 45,8 CH
3/6 4,10 (m, 2H) 67,0 CH
4/5 1,65 — 1,72 (m, 4H) 27,0 CH,
9/ 10 6,20 (1, J=2,49, 1,80, 2H) 134,6 CH
a) 1,32 (d, J=7.9, 1H)

1 b) 1,40 (dd, J=7.9; 1,7, 1H) 52.4 CH,
-OH 2,64 (sl, 2H)
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3.5.2. rel-decaidro-2,4-metanoindeno[7,1-bc]furan-5-ol (19)

No espectro de RMN de 'H desse composto, nota-se a presenca de 3 sinais na
regido de & 3,5-4,5 caracteristicos a sinais de hidrogénios carbindlicos e auséncia do sinal
de olefina em & 6,20, presente no material de partida. Em relagio ao espectro do diol 18,
este novo composto apresenta desdobramento dos sinais na regido de & 1,0-2,0, relativos
aos hidrogénios H4 e H5,uma vez que a molécula tornou-se assimétrica. Os hidrogénios
da ponte apresentaram como dubletos (J= 11,0 Hz) em 8 1,26 e & 1,39 ppm atribuidos a
Hllae H11b, respectivamente.

A partir do espectro de RMN de °C, observam-se 11 sinais diferentes conferindo a
assimetria do composto. Nao foi observado sinal de carbonila e no DEPT 135, observou-se
4 sinais metilénicos e auséncia de carbono quaterndrio.

Com o espectro de gHSQC foi identificado a correlagdo direta de hidrogénios e
carbonos, mas ainda ndo caracterizando exatamente os C1/H1, C2/H2, C7/H7 que podem
estar trocados e entre os C10/H10, C5/H5 e C4/H4. No espectro de gCOSY foi observado
correlagdo entre os H9 com H10a, H8 com H1, H3 com H4 e H2, H6 com HS5 e H7
mostrados na tabela 6 e espectros 9 e 10, e ainda acoplamento em W de H10Ob com H11b e
H10a com H2, sendo possivel de atribuir os deslocamentos destes sinais que nao estavam
assinalados de forma exata. No gHMBC foi indicado a correlacdo °J e J e notou-se
correlacdo a longa distancia entre H4b com C1 (Espectro 8) mas de dificil visualizacdo,

pois o sinal do H10b sobrepde com H4b, podendo ser correlagdo ?J entre H10b com C1.
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Acquisition Time (sec) 7.0255 Date 20 Nov 2007 11:26:56 300.13

Nucleus 1H Number of Transients 1 Frequency (MHz) 32768

Points Count 32768 Pulse Sequence zg Original Points Count CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 4664.18 Temperature (degree C) 27.000 Solvent
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Espectro 3: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 19.
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Acquisition Time (sec) 0.8700 Date 20 Nov 2007 11:29:06
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C

Number of Transients 1198 Original Points Count 16384

Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30

Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 4: Espectro de RMN de °C (75 MHz, CDCl3) do composto 19. Espectro acima:
Totalmente desacoplado. Espectro abaixo: DEPT 1350, T (CH, CHy); d (CH,).
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Acquisition Time (sec) (0.0544, 0.2195)

Date 14 Nov 2007 08:22:24

Frequency (MHz) (75.47, 300.13) Nucleus (13C, 1H)

Number of Transients 40 Original Points Count (1024, 1024)
Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence hsqcedetgp
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18832.39, 4664.18)
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 5: Mapa de correlagdes heteronuclear 'H-"C diretamente ligados, obtido a partir

do experimento gHSQC do composto 19.
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Espectro 6: Ampliacdo do mapa de correlagdo gerado a partir do experimento gHSQC do

composto 19.
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Date 14 Nov 2007 08:22:34 Acquisition Time (sec) (0.0544, 0.2195)
Frequency (MHz) (75.47, 300.13) Nucleus (13C, 1H)

Number of Transients 40 Original Points Count (1024, 1024)
Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence hmbcgpndaf
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18832.39, 4664.18)
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 7: Mapa de correlagdo heteronuclear 'H-"C a longa distancia, obtido pelo

experimento gHMBC do composto 19.
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Espectro 8: Ampliacdo do mapa de correlacdo gerado a partir do experimento de gHMBC
do composto 19.
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Acquisition Time (sec) (0.4129, 0.4129) Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 9: Mapa de correlagido homonuclear "H-"H do experimento gCOSY do composto

19.
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Espectro 10: Ampliagdo do mapa de correlagao do experimento gCOSY do composto 19.
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Tabela 6: Atribuicio dos deslocamentos quimicos (& [ppm]) aos hidrogénios ('H) e carbonos (>C), multiplicidade, constantes de

acoplamento J('H, 'H), 'H -"*C do gHMBC e correlac¢des 'H-'H do gCOSY do composto 19 em CDCl;.

gHSQC gHMBC gCOSY
DEPT §(”C)  §('H) [multiplicidade, J (Hz), integral relativa] ’y 7 2y 7 4
1 CH 34,9 2,20 - 2,35 (m, 1H) H11la/b/H10a/b H6 H2/H10 HS
2 CH 43,5 2,17 - 2,30 (m, 1H) H3/H7 H8/H6/H11a H1/H7/H3
3 CH 70,9 3,96 (m, 1H) H2/H4a/4b H5a/b H2/H4a/H4b
4a 1,54 — 1,66 (m, 1H) H4b H3
CH, 25,7 H5a/H5b H2
4b 1,74 - 1,82 (m, 1H) H4a H3
5a 1,87 — 1,97 (dg, J=14,2; 3,4, 1H) H5b H6
CH, 27,4 H4a/b
5b 1,38 — 1,45 (m, 1H) H5a H6
6 CH 76,0 4,11 (m, 1H) H7/H2/ HY H7/H5a/H5b
7 CH 40,9 2,20 — 2,35 (m, 1H) H9/H11a/b H2/H6/HS
8 CH 49,5 2,85 (m, 1H) H7/H11a/b H2 H7/H9/H1la/b  HI
9 CH 79,7 4,36 (dd, J=1,7,5,3 1H,) H6/H10 H1/H7/H11a/b H10a/H10b
10a 1,54 (m, 1H) H9 H9
CH, 36,8
10b 1,73 (m, 1H) H9 HI1 H9 Hl1lb
11a 1,26 (d, J=11,0, 1H) H1/H8
CH, 37,8
11b 1,39 (d, J=11,0, 1H) H10a/H11b H9 H1/H8 H10b
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3.5.3. rel-(4S,55,6S,8S,1R 2R, 12R)-5-Todo-7-oxatetraciclo[6.4.0.0*°.0*'*]decan-11-ona
(20)

O espectro de RMN de 'H desse composto evidencia sua obteng¢do devido ao
desaparecimento do sinal da olefina em de & 6,20, presente no material de partida
(composto 12) e o aparecimento de sinais mais complexos na regido de & 3,5-5,0. Os
sinais dos hidrogénios da ponte, H11a e HI1b aparecem em & 2,19 e 1,75, respectivamente
(dubleto com J=11,0 Hz).

No espectro de RMN de "°C observa-se a presenca de sinal em & 212,0 referente ao
carbono da carbonila e mais 10 sinais na regido de 20-90 ppm. Pelo DEPT 135, observa-se
3 carbonos metilénicos em & 25,8 e 35,1 (referentes aos carbonos C4 e CS5,
respectivamente) e 8 37,1 relativo ao carbono da ponte. Estes sinais € C6, C9 e C10 foram
caracterizados inequivocamente pelo experimento de gHSQC. Os demais sinais (C1, C2,
C7 e C8) foram identificados e caracterizados por gCOSY a partir das correlagdes
observadas. Ainda pelo gCOSY, observou-se acoplamento em W entre os H10 e H11b.
Pelo experimento de gNOESY observou a proximidade do H11b com H7 e do HI0 com
H4, em vez de HS, assim, determinando conformacao mais estdvel do composto 20.

No espectro de infravermelho observam-se bandas de absor¢@o de estiramento axial
de carbonila em 1693,35 cm’! e de C-H alifdtico em 2881,39 e 2950,82 cm’! (Espectro 18 e
tabela 8).

O espectro de massas observou-se o pico do fon molecular (M") em m/z = 304,

conferindo a massa molecular de 20.
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Espectro 11: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 20.
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Acquisition Time (sec) 0.8700 Date 10 Jul 2008 16:03:48
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Espectro 12: Espectro de RMN de B¢ (75 MHz, CDCl;) do composto 20. Espectro acima:
Totalmente desacoplado. Espectro abaixo: DEPT 135°, T (CH, CHs); | (CH,).
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Espectro 13: Mapa de correlacdes heteronuclear 'H-"C diretamente ligados, obtido a
partir do experimento gHSQC do composto 20.
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Espectro 14: Ampliacdo do mapa de correlagdes do experimento gHSQC do composto
20.
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Acquisition Time (sec) (0.0544, 0.2195)

Date 27 Feb 2009 07:22:08 Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 15: Mapa de correlagdes heteronuclear 'H-">C a longa distancia, obtido pelo
experimento gHMBC do composto 20.
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Espectro 16: Mapa de correlacdo homonuclear 'H-'H, obtido a partir do experimento

gCOSY do composto 20.
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Acquisition Time (sec) (0.2195, 0.2195)
Date 27 Feb 2009 08:11:56 Temperature (degree C) 27.000
Frequency (MHz) (300.13, 300.13) Nucleus (1H, 1H)
Number of Transients 12 Original Points Count (1024, 1024)
Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence noesygpph
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (4664.18, 4664.18)
(H10; H4)
0 ')
E20
4 {i E
1 F25
1 L
F3.0
F35
F4.0
45 &
! =
4 F50
F55
g@ £6.0
ﬁ 6.5
ﬂ F7.0
r75

6.5 6.0

5.5

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15
ppm

Espectro 17: Mapa de correlacio espacial "H-'H, obtido a partir do experimento gNOESY

do composto 20.
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Tabela 7: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos (8 [ppm]) aos hidrogénios (‘H) e carbonos (**C), multiplicidade, constantes de acoplamento
J('H, 'H), 'H -C do gHMBC e correlagoes 'H-"H do gCOSY e gNOESY do composto 20 em CDCl;.

gHSQC gHMBC gCOSY
13 1 2 ; P P p gNOESY
DEPT 5(7°0C) S (‘H) [m, J (Hz), integral relativa] J °J J J J
1 CH 50,3 2,69 — 2,72 (m, 1H) Hlla HS8 Hlla/ H11b HS8 H1/Hl1a/b
2 CH 48,1 2,69 — 2,72 (m, 1H) HI HS8 H7 H7
3 C 220 H2/H4a/b H
4a a) 2,32-2,49 (m, 1H) H6 H4b H5a/b H5a/b
CH, 35,1 H5b
4b b) 2,32-2,49 (m, 1H) H4a H5a/b H10/ H5a/b
Sa a) 1,84 — 1,95 (m,, 1H) H5b H4a/b; H6 H5b/ H4a/b
CH, 25,8 H4a/H4b
5b b) 2,18-2,29 H5a H4a/b; H6 H5a/ H4a/b
6 CH 74,8 4,24 (m, 1H) H5a/H5b H4a/b H5a/ H5b/ H7 H5a/ H5b/ H7
7 CH 42,5 2,55-2,61 (m, 1H) H2 H1/H9 H2/ H6/ HS H6/ HS
8 CH 49,5 2,95 (m, 1H) H7/H11a H6 H7/H9/ Hl1a/b H1/H7/Hl1a/b
9 CH 89,5 4,80 (d, 5,3 1H,) HI10 H7/H1 HS8 H8/Hl11a
10 CH 33,0 3,77 (m, 1H) H9/ H1 H8/H11a/b HI11b H4b/ H1
11a a) 2,19 (d, J=11,0, 1H) H10/ H1/ HS8 H1/HS8
CH, 37,1
11b b) 1,75 (d, J=11,0, 1H) H1/HS8 HI10 H1/ HS8
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Date 14 Jul 2008 10:02:12 Technique Infrared Spectral Region IR
X Axis W avenumber (cm-1) Y Axis Arbitrary Spectrum Range 597.8799 - 4000.0000
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Espectro 18: Espectro de infravermelho do composto 20.

Tabela 8: Atribuicdo das bandas de absorcao de IV a grupos funcionais do composto 20.

VMAX Atribuicao

2881,39 - 2950,82 Estiramento axial de C-H de alifatico
1693,35 Estiramento axial de C=0 de cetona

3
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Espectro 19: Espectro de massas do composto 20.
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3.5.4. rel-(4S,55,6S,8S,1R 2R ,12R)-5-Cloro-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%%.0*'?]dodecan-11-
ona (21)

Observando o espectro de RMN de 'H, nota-se a conversdo do material de partida
pela auséncia dos sinais olefinicos na regido de & 6,0 e presenca de sinais entre 8 3,5-4,5
referentes a hidrogénios ligados em atomos mais eletronegativos que o carbono. Os
hidrogénios da ponte seguem os mesmos padrdes de acoplamento dos anteriores (dubleto e
J=11,0 Hz) e foram localizados em & 2,10 ¢ 1,59 para Hl1a ¢ H1 1b, respectivamente.

O espectro de RMN de Be registra sinal em 0 211,8 referente a carbonila de cetona
e mais 10 sinais na regido de 20-90 ppm. No experimento de DEPT 135, nota-se a presenca
de 3 sinais metilénicos e auséncia do sinal em J 211,8 determinando a presenga de carbono
quaterndrio. Os sinais metilénicos em o 26,1 e 33,8 referem-se aos C5 e C4
respectivamente e o sinal em & 35,2 atribui-se ao carbono da ponte.

As correlagdes dos carbonos ligados diretamente ao hidrogénio foram confirmadas
através do espectro gHSQC. O mapa de correlacdes de gCOSY foi importante para
identificar os sinais dos H1, H2, H4, H5, H7 e H8 (Tabela 9). A andlise do espectro de
RMN gNOESY permitiu-nos especular sobre a conformagdo mais estavel de 21, pela
correlagdo entre H10 e H4. O espectro de massas confirmou a transformagdo com o

registro do pico do fon molecular (M) em m/z =212 do composto 21.
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Acquisition Time (sec) 7.0255 Date 10 Feb 2009 07:08:16
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H

Number of Transients 8 Original Points Count 32768

Points Count 65536 Pulse Sequence zg9

Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 4664.18
Temperature (degree C) 27.000

3.0 25 2.0 15
Chemical Shift (ppm)
(3]
[sp]
o
<t
©
© r / Al
w0
@
[{} (8]
P
I i
-
S ~ _S
T M
(8] ] o
[ 2
g N -
T T T T T T T T T T o N o
4.25 4.00 3.75 i ©
Chemical Shift (ppm) o — N 2
@l oy © © )
R [ e
=
N § Sl e
~ < N o
|
(sV]
20|
s\
(%
T
|
- S e
/ ) / / / /" //
2.03 1.08 1.21 218 2.09 1.111.24 1.03
Ry T
T e il - I=—eEEEL_JEEEE
7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15

Chemical Shift (ppm)

Espectro 20: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 21.
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Acquisition Time (sec) 0.8700 Date 03 Mar 2009 16:49:04
Frequency (MHz) 75.48 Nucleus 13C
Number of Transients 7048 Original Points Count 16384
Points Count 16384 Pulse Sequence zgpg30
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Espectro 21: Espectro de RMN de °C (75 MHz, CDCl53) do composto 21. Espectro acima:
Totalmente desacoplado. Espectro abaixo: DEPT 1350, T (CH, CHy); d (CH,).
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Espectro 22: Mapa de correlagdes heteronuclear 'H-">C diretamente ligados, obtido a
partir do experimento gHSQC do composto 21 e ampliacao.

Sintese, Blotromsformacdo e avaliogdo bloldglea de novoy heterocicloy cage-Like derivados
do triciclo]6.2.1.0% 7 Jundeca~4,9 -dien-3,6 -diona



67

Date 25 Mar 2009 16:50:30

Acquisition Time (sec) (0.0544, 0.2195) Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 23: Mapa de correlacdes heteronuclear 'H-'>C a longa distancia, obtido pelo

experimento gHMBC do composto 21.
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Date 30 Mar 2009 13:45:44 Acquisition Time (sec) (0.2195, 0.2195)
Frequency (MHz) (300.13, 300.13) Nucleus (1H, 1H)

Number of Transients 30 Original Points Count (1024, 1024)
Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence cosygpqf

Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (4664.18, 4664.18)
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 24: Mapa de correlagdes homonuclear 'H-"H obtido a partir do experimento

gCOSY do composto 21.
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Espectro 25: Ampliacdo do mapa de correlagdes do experimento gCOSY do composto 21.
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Resudtadoy e disensséo-

Date 25 Mar 2009 10:51:06 Acquisition Time (sec) (0.2195, 0.2195)
Frequency (MHz) (300.13, 300.13) Nucleus (1H, 1H)

Number of Transients 20 Original Points Count (1024, 1024)
Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence noesygpph
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (4664.18, 4664.18)
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 26: Mapa de correlacdes espaciais 'H-'H obtido a partir do experimento

gNOESY do composto 21.
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Resudtadoy e disensséo-

Date 25 Mar 2009 11:51:06 Acquisition Time (sec) (0.2195, 0.2195)
Frequency (MHz) (300.13, 300.13) Nucleus (1H, 1H)

Number of Transients 20 Original Points Count (1024, 1024)
Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence noesygpph
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (4664.18, 4664.18)
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 27: Ampliagdo do mapa de correlagdes do experimento gNOESY do composto

21.
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Resudtadoy e disenssdo-

Tabela 9: Atribuicio dos deslocamentos quimicos (J [ppm]) aos hidrogénios ('H) e carbonos (°C), multiplicidade, constantes de
acoplamento J('H, 'H), 'H -"°C do gHMBC e correlaces 'H-"H do gCOSY e gNOESY do composto 21.

gHSQC ¢HMBC ¢COSY
13 1 2 3 2 3 4 gNOESY
DEPT §(°C) & ('H) [m, J (Hz), integral relativa) J J J J J
1 CH 49,6 2,65 2,72 (m, 1H) H10/ H2 H8/ H7 HS8 Hl1la/H11b
2 CH 42,5 2,65 2,30 (m, 1H) H4a/ H4b H7
3 C 2118 e H4a/ H4b/ H2 H5b —— e
4a a) 2,33-2,40 H2 H5a/ H5b H5a
CH, 33,8 H5a/ H5b
4b b) 2,33-2,40 H5a/ H5b H5a
5a a) 1,85-1,96 (m, 1H) H5b  H4a/ H4b / H6 H4a/ Hab
CH, 26,1 H4a/ H4b
5b b) 2,17-2,26 H5a H4a/ H4b/ H6 H4a/ H4b
6 CH 75,7 4,30 (m, 1H) H7/ H5b H7/ H5a/ H5b H5a/ H5b/ H7
7 CH 46,9 2,53-2,59 (m, 1H) H8 Hl1la/H11b H8/ H2
8 CH 48,4 3,01 (m, 1H) H7/H9/ H10 H7 Hlla/H11b
9 CH 88,2 4,38 (d, J=49, 1H,) H10 H11b/ H7 H8 H8
10 CH, 63,9 3,65 (m, 1H) Hlla/H11b H8 H11b/ H1 H1/ H4
11a a) 2,10 (d, J=11,0, 1H) H11b H1/ H8 H8/ H1
CH, 35,2 H10 H7/H2
11b b) 1,59 (d, J=11,0, 1H) Hlla H1/ H8 H8/ H1
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Espectro 28: Espectro de massas do composto 21.
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Resudtados e discunssdo-

3.5.5. rel-(4S,5S,6S,8S,1R 2R, 12R)-5-Hidréxi-7-oxatetraciclo[6.4.0.0>%.0*'*]dodecan-11
-ona (23)

O espectro de massas confirma a transformacdo pela observagdao do pico do ion
molecular em m/z = 194, como esperado. A identificacdo deste composto foi baseada na
comparacdo dos espectros do material de partida, bem como nos derivados iodados e
clorados ja obtidos como mostrado na tabela 16-18 e espectros 28-34. No espectro de
RMN de 'H foi possivel de identificar os HS, H8, H9 e Hlla e H11b, sendo que H9
aparece mais protegido que nos outros derivados, observando-se seu padrdo de
acoplamento. O espectro de RMN de C mostra onze carbonos, sendo que em O 2134
ppm sinal caracteristico do carbono da carbonilica da cetona e no DEPT 135, observou-se
trés sinais de carbonos metilénicos. O sinal de C10 foi confirmado por experimento de
gHSQC observando-se sinal em 8 77,1 ppm, mais desprotegido como se esperava. Ainda,
pelo espectro gHSQC foi possivel identificar cada hidrogénio correlacionado diretamente
ao seu carbono (tabela 17 e espectros 30 e 31). O espectro gCOSY foi importante para
conferir a correlagdo 'H/'H e observacdo de acoplamento em W dos H10 com H11b

(espectro 33). O espectro gNOESY mostrou a proximidade do H10 com H4 (espectro 34).
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Resudtadoy e disensséo-

Acquisition Time (sec) 7.0255 Date 13 Feb 2009 08:15:20
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H

Number of Transients 8 Original Points Count 32768

Points Count 65536 Pulse Sequence zg

Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 4664.18
Temperature (degree C) 27.000

O
n
o
T T -
3.0 2.5 2.0 1.5 oY
Chemical Shift (ppm) ~ B3 ¥
o < oo
Y vg < l\\ 7o)
YIS & =z 2
— ¥ “Q 3 %
~ 3
5 & v
o N
22| o2 [ls
< 2 | 0/ )
3] [\ I~ |l = 8
™~ ‘\\ gl |72
2 N
©
N I
|
J |
/
/
N c/
NS ) / ’
1.011.04 1.00 1.05 7.02 222 1.09
[y | [
e e M e B R RaR AR R AR
5 45 4.0

Chemical Shift (ppm)

Espectro 29 de: Espectro RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 23.
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Resudtadoy e disensséo-

Acquisition Time (sec) 0.8700 Date 05 Mar 2009 20:44:20
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C
Original Points Count 16384 Points Count 32768
Pulse Sequence zgpg30 Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 30: Espectro de RMN de B¢ (75 MHz, CDCl;) do composto 23. Espectro acima:
Totalmente desacoplado. Espectro abaixo: DEPT 135°, T (CH, CHs); | (CH,).
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Acquisition Time (sec) (0.0544, 0.2195)

Date 31 Mar 2009 10:08:32 Temperature (degree C) 27.000
Frequency (MHz) (75.47, 300.13) Nucleus (13C, 1H)

Number of Transients 40 Original Points Count (1024, 1024)
Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence hsqgcedetgp
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18832.39, 4664.18)
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Espectro 31: Mapa de correlacdes heteronuclear 'H-'C diretamente ligados, obtido a
partir do experimento gHSQC do composto 23.
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Espectro 32: Ampliacdo do mapa de correlagdes do experimento gHSQC do composto

23.
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Resudtados e discunssdo-

Acquisition Time (sec) (0.0544, 0.2195)
Date 31 Mar 2009 13:13:04 Temperature (degree C) 27.000

Frequency (MHz) (75.47, 300.13) Nucleus (13C, 1H)

Number of Transients 64 Original Points Count (1024, 1024)
Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence hmbcgpndaf
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (18832.39, 4664.18)
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Espectro 33: Mapa de correlagdes heteronuclear 'H-"Ca longa distancia, obtido pelo

experimento gHMBC do composto 23.
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Acquisition Time (sec) (0.2195, 0.2195)

Date 31 Mar 2009 08:37:24 Temperature (degree C) 27.000
Frequency (MHz) (300.13, 300.13) Nucleus (1H, 1H)

Number of Transients 16 Original Points Count (1024, 1024)
Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence cosygpgf

Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (4664.18, 4664.18)
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Espectro 34: Mapa de correlagdes homonuclear 'H-"H obtido a partir do experimento
gCOSY do composto 23.
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Resudtadoy e disensséo-

Date 28 Apr 2009 14:07:02 Acquisition Time (sec) (0.2195, 0.2195)
Frequency (MHz) (300.13, 300.13) Nucleus (1H, 1H)

Number of Transients 8 Original Points Count (1024, 1024)
Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence noesygpph
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (4664.18, 4664.18)
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 35: Mapa de correlacdo espacial 'H-'H obtido a partir do experimento gNOESY
do composto 23 e ampliacao.
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Resudtadoy e disenssdo-

Tabela 10: Atribuicdio dos deslocamentos quimicos (J [ppm]) aos hidrogénios ("H) e carbonos (*°C), multiplicidade, constantes de
acoplamento J('H, 'H), 'H -"*C do gHMBC e correlagoes 'H-"H do gCOSY e gNOESY do composto 23 .

gHSQC gHMBC gCOSY
13 1 2 ; P ] p gNOESY
DEPT §(°C) S ('H) [m, J (Hz), integral relativa] J °J J °J J
1 CH 48,1 2,43-2,46 (m, 1H) Hlla/H11b Hlla/H11b H8 Hlla, H11b
2 CH 423 2,49-2,56 (m, 1H) H7 H7
3 C 2134 e H2/H4a/H4b -—-- —— e
4a 2,29-2.39 (m, 1H) H5a H5a, H5b,H10
CH, 32,2 H2
4b 2,13-2,25 (m, 1H) H5a H5a, H5b, H10
Sa 2,13-2,25 (m, 1H) H6 H5b, H6,
CH, 26,0 H4a/H4b
5b 1,81-1,92 (m, 1H) H6 H5a, H6
6 CH 75,7 4,28 (m, 1H) H4a/H4b H7, H5a, H5b H5a, H5b, H7
7 CH 45,9 2,93 (m, 1H) H9 H6 H6
8 CH 473 2,49-2,56 (m, 1H) Hlla/H11b H10 H9, H11a, H11b H1 H7, H9, Hl1a, H11b
9 CH 87,3 4,07 (d, J=5,0, 1H) H10 H7/H6 HS HS8, Hlla
10 CH 77,1 3,56 (m, 1H) H11b H1lb H4a, H4b, H9
11a a) 1,97 (d, J=11,0, 1H) H1l1b H1 HI1, H11b
CH, 34,9 HI1, H8
11b b) 1,46 (d, J=11,0, 1H) Hlla H1, H10 HI1, Hlla
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Resuwdtadoy e disenssdo
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Espectro 36: Espectro de massas do composto 23.
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Resudtados e discunssdo-

3.5.6. Oxima E-24 e/ou Z-24

> Eizoa °

Nos espectros de RMN ("H e C) desta oxima, nota-se a presenca de mistura de
isdbmeros E e Z, observando-se sinais duplicados em seus espectros. No espectro de RMN
de 'H observam-se sinais em & 4,41 e 4,24 referentes aos H9 e H6, respectivamente. Ainda
nota-se a presenca de um singleto largo em 8 8,25 referente ao grupo OH confirmando a
transformagao do composto 14 para 24. Os hidrogénios da ponte apresentam-se como
dubleto em & 1,60 (11a) e 61,34 (11b) com J=11,1 Hz. A transformagdo deste composto
também ¢ verificada no espectro de RMN de BC com a presenca de sinal em & 160,3
(configuragdo Z) e 6 160,7 (E) indicativo de C=N de oximas e auséncia deste no DEPT
135. No espectro de DEPT, observam-se quatro sinais de CH, duplicados referentes a
carbonos da ponte Cl11 (& 37,5), C4 (& 24,2), C5 (26,7) e C10 (36,9) do isdmero
majoritdrio Z. Os sinais majoritarios em 0 79,7 e 8 75,5 referem-se aos carbonos H9 ¢ HO6,

respectivamente e os sinais 0 36,9, 6 40,9, 6 37,2 e 8 48,6 indicam os H1, H2, H7 e HS.
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Resudtadoy e disensséo-

Acquisition Time (sec) 7.0255 Date 13 Apr 2009 10:22:06
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H
Number of Transients 8 Original Points Count 32768
Points Count 65536 Pulse Sequence zg
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 4664.18
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 37: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, Cdcl3) do composto 24 com mistura dos

isomeros E e Z.
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Resudtadoy e disensséo-

Acquisition Time (sec) 0.8700 Date 13 Apr 2009 13:37:44
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C
Number of Transients 455 Original Points Count 16384
Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39
Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 38: Espectro de RMN de '°C (75 MHz, CDCls) do composto 24 com mistura do
isomeros E e Z. Espectro acima: Totalmente desacoplado. Espectro abaixo: DEPT 135°, T
(CH, CHs); 4 (CHo).
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Resudtados e discunssdo-

Tabela 11: Atribuicao dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (IH) e carbonos (13C)
do composto 24.

13
posi¢do [0 ("H), multiplicidade (Hz), integral relativa] z 90 Z DEPT
N 2,28 (m, 1H) 41,4 37,2 CH
2" 3,32 (m, 1H) 41,2 36,9 CH
3 160,7 160,3 C
2,19-2,22 (m, 1H)
4 225227 (m. 1H) 17,5 242 CH,
sekk 1,45-1,57 (m, lH)
5 202210 (m. 1H) 25,6 26,7 CH,
6 4,24 (m, 1H) 75,2 75,5 CH
7" 2,52 (m, 1H) 41,5 40,9 CH
8" 2,90 (m, 1H) 49,1 48,6 CH
9 4,41 (d, J=4,75, 1H) 79,7 79,7 CH
a) 1,43 (m, 1H)
10 b) 1.53 (m. 1H) 36,7 36,9 CH,
. a) 1,60 (d, J=11,1, 1H) 37.1 375 CH,

b) 1,34 (d, J=11,1, 1H)
-OH 926 (sl, 1H) e

* Rk F¥kpodem estar trocados
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Resudtados e discunssdo-

3.5.7. Oxima E-25 e/ou Z-25

Como no caso anterior, os espectros de RMN de 'He C apresentam a mistura de
isdmeros, devido aos sinais duplicados observados. A transformag¢ao do material de partida
20 para o 25 ¢é sugerida pela presenca de singleto largo em 9,18 referente a grupo OH no
espectro de RMN de 'H e no espectro de RMN de "°C notamos a presenca de sinais em &
158,5 (Z) e 159,1 (E) referentes a C=N e a sua auséncia deste no DEPT 135. Os sinais em 0
4,80, & 4,22 e & 3,83 foram atribuidos aos hidrogénios H9, H6 e H10, respectivamente. Os
hidrogénios da ponte apresentam-se como dubletos em 6 2,19 e & 1,83 (com J=11,0 Hz).
No espectro de DEPT 135, nota-se a presenca de trés sinais metilénicos referentes a C4 (8
26,0), C5 (8 24,1) e C11 (8 37,2) do isdbmero majoritario Z. Os sinais & 89,8 ¢ 6 76,0 do
majoritdrio é indicativo de H9 e H6 com proximidade a dtomo de oxigénio e os sinais o

48,8, 6 39,6, 6 35,9 e 8 46,6 sdo atribuidos aos C1, C2 C7 e C8, respectivamente.

Sintese, Blotromsformacdo e avaliogdo bloldglea de novoy heterocicloy cage-Like derivados
do triciclo]6.2.1.0% 7 Jundeca~4,9 -dien-3,6 -diona



89

Resudtadoy e disensséo-
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Espectro 39: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 25 com mistura do
isomeros E e Z.
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Espectro 40: Espectro de RMN de '°C (75 MHz, CDCls) do composto 25 com mistura do
isomeros E e Z. Espectro acima: Totalmente desacoplado. Espectro abaixo: DEPT 135°, 7
(CH, CHy); | (CH).
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Resudtados e duscunssdo

Tabela 12: Atribuicdo dos deslocamentos quimicos (J) aos hidrogénios (IH) e carbonos
(*C) do composto 25.

5(°C)

posicao [0 (IH), multiplicidade (Hz), integral relativa] z Z DEPT

1 2,54 (m, 1H) 50,8 48,8 CH
2" 3,44 (m, 1H) 40,6 39,6 CH
3 159,1 158,5 C
a) 2,27 — 2,38 (m, 1H)

4 b) 2,27 — 2,38 (m, 1H) 17.6 24,1 CH,
Hkx a) 1,46 = 1,64 (m, lH)

) b) 2.04 — 2,11 (m, 1H) e A0 CH,
6 4,22 (m, 1H) 75,7 76,0 CH
7" 2,32 (m, 1H) 39,9 35,9 CH
8" 2,86 (m, 1H) 49,3 46,6 CH
9 4,80 (d, J=4,82, 1H) 89,8 89,8 CH
10 3,83 (d, J=2,37, 1H) 33,8 33,7 CH
. a) 2,19 (d, J=11,0, 1H) 37.0 372 CH,

b) 1,83 (d, J=11,0, 1H)
-OH 918 (sL, IH) e

* Bk FHEkpodem estar trocados
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Resudtados e discunssdo-

3.5.8. Oxima E-26 e/ou Z-26

A andlise dos espectros de RMN de 'H e Be permitiu-nos observar que se trata de
uma mistura. A transformacdo do composto 15 para 26 ¢ confirmada pela presenca de
singleto largo em & 8,84 no espectro de RMN de 'H e o sinal em & 158,2 (Z) e & 158,8 (E)
referentes a C=N no espectro de RMN de "’C. O espectro de infravermelho reforca que
houve a transformacdo observando as bandas de absor¢do de deformacgao axial em 3211,2
cm” indicativo da presenga de OH e deformacdo axial de carbonila em 1635,5-1652,9 cm’
referente a C=N. Ainda no DEPT 135 observa-se trés sinais de carbonos metilénicos C4 (o
26,4), C5 (8 24,3) e C11 (35,4) do isbmero majoritdrio Z e auséncia do sinal em & 158,2 e &
158,8 de carbono quaterndrio. Os carbonos majoritdrios mais desblindados em o 88,8, &
76,3 e 8 55,4 foram atribuidos a C9, C6 e C10, respectivamente e & 48,4, 6 39,3, 0359 ¢ d
45,7 foram atribuidos a C1, C2, C7 e C8 do isdmero de configuracio Z.
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Espectro 41: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl5) do composto 26 com mistura do
isomeros E e Z.
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Espectro 42: Espectro de RMN de '°C (75 MHz, CDCls) do composto 26 com mistura do
isomeros E e Z. Espectro acima: Totalmente desacoplado. Espectro abaixo: DEPT 135°, 1

(CH, CH3); T (CH,).
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Resudtados e discunssdo-

Tabela 13: Atribuicao dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (IH) e carbonos (13C)
do composto 26.

13
posi¢do [0 ("H), multiplicidade (Hz), integral relativa] z 90 Z DEPT
I 2,83 (m, 1H) 49,9 48,1 CH
2" 3,46 (m, 1H) 40,4 39,6 CH
3 e 158,8 158,2 C
Fokok a) 2,25 - 2,36 (m, 1H)
4 b) 2,25 - 2,36 (m, 1H) 17,5 241 CH,
Hokk a) 1,52 — 1,66 (m, lH)
> b) 2,04 - 2,11 (m, 1H) L 2ol CH,
6 4,25 (m, 1H) 76,1 76,3 CH
7" 2,31 (m, 1H) 39,8 35,7 CH
8" 2,92 (m, 1H) 48,6 45,7 CH
9 4,58 (d, J=4,77, 1H) 88,7 88,7 CH
10 3,78 (m, 1H) 55,6 55,8 CH
a) 2,16 (d, J=11,1, 1H)
11 b) 172 (d. J=11.1, 1H) S Sl CH,
-OH 884 (sl, 1y e e
* Rk FR*kpodem estar trocados
Date 23 Mar 2009 16:58:32 Technique Infrared
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Espectro 43: Espectro de infravermelho do composto 26 com mistura do isomeros E e Z.

Tabela 14: Atribuicao das bandas de absor¢do de IV a grupos funcionais do composto 26
com mistura dos isomeros E e Z.

VMAX Atribuicdo

3211,19 Deformacao axial de OH

2883,32 —2950,82 Deformacao axial de C-H de alifético
1635,49 — 1652,85 Deformacao axial de C=N
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Resudtados e discunssdo-

3.5.9. Oxima E-27 e/ou Z-27

E/Z-27

O espectro de RMN de 'H e °C deste composto chama a atencdo devido a presenca
de sinais duplicados apresentando-se como uma mistura de isOmeros E e Z. A
transformac@o para este composto foi confirmada pela presenca de sinal largo de -OH em &
9,03 no espectro de RMN de 'H e sinais em & 158,1 (Z) e & 158,7 (E) no espectro de RMN
de "*C referente a C=N e auséncia deste no DEPT. Pelo DEPT 135 observam-se ainda trés
sinais de CH, referentes a carbonos da ponte (8 33,8), C4 (8 26,1) e C5 (8 23.9) dos sinais
do isémero majoritario Z. Os C9, C6 ¢ C10 do foram designados como & 88,6, & 76,5 e
64,1 por estarem préximos a um atomo eletronegativo e os sinais em 8 47,7, 8 39,6, 6 35,2

e 0 45,3 foram atribuidos como C1, C2, C7 e C8 para o isdbmero majoritario.
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Acquisition Time (sec) 7.0255 Date 13 Apr 2009 10:28:28
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Espectro 44: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 27 com mistura do
isomeros E e Z.
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Espectro 45: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl5) do composto 27 com mistura do

isomeros E e Z.
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Resudtados e discunssdo-

Tabela 15: Atribuicao dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (IH) e carbonos (13C)
do composto 27.

13
posi¢do [0 (IH), multiplicidade (Hz), integral relativa] 7 8 (0O Z DEPT

N 2,42 (m, 1H) 49,5 47,7 CH
2" 3,40 (m, 1H) 39,8 39,6 CH
3 158,7 158,1 C
a) 2,24-2,38 (m, 1H)

4 b) 2,24-2,38 (m, 1H) 24,9 26,1 CH,
ok a) 1,97-2,05 (m, IH)

J b) 1.48-1,57 (m. 1H) 79 2850 CH,
6 4,25 (m, 1H) 76,2 76,5 CH
7" 2,74 (m, 1H) 39,7 352 CH
8" 2,92 (m, 1H) 48,1 45,3 CH
9 4,34 (d, J=4,35, 1H) 88,5 88,6 CH
10 3,69 (m, 1H) 63,9 64,1 CH
. a) 2,10 (d, J=11,0, 1H) 335 338 CH,

b) 1,59 (d, J=11,0, 1H)
-OH 9,03 (s, 1H) e

* Rk FE*podem estar trocados
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Resudtados e discunssdo-

3.5.10. Oxima E-28 e/ou Z-28

Os espectros de RMN de 'H e "°C se apresentam com sinais duplicados tratando-se
também de uma mistura de isdmeros. A transformacdo do composto 23 para 0 composto
28 ¢ conferida com o sinal em & 2,46 referente ao H1 onde no composto de partida estava
sobreposto com outros sinais na regido de 6 2,10-2,70 e foi observado o sinal largo de -OH
ligado em C10 em & 3,50. No espectro de RMN de 13C foi notado os sinais em & 158,7 (Z)
e 8 159,3 (E) indicativo de C=N de oximas e a auséncia no DEPT 135. Ainda no DEPT
135 registra sinais de CH, do isdmero majoritario Z em 8 23,9, 8 26,2 e & 32,4 atribuidos a
C4, C5 e carbono da ponte, respectivamente. Os carbonos mais desblindados referem-se a
C9 (0 87,5), C6 (6 76,4) e C10 (0 76,7) € os C1, C2, C7 e C8 foram atribuidos como o
46,8, 8 39,7, 6 33,8 e 0 43,9, respectivamente, para o isdmero majoritario de configuragdo

Z.
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Espectro 46: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDClI3> CD30Dgoa) do composto 28

com mistura do isdbmeros E e Z.
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Espectro 47: Espectro de RMN de '°C (75 MHz, CDCls) do composto 28 com mistura do
isomeros E e Z. Espectro acima: Totalmente desacoplado. Espectro abaixo: DEPT 135°, T
(CH, CHy); | (CH).
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Resudtados e discunssdo-

Tabela 16: Atribuicao dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (;H) e carbonos (13C)
do composto 28.

13
posi¢do [5(1H), multiplicidade (Hz), integral relativa] 5 (0O DEPT

I 2,46 (m, 1H) 48,2 46,8" CH
2" 3,20 (m, 1H) 39,9 39,7" CH
3 159,3 158,7 C
okl 2,12-2,25 (m, 1H)

4 212225 (m. 1H) 17,4 23,9 CH,
2,12-2,25 (m, 1H)

5 1/88-1.96 (m. 1H) 25,1 26,2 CH,
6 3,93 (m, 1H) 76,5 76,4% CH
7 2,54-2,59 (m, 1H) 38,2 33,8" CH
8 2,79 (m, 1H) 472 43,9% CH
9 3,49 (d, J=5,11, 1H) 87,4 87,5 CH
10 4,18 (m, 1H) 76,5 76,7% CH
1 1Ly (@), ST, D) 321 324 CH,

1,41 (d, J=10,9, 1H)
-OH 350(s, 1) e e s

* Rk F¥*podem estar trocados
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Resudtados e discunssdo-

3.5.11. (55,85)-1,4,4a,5,6,7,8,8a-octaidro-1,4-metanonaftaleno-5,8-diol (30)

A reacdo de reducdo do composto 29 para o diol 30 foi comprovada pelo
aparecimento de sinal referente ao hidrogénio carbinélico (H6) em 8 4,07 e sinal em 6 3,54
referente a H3, mais protegido do que o H6, pois 0 mesmo se encontra em ambiente mais
impedido estericamente. Em seguida, pode-se identificar os hidrogénios H2 a partir do
hidrogénio carbindlico H3, pelos valores de J observados. O duplo tripleto (J>=10,1 e 6,6
Hz) observado em & 3,54 do H3 estd acoplado com H2 (6 2,16, J =10,1). O sinal em § 2,44
foi atribuido ao H7, & 1,88 para o H5 e 0 1,60 para o H4. Os hidrogénios da ponte (Hlla e
H11b), observados como duplo dubletos (J=11,0; 1,6) e dubleto (/=11,0) foram atribuidos
como O 1,49 e 1,32, respectivamente. Os hidrogénios cabecas-de-ponte H1 ¢ H8 foram
identificados também por comparagdo com os derivados heterociclos sintetizados
anteriormente e seguindo sempre os mesmos padrdoes de deslocamentos quimicos e
multiplicidades.

No espectro de RMN de BC foram observados 11 sinais diferentes, conferindo
assimetria do composto. Em & 135,9 e 136,4 observam-se sinais de carbonos olefinicos,
sendo atribuido como C10 e C9, respectivamente. Os sinais em 8 68,7 (C6) e 70,0 (C3)
referem-se a carbonos ligados diretamente a um heterodtomo. Pelo DEPT 135, confirma-se
a presenga de 3 CH,: o carbono da ponte em & 50,9, C4 em 0 29,0 e C5 em 0 29,2. Os
sinais em O 44,7, d 46,2, 8 48,5 e & 45,8 foram atribuidos aos carbonos C1, C2, C7 e C8,

respectivamente.
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Espectro 48: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 30.
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Espectro 49: Espectro de RMN de B¢ (75 MHz, CDCl;) do composto 30. Espectro acima:
Totalmente desacoplado. Espectro abaixo: DEPT 135°, T (CH, CHs); | (CH,).
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Tabela 17: Atribuicao dos deslocamentos quimicos aos hidrogénios (IH) e carbonos (13C)
do composto 30.

posicdo 5 ('H) 5 (PC) DEPT
1 2,92 (m, 1H) 44,7 CH
2 2,16 (dt, 1H, J=11,0; 10,1) 46,2 CH
3 3,54 (dt, 1H, J=10,1; 6,6) 70,0 CH
4 1,60 (m, 2H) 29,0 CH,
5 1,88 (m, 2H) 29,2 CH,
6 4,07 (m, 1H) 68,7 CH
7 2,44 (m, 1H) 48,5 CH
8 3,06 (m, 1H) 45,8 CH
9 6,21 (dd, J=5,6; 3,0) 136,4 CH
10 6,30 (dd, 1H, J=5,6; 3,0) 135,9 CH
11 a) 1,49 (dd, J=11,0; 1,6, 1H) 50.9 CH,

b) 1,32 (d, J=11,0, 1H)
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3.5.12 (+)-(4S,5S,6S,8S,1R, 2R, 11R,12R)-5-Bromo-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%°.0*"*]
dodecan-11-o0l (31)

Pelo espectro de RMN de 'H, pode-se comprovar a conversido do composto 30 para
31, principalmente devido a auséncia de sinal de olefina em 8 6,21 e & 6,30 e aparecimento
de deslocamentos quimicos na regido de & 4,0 a 4,5, referentes a sinais de hidrogénios
ligados em dtomos mais eletronegativos. Os hidrogénios da ponte foram identificados em o
1,58 e 2,11, para H11b e Hlla, respectivamente, por apresentarem mesmos padrdes de
acoplamentos, quando comparados aos outros compostos cage-like. Os sinais mais
complexos nas regides de 8 2,0-3,0 sdo provavelmente referentes aos HI H2, H7 ¢ H8 e de
8 1,5-2,0 para H4 e H5. O espectro de RMN de 3C mostra 11 sinais diferentes, ndo
apresentando mais carbonos olefinicos. O experimento de DEPT 135, apresenta 3 sinais de
CH; e o deslocamento em & 35,5 atribui-se ao carbono da ponte e os sinais em 6 26,2 € &
21,7 referem-se aos C4 e CS5, respectivamente. As correlacdes dos carbonos ligados
diretamente aos respectivos hidrogénios foram confirmadas através do experimento de
gHSQC (Tabela 27). No espectro gCOSY foi possivel caracterizar os H1, H2, H4a, H4b,
H7 e H8 e ainda observar os acoplamentos em W entre H10 e H11b. No espectro gNOESY

foi observado a proximidade entre o H10 e H4 e entre H10 e HS.
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Espectro 50: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl5) do composto 31.
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Espectro 51: Espectro de RMN de '°C (75 MHz, CDCls3) do composto 31. Espectro acima:
Totalmente desacoplado. Espectro abaixo: DEPT 1350, T (CH, CHy); d (CH,).
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Espectro 52: Mapa de correlacdes heteronuclear 'H-'>C diretamente ligados, obtido a

partir do experimento gHSQC do composto 31.
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Espectro 53: Ampliacdo do mapa de correlagdes do experimento gHSQC do composto 31.
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Date 06 Jun 2011 08:40:22
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Espectro 54: Mapa de correlacdes heteronuclear 'H-'>C a longa distancia, obtido pelo

experimento gHMBC do composto 31.
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Espectro 56: Mapa de correlacdes homonuclear 'H-"H obtido a partir do experimento

gCOSY do composto 31 e ampliacdo.
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Espectro 57. Mapa de correlagdes espaciais 'H-'H obtido a partir do experimento
gNOESY do composto 31.
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Espectro 58. Ampliacdo mapa de correlagdes do experimento gNOESY do composto 31.
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Tabela 18: Atribuicio dos deslocamentos quimicos (J [ppm]) aos hidrogénios (‘H) e carbonos (>C), multiplicidade, constantes de
acoplamento J('H, 'H), 'H -"C do gHMBC e correlagoes 'H-'H do gCOSY e gNOESY do composto 31 em CDCL.

gHSQC gHMBC gCOSY
13 1 2 3 B 3 y gNOESY
DEPT 6(°C)  O0(H) [mulfiplicidade, J (Hz), integral relatival) J J J J J
1 CH 34,9 2,24 (m, 1H) H3, H7 H10, H11a/b H2, H3
2 CH 43,5 2,11 (m, 1H) H1, H3 H1/H7 H1, H3,H7
3 CH 70,9 3,07 (m, 1H) H2, H4a, H4b H5a/b H2/H4a/H4b H4a, H4b
4a 1,74 — 1,80 (m, 1H) H4b H3, H5a, H5b H3, H4b, H5a/b
CH, 25,7 H5a/H5b H6
4b 1,45 (m, 1H) H4a H3, H5a, H5b H3,H4a,H5a/b,H10
S5a 1,70 - 1,81(m, 1H) H5b H4a, H4b, H6 H4a/b, H5b, H6
CH, 27,4 H4a/ H4b
5b 1,70 - 1,81 (m, 1H) H5a H4a, H4b, H6 H4a/b, H5a, H6
6 CH 76,0 4,17 (m, 1H) H5a, H5b H4 H7/H5a/H5b H5a, H5b, H7
7 CH 40,9 2,30-2,36 (m, 1H) H6 H9, H5a/b H2/H6/H8 H2, H6
8 CH 49,5 2,86 (m, 1H) H7 H7/H9/H11a/b H7,Hl11a, H11b
9 CH 79,7 4,50 (d, J=5,19, 1H) H10 H7 H10a/H10b HS8, H10, Hl1a
10 CH 36,8 4,01 (d, J=2,1, 1H) H9, Hlla H9 H1 H11b H4b
11a i o 2,11 (d, J=11,0, 1H) Hl11b H11b H8 H8, H9
11b ? ' 1,58 (d, J=11,0, 1H) Hlla H9 Hlla H1/H8 H10 H2, H7, HS
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram obtidos 12 compostos a partir da reacdo cldssica de Diels-
Alder entre ciclopentadieno e benzoquinona, planejada para obtengdao de novos compostos
heterociclicos do tipo gaiola potencialmente bioativos. Dos compostos sintetizados, as
substancias 14, 15, 20, 21, 23-28 foram testadas para atividade citotéxica e ensaio de
inibicdo enzimdtica sobre a enzima tirosinase.

Os compostos testados sobre as linhagens MDA-MB435, SF-295 e HL-60 nao
demonstraram potencialidade citotéxica com valores de inibicdo 290%. A avaliacido de
atividade anti-tirosinase mostrou que o derivado heterociclo cage-like 23 tem alta atividade
inibitdria (< 25 pg) ) e todos outros compostos testados apresentaram halos de inibi¢do nas
concentracdes testadas (600pug < X <50ug). As halo-oximas 25, 26 e 27 apresentaram
halos de escurecimento na parte interior dos halos de inibicdo podendo ser indicativo de
ativacdo enzimadtica, sendo necessdrio estudos mais especificos relacionados a esta
atividade enzimadtica.

A enediona 11 foi submetida a biotransformacdo com fragmentos de meio de
cultura com o fungo M. ramosissimus € foram obtidos os diastereoisomeros 12 e 29. Esta
mistura de diastereoisdmeros foi opticamente ativa. As configuragdes absolutas dos
compostos 12 e 29 foram determinadas, bem como o excesso enaniomérico do dlcool
majoritario 12 (e e= 99,9%).

A partir da dienediona 9, endo—triciclo[6.2.1.02’7]undeca—4,9—dien—3,6—diona, foram

obtidos ceto-éteres e oximas cage-like de maneira facil e com excelentes rendimentos.
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Parte experumental

5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiais, equipamentos e métodos

Os solventes utilizados foram da marca Merck, Acros, Vetec, Dindmica, Simth e
tratados conforme descrito na literatura [PERRIN & AMAREGO, 1988].

Para cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram utilizadas
cromatofolhas de aluminio — Silica Gel 60 F,s4 da Merck e Macherey-Nagel.

As revelagdes cromatograficas foram feitas com os reveladores: Vapor de iodo
e/ou solugdo de vanilina/ 4cido sulftirico/ metanol.

Para o fracionamento em coluna foi utilizada, como fase estaciondria, silica gel 60
(230-400 mesh ASTM) da Merck e silica gel 60 (70-230 mesh ASTM) da Acros.

Os solventes foram evaporados a pressdo reduzida em rotaevaporador Fisaton
802D.

Os espectros de RMN foram realizados no aparelho Bruker Avance DPX-300
sendo empregadas as frequéncias de 300 MHz para 'H e de 75 MHz para ">C. A referéncia
interna foi ajustada a partir do sinal de TMS e dos sinais relativos ao hidrogénio residual do
solvente (CDCl; e CD;0D)

Os espectros de absor¢do de infravermelho foram registrados em espectrometro
Bomem-Michelson série MB-100, com transformada de Fourrier, em filme de CHCI; para
liquidos ou em pastilhas de KBr para so6lidos.

As rotagdes Opticas, [(x]DZO, foram observadas no polarimetro Perkin Elmer,
modelo 341.

Cultivo, inoculacdo e coleta das amostras biotransformadas foram feitas em
camara de fluxo laminar da Labconco, previamente esterilizada com dalcool 70% e
incidéncia de luz UV. Para esterilizacdo dos materiais e meios de cultura foi utilizado a
autoclave da marca Phoenix modelo AV 50.

As biotransformagdes foram realizadas em incubadora refrigerada com agitagao,
marca Marconi, modelo MA 830/A.

Os produtos diastereoisoméricos da biotransformacdo a partir da dicetona 11

foram analisados através de um cromatégrafo a gds acoplado a espectrometro de massa

Shimadzu (QP2010) e coluna capilar de silica (30m x 0,25mm x 0,25um) Rtx®-5MS
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RESTEK. A temperatura de operacdo da coluna foi programada, com temperatura inicial
de 100 °C por 3 min e elevado até 250 °C e mantido a temperatura por 20 min. As
temperaturas do injetor, da interface e da fonte de fons foram de 250°C. A velocidade

linear do gés de arraste (He) foi mantida constante a 39,0 cm/s.
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5.2. Sintese

5.2.1. Preparacio do triciclo[6.2.1.02’7]undeca-2,4,6,9-tetraen0-3,6-diol (18)

O
4 excesso NaBH,

MeOH: H,0

11

Procedimento: Uma solucdo do composto 11 (0,21 g, 1,18 mmol) em 5 mL de metanol:
agua (5:1) foi resfriada em banho de gelo. Nesta mistura foi adicionado NaBH, (0,05 g, 1,3
mmol). Apds a adi¢do do agente redutor, foi retirado o banho de gelo e a mistura foi
agitada por 2,5 horas. Acido acético glacial (0,5 mL) foi adicionado, seguido de dgua
gelada (2,5 mL). O produto foi extraido com CH,Cl, (3 X 10 mL). Apds a secagem da fase
organica com MgSQO, anidro, o solvente foi removido com vacuo. Rendimento: 98 %.
Sélido branco a temperatura ambiente. Composto 18: RMN-'H (300MHz, CDCl3): 6 1,33
d,1H, J; =79 Hz); 1,41 (d, 1H, J; =79 Hz, J, = J; = 1,77 Hz); 1,65 — 1,72 (m, 4H); 2,38
(m, 2H); 2,65 (s, 2H); 2,90 (2H); 4,11 (2H); 6,20 (2H). RMN-"C (75MHz, CDCL): 27,0
(CH»); 45,1 (CH); 45,8 (CH); 52,4 (CHy); 67,0 (CH); 134,6 (CH).

5.2.2 Preparacao do rel-decaidro-2,4-metanoindeno[7,1-bc]furan-5-ol (19) a partir do
triciclo[6.2.1.0>"Jundeca-2,4,6,9-tetraeno-3,6-diol (18)

OH
’ p-TsOH OH
—_—

CH20|2; t.a.

19

Procedimento: O composto 18 (0,12 mg, 0,67 mmol) foi dissolvido em 4 mL de CH,Cl,.
Em seguida acrescentou-se dcido p-toluenossulfonico (0,15 mg, 0,81 mmol) e a mistura foi
agitada por 4 horas em temperatura ambiente. A extracao foi feita com acréscimo de 5 mL

CH,Cl, e lavada com H,O destilada (3 X 10 mL ).A fase organica foi secada com MgSO;,
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anidro e o solvente removido sob pressio reduzida. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, usando-se hexano: acetato de etila (1:1) como
eluente. Rendimento: 99%. RMN-H (300MHz, CDCls): 6 2,17 — 2,30 (1H); 1,20 — 2,35
(2H); 1,26 (1H); 1,39 (1H); 1,38 — 1,45 (1H); 1,54 (1H); 1,54 — 1,66 (1H); 1,73 (1H); 1,74
- 1,82 (1H); 1,87 — 1,97 (1H); 2,20 — 2,35 (1H); 3,96 (1H); 4,11 (1H); 4,36 (1H); RMN-
BC (75MHz, CDCls): 27,4 (CHy); 25, 7 (CHy); 34,9 (CH); 36,8 (CH,); 37,8 (CH,); 40,9
(CH); 43,5 (CH); 49,5 (CH); 70,9 (CH); 76,0 (CH); 79,7 (CH).

5.2.3 Preparacao do rel-decaidro-2,4-metanoindeno[7,1-bc]furan-5-ol (19) a partir do

rel-(8S,12S,1R 2R 4R,6R)-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%°.0*'?]dodecan-11-ona (14)

O NaBH; OH

o MeOH:H,0

14 19

Procedimento: Uma solu¢do do composto 14 (0,53 g, 0,6 mmol) em MeOH (1,6 mL) foi
resfriada em banho de gelo. Em seguida foi adicionado NaBH, (0,034 g, 0,89 mmol).
Depois de acrescidos os reagentes a solucao foi retirada do banho de gelo e agitada por 1
hora a temperatura ambiente. A reac@o foi interrompida com uma gota de 4cido acético e
adicionado mais 2 mL de CH,Cl, e lavada com H,O destilada (3 X 2 mL). A fase organica
foi secada com MgSO; anidro e o solvente removido sob pressdo reduzida. O produto foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel, usando-se hexano: acetato de etila
(2:1) como eluente. Rendimento: 90%. Sdélido branco a temperatura ambiente. RMN-'H
(300MHz, CDCl3): 6 2,17 — 2,30 (1H); 1,20 — 2,35 (2H); 1,26 (1H); 1,39 (1H); 1,38 — 1,45
(1H); 1,54 (1H); 1,54 — 1,66 (1H); 1,73 (1H); 1,74 - 1,82 (1H); 1,87 — 1,97 (1H); 2,20 -
2,35 (1H); 3,96 (1H); 4,11 (1H); 4,36 (1H); RMN-"C (75MHz, CDCls): 27,4 (CH>); 25, 7
(CH»); 34,9 (CH); 36,8 (CH,); 37,8 (CH»); 40,9 (CH); 43,5 (CH); 49,5 (CH); 70,9 (CH);
76,0 (CH); 79,7 (CH).
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5.2.4 rel-(85,12S,1R 2R AR ,6R)-7-oxatetraciclo[6.4.0.0>°.0*'*]dodecan-11-ona (14)

o p-TsOH o)

. o
HO" DCM, 25°C

12 14

Procedimento: O composto 12 (0,12 mg, 0,67 mmol) foi dissolvido em 4 mL de CH,Cl,.
Em seguida acrescentou-se dcido p-toluenossulfonico (0,15 mg, 0,81 mmol) e a mistura foi
agitada por 4 horas em temperatura ambiente. A extracao foi feita com acréscimo de 5 mL
CH,Cl, e lavada com H,O destilada (3 X 10 mL ).A fase organica foi secada com MgSO;,
anidro e o solvente removido sob pressio reduzida. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, usando-se hexano: acetato de etila (1:1) como
eluente. Rendimento: 97%. RMN-'H (300MHz, CDCl3): 6 1.30 (d, J = 10.3, 1H); 1,36 (d,
J =74, 1H); 1,44 (dt, J=7,4; 2,7, 1H) 1,52 (d, J = 10.3,1H); 1,83 (dt, J = 5,5; 13.8; 14,9
Hz, 1H); 2,10 - 2,21 (m, 1H); 2,23 (d, J = 5,5 Hz, 1H); 2.39 (d, J = 5,8, 1H); 2,42 - 2,47
(m, 1H); 2,47 - 2,51 (m, 1H); 2,56 (dd, J = 3,6; 10,3, 1H); 2,89 (t, J = 4,0; 6,3 Hz, 1H);
4,31 (m, 1H); 4,49 (t, J = 6,3; 7,4 Hz, 1H). RMN-"C (75MHz, CDCls): § 26.5 (CH2), 35.1
(CH2), 37.2 (CH2), 37.4 (CH2), 39.3 (CH), 43.5 (CH), 49.1 (CH), 51.2 (CH), 74.4 (CH),
79.7 (CH), 214.0 (C=0). Comparados com o descrito na literatura [ITO, 2007].

5.2.5 rel-(4S,55,6S,8S,1R 2R, 12R)-5-Iodo-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%°.0*'*|decan-11-ona
5)

Br.
NBS Y
DCM, 25°C

o)
12 15

Procedimento: O composto 12 ( 0,9 mg, 5 mmol) foi dissolvido incialmente em 30 mL de
CH,Cl, e em seguida foi adicionado N-bromossucinimida (NBS) (1,08 g, 6 mmol). A
mistura resultante foi agitada por 1 hora em temperatura ambiente. Por CCD observou-se
que o material de partida foi consumido, elaborou-se a reacdo com acréscimo de CH,Cl, e
lavagem com H,O destilada (3 X 20 mL). A fase organica foi secada com MgSQ, anidro,
o solvente foi removido com vacuo. O produto foi purificado por cromatografia em coluna

de silica gel, usando hexano: acetato de etila (1:1) como eluente. Rendimento 98 %. RMN-
Sintese, Blotransformagdo e avaliagdo blolégica de novoy heterocicloy cage-like derivadoy
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'H (300MHz, CDCls): & 1,66 (d, J = 11,2, 1H), 1,85 — 1,96 (m, 1H), 2,17 (dd, J = 11,2;
2,2, 1H), 2,18-2,31 (m, 1H), 2,34 — 2,41 (m, 1H), 2,54 — 2,60 (m, 1H), 2,69 — 2,77 (m, 1H),
3,00 (m, 1H), 3,72 (d, J = 2,3, 1H), 4,28 (ddd, J = 1,8; 4,0; 4,2, 1H), 4,59 (d, J = 5,1, 1H).
RMN-"C (75MHz, CDCls): § 25,8 (CH,), 34,8 (CH,), 35,0 (CH,), 42,2 (CH), 46,8 (CH),
48,5 (CH), 49,8 (CH), 55,0 (CH), 75,2 (CH), 88,4 (CH), 211,7 (C). L.V. (cm™): 2982,
2951, 2924, 2883, 1697, 1184. Comparados com o descrito na literatura [ITO, 2007].

5.2.6 rel-(4S,55,6S,8S,1R 2R, 12R)-5-Iodo-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%°.0*'*|decan-11-ona
(20)

NIS O
DCM, 25°C

20

Procedimento: O composto 12 (31,5 mg, 0,18 mmol) foi dissolvido inicialmente em 1,5
mL de CH,Cl, e em seguida foi adicionado N-iodossucinimida (NIS) (47 mg, 0,21 mmol).
A mistura resultante foi agitada por 1 hora em temperatura ambiente. Por CCD observou-se
que o material de partida foi consumido, elaborando-se a reagdo com um acréscimo de
CH,Cl, e lavagem com H,O destilada (3 X 5 mL). A fase organica foi secada com MgSO;,
anidro e filtrada e o solvente removido a vacuo. O produto foi purificado por cromatografia
em coluna flash, usando hexano e acetato de etila em gradiente de eluicdo até a propor¢dao
de 1:1 de hexano e acetato. Oleo amarelo a temperatura ambiente. Rendimento: 97%.
RMN-'H (300MHz, CDCl3): & 1,75 (d, J = 11,4, 1H), 1,84 — 1,95 (m, 1H), 2,19 (dd, J =
11,4; 1,5, 1H), 2,18-2,29 (m, 1H), 2,32 — 2,49 (m, 2H), 2,55 - 2,61 (m, 1H), 2,69 — 2,72
(m, 2H), 2,95 (m, 1H), 3,77 (d, J = 3,0, 1H), 4,24 (m, 1H), 4,80 (d, J = 5,1, 1H). RMN-"C
(75MHz, CDCls): § 25,8 (CH»), 33,0 (CH), 35,1 (CHy), 37,1 (CHy), 42,5 (CH), 48,1 (CH),
49,5 (CH), 50,3 (CH), 74,8 (CH), 89,5 (CH), 212,0 (C). LV. (cm™): 2982, 2951, 2924,
2883, 1697, 1184.
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5.2.7 rel-(4S,55,6S,8S,1R 2R, 12R)-5-Cloro-7-oxatetraciclo[6.4.0.0>°.0**|dodecan-11-
ona (21)

o]
NCS 0o ; 0
DCM, 25°C +
0
12 21 11

Procedimento: O composto 12 (0,18 g, 1,04 mmol) foi dissolvido inicialmente em 1,1 mL
de CH,Cl, e em seguida foi adicionado N-clorossucinimida (NCS) (0,03 g, 1,3 mmol). A
mistura resultante foi agitada por 1 hora em temperatura ambiente. Por CCD observou-se
que o material de partida foi consumido, elaborando-se a reagdo com um acréscimo de
CH,Cl, e lavagem com H,O destilada (3 X 10 mL). A fase organica foi secada com
MgSO, anidro e filtrada e o solvente removido a vacuo. Rendimento: 60 %. Composto
rac-21: RMN-'H (300MHz, CDCl3): & 1,59 (d, 1H);1,85 — 1,96 (1H); 2,10 (d, 1H); 2,17 —
2,26 (m, 1H); 2,33- 2,40 (m, 2H); 2,52 — 2,59 (1H);(2,65 — 2,72 (m, 2H); 3,01 (1H); 3,65
(1H); 4,30 (1H); 4,38 (1H). RMN-"C (75MHz, CDCI3): 25,8 (CH2); 33,6 (CH2); 34,9
(CH2); 42,2 (CH); 46,6 (CH); 48,1 (CH); 49,3 (CH); 63,6 (CH); 75,5 (CH); 88,2 (CH);
211,8 (C). Composto 11: RMN-"H (300MHz, CDCI3): (1,32 (d, 1H, J = 8,8 Hz); 1,44 (dt,
1H, J1 =8,7 Hz,J2 =J3 = 1,9 Hz); 2,27 (m, 2H); 2,59 (m, 2H); 3,18 (s, 2H); 3,40 (m, 2H);
6,12 (t, 2H, J = 1,7 Hz). RMN-"C (75MHz, CDCI3): 37,8 (CH2); 47,3 (CH); 48,6 (CH2);
51,8 (CH); 136,5 (CH); 209,6 (C=0). Este ultimo descrito na literatura [ITO, 2007].

5.2.8 rel-(45,5S,6S,8S,1R 2R, 12R)-5-Hidroéxi-7-oxatetraciclo[6.4.0.0%%.0*'?]dodecan-11
- ona (23)

HQ
m-CPBA 0

DCM, 25°C

23

Procedimento: O composto 12 (18,7 mg, 0,11 mmol) foi dissolvido inicialmente em 1,5
mL de CH,Cl, e em seguida foi adicionado acido m-cloroperbenzéico (MCPBA) (17 mg,
0,10 mmol). A mistura resultante foi agitada por 2 horas em temperatura ambiente. Por
CCD observou-se que o material de partida foi consumido, elaborando-se a reagdo com um

acréscimo de CH,Cl, e lavagem com H,O destilada (3 X 5 mL). A fase orgénica foi secada
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com MgSO, anidro e filtrada e o solvente removido a viacuo. O residuo resultante foi
colunado através de uma coluna contendo silica do tipo “flash”, usando-se hexano:acetato
1:1, como eluente. Rendimento: 97%. Oleo amarelo a temperatura ambiente. Rendimento:
97%. RMN-'H (300MHz, CDCls): 81,81-1,92 (1H); 1,97 (1H); 1,88-2,20 (1H); 2,17-2,25
(2H); 2,20 (1H); 2,48-2,53 (1H); 2,96-2,98 (2H); 3,07 (1H);3,61 (1H);4,32 (1H); 4,09
(1H). RMN-"C (75MHz, CDCl5):.26,0 (CH,); 32,2 (CH,); 34,9 (CH,); 42,3 (CH); 45,9
(CH); 47,3 (CH); 48,1 (CH); 75,7 (CH); 77,1 (CH); 87,3 (CH); 213,4 (C).

5.2.9 Preparacao das oximas

X X HO
O p N
NH>OH.HCI
(0]
MeOH:H,0, 25°C

14, X=H E/Z-24, X=H
15, X= Br E/Z-25, X=|
20, X=1 E/Z-26, X= Br
21, X=ClI E/Z-27, X= ClI
23, X= OH E/Z-28, X= OH

Procedimento Geral: A cetona (0,107 g; 0,3 mmol) foi dissolvida em 3 mL de metanol:
agua (4:1). Acetato de sédio (0,06 g; 0,7 mmol) e cloridrato de hidroxilamina (0,049 mg;
0,7 mmol) foram adicionados a reagdo e manteve-se a mistura sob agitacao a temperatura
ambiente por 1-1,5 hora. Ao final da reagdo foi adicionada 4gua ao meio e o produto foi
extraido com acetato de etila. A fase orgénica foi secada com sulfato de magnésio anidro e
o solvente eliminado em evaporador rotativo. A purificacdo foi feita por cromatografia em
coluna de silica gel utilizando hexano: acetato de etila (2:1) com exce¢do para a oxima 28
iniciando numa proporcao de (2:1) hexano: acetato de etila e aumentando o gradiente até a

proporcdo de (1: 3) de hexano: acetato de etila.
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5.2.9.1 Oxima E-24 e/ou Z-24

OH OH
O NH>OH.HCI y N N N
+
0 MeOH:H,0, 25°C o S
14

Ez24 E/z-24

Procedimento: Rendimento: 90 %. RMN-'H (300 MHz; CDCl5): 6 1,34 (1H); 1,43 (1H);
1,53 (1H); 1,45-1,57 (1H); 1,60 (1H); 2,02-2,10 (1H); 2,19-2,22 (1H); 2,25 — 2,28 (1H);
2,28 (1H); 2,52 (1H); 2,90 (1H); 3,32 (1H); 4,24 (1H); 4,41 (1H); 9,26 (1H). RMN-*C (75
MHz; CDCl3): 6 24,2 (CHy); 26,7 (CH,); 36,8 (CHy); 36,9 (CH); 37,2 (CH); 37,5 (CHy);
40,9 (CH); 48,6 (CH); 75,5 (CH); 79,7 (CH); 160,3 (C).

5.2.9.2. Oxima E-26 e/ou Z-26

Br Br QH (?H Br
@] NH>OH.HCI P N N .
+
0 MeOH:H,0, 25°C 0 o
15 E/Z-26 E/Z-26

Procedimento: Rendimento: 97 %. RMN-"H (300 MHz; CDCls): § 1,34 (1H); 1,43 (1H);
1,53 (1H); 1,45-1,57 (1H); 1,60 (1H); 2,02-2,10 (1H); 2,19-2,22 (1H); 2,25- 2,27(1H);
2,28 (1H); 2,52 (1H); 2,90 (1H); 3,32 (1H); 4,24 (1H); 4,41 (1H). RMN-"C (75 MHz;
CDCls): & 24,3 (CHy); 26,4 (CH,); 35,4 (CHy); 35,9 (CH); 39,9 (CH); 45,7 (CH); 48,4
(CH); 55,8 (CH); 76,3 (CH); 88,8 (CH) 158.,8 (C). IV (cm™): 3211,19; 2883,32 —2950,82;
1635,49 — 1652,85.

5.2.9.3. Oxima E-25 e/ou Z-25

' | OH  oH |
o NH,OH.HCI N N
+
0 MeOH:H,0, 25°C 0 S
20

E/z-25 E/2-25
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Procedimento: Rendimento: 95 %. RMN-H (300 MHz; CDCl3): 6 1,46 — 1,64 (1H); 1,83
(1H); 2,04 — 2,11 (1H); 2,19 (1H); 2,32 (1H); 2,27 — 2,38 (2H); 2,54 (1H); 2,86 (1H); 3,83
(1H); 3,44 (1H); 4,22 (1H); 4,80 (1H); 9,18 (-OH). RMN-"*C (75 MHz; CDCl5): & 24,1
(CHy); 26,0 (CH,); 33,7 (CH); 35,9 (CH); 37,2 (CH»); 39,6 (CH); 46,6 (CH); 48,8 (CH);
76,0 (CH); 89,8 (CH); 158,5 (C).

5.2.9.4. Oxima E-27 e/ou Z-27

cl cl OH OH
0 NH,OH.HCI R Cl

o MeOH:H,0, 25°C
21 E/z27 E/2.97

Procedimento: Rendimento: 90 %. RMN-'H (300 MHz; CDCl;): & 1,48-1,57 (1H); 1,59
(1H); 1,97-2,05 (1H); 2,10 (1H); 2,24-2,38 (2H); 2,42 (1H); 2,74 (1H); 2,92 (1H); 3,40 (1H); 3,69
(1H); 4,25 (1H); 4,34 (1H); 9,03 (OH). RMN-"C (75 MHz; CDCl3): 23,9 (CH,); 26,1
(CH»); 33,8 (CH»); 35,2 (CH); 39,6 (CH); 45,3 (CH); 47,7 (CH); 64,1 (CH); 76,5 (CH);
88,6 (CH); 158,1 (C).

5.2.9.5. Oxima E-28 e/ou Z-28

HO HO OH OH OH
0 NHzOH.HCI N N

0O MeOH:H,0, 25°C e} o
23 E/Z-28 E/Z-28

Procedimento: A purificacdo foi feita por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano: acetato de etila iniciando numa propor¢do de (2:1) aumentando o gradiente até a
propor¢do de (1: 3) de hexano: acetato de etila. Rendimento: 90 %. RMN-'H (300 MHz;
CDCl; > CD30D | goa): 0 1,41 (1H); 1,83 (1H); 1,88-1,96 (1H); 2,12-2,25 (3H); 2,46 (1H);
2,54-2,59 (1H); 2,79 (1H); 3,20 (1H); 3,49 (1H); 3,93 (1H); 4,18 (1H). RMN-"C (75
MHz; CDCl; > CD;0D): 8 23,8 (CHy); 26,3 (CHy); 32,4 (CH,); 33,8 (CH); 39,7 (CH);
43,9 (CH); 46,8 (CH); 76,4 (CH); 76,7 (CH); 87,5 (CH); 158,7 (C).
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5.3. Biotransformacao

5.3.1. Material Biologico

O fungo saprébio Mucor ramosissimus (¥*URM 3087) foi fornecido pela Secao de
Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Instituto de Botanica de Sdo Paulo. O fungo foi
mantido no Anexo de Biotransformacdo do LP-4 e a manutencdo deste microrganismo foi
feita por subcultura sucessivas em meio s6lido BDA da Merck, em tubos inclinados e

placas de Petri.

5.3.2. Biotransformacao com Células Integrais de Microrganismos

5.3.2.1. Ensaio Padrao
Preparo do meio de cultura liquido: O fungo Mucor ramosissimus foi cultivado em
erlenmeyers de 250 mL previamente autoclavados em meio de cultura contendo D-glucose
(4,0 g), asparagina (0,2 g), fosfato de potdssio monobdsico (0,05 g), sulfato de magnésio
(0,025 g), tiamina (0,05 g) dissolvidos em 100 mL de 4gua destilada. O pH do meio foi
ajustado para 6,0 com uma solugdo aquosa de NaOH 0,1M [ITO, 2007].

Inoculacao do microrganismo ao meio liquido: A inoculacido do meio de cultura liquido
foi realizada pela retirada de um pequeno fragmento do meio de cultura sélido contendo o
fungo com a ajuda de uma al¢a do tipo agulha em forma de “L”, o qual foi adicionado ao
meio de cultura liquido. Este procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar
previamente esterilizada com alcool 70% e com incidéncia de luz ultravioleta por 15

minutos.

5.3.2.2. Reacdo de biotransformaciao

Biotransformacao do composto 11: Apds a inoculacdo com M. ramosissimus, 0 meio
liquido (150 mL) foi mantido em incubadora a 30°C com agitacdo a 150 rpm na auséncia
de luz. Apés um periodo de 48 horas o substrato organico 11 (150 mg) foi adicionado e
monitorado por 15 dias. Foram utilizados trés tipos de controles para as reacdes: apenas

meio de cultura, meio de cultura e substrato, meio de cultura e fungo. O meio foi filtrado
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em celite para retirada dos micélios e os produtos extraidos com acetato de etila (3 X 50
mL), sendo a fase orginica secada sobre MgSO, anidro e concentrado em evaporador
rotativo. O residuo da fase organica foi purificado por cromatografia de coluna em silica
gel, usando hexano/ acetato de etila (2:1) como eluente. Foram recuperados 10% de
material de partida e 75% da mistura dos élcoois 12 e 29 na propor¢do de 75:25
(determinada através do espectro de RMN de 'H). Os dados de RMN de 'H e de BC da

mistura estdo de acordo com os reportados na literatura [MARCHAND, 1995]. Os valores

D
da atividade 6ptica obtidos foram @ = -31,04, c. 0,057, MeOH.

Sintese 1: Reacdo com o produto diastereoisomérico da biotransformacdo

OH NBS
4 OH b H
./ Br - 7 @)
DCM, 259 o .
o o o) o

(-)-12 (-)-29 (-)-15 (-)-29

Procedimento: A mistura diastereoisomérica (0,044 g) foi solubilizada em 4 mL de
CH,Cl, e em seguida acrescentado NBS (0,04 g; 0,15 mmol). A formag¢dao do novo
produto, observado por CCD, mais apolar e amarelo e o material de partida ainda presente,
mas modificado para preto em vez marrom-amarelada, a mistura reacional foi elaborada
com acréscimo de CH,Cl, e H,O destilada (3 X 10 mL). A fase organica foi secada com
MgSO, anidro, o solvente foi removido com vidcuo. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, usando hexano: acetato de etila (1:1) como eluente.
Composto 29: RMN-'H (300 MHz; CDCls): 1,40 - 1,47 (m, 1H), 1.52 (dd, J = 11,1; 1,7
Hz, 1H); 1.61 - 1.68 (m, 2H); 1.97 (ddd, J = 14,4; 6,8; 3,4 Hz, 1H); 2.13 (d, J = 11,1 Hz,
1H); 2,31 (m, 1H); 2,41 (m, 1H); 2,63 (m, 1H); 2.92 (m, 1H), 4.13 (m, 1H); 4,25 (d, J =
17.9; 7,7 Hz, 1H); 4,55 (d, J = 5,1 Hz, 1H). RMN-"C (75 MHz; CDCl;): § 30,9 (CH,),
37,2 (CHy), 44,3 (CH), 45,3 (CH), 48,3 (CH), 49,3 (CH), 52,0 (CH), 71,7 (CH), 134,6
(CH), 138,1 (CH), 213,2 (C), comparado com o descrito na literatura [ITO, 2007].
Composto (-)-15: RMN-'H (300MHz, CDCl3): & 1,66 (d, J = 11,2, 1H), 1,85 — 1,96 (m,
1H), 2,17 (dd, J = 11,2; 2,2, 1H), 2,18-2,31 (m, 1H), 2,34 — 2,41 (m, 1H), 2,54 — 2,60 (m,
1H), 2,69 — 2,77 (m, 1H), 3,00 (m, 1H), 3,72 (d, J = 2,3, 1H), 4,28 (ddd, J = 1,8; 4,0; 4,2,
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1H), 4,59 (d, J = 5,1, 1H). RMN-"C (75MHz, CDCls): § 25,8 (CH,), 34,8 (CH,), 35,0
(CH,), 42,2 (CH), 46,8 (CH), 48,5 (CH), 49,8 (CH), 55,0 (CH), 75,2 (CH), 88,4 (CH),
211,7 (C), comparado com o descrito na literatura [ITO, 2007]. [a]p = - 101,7°, ¢. 0,002,
CHCI;

Sintese 2: (-)-(4S,55,6S,8S,1R,2R,11R,12R)-5-Bromo-7-oxatetraciclo[6.4.0.0>%.0*1%]
dodecan-11-0l

. bo

o NaBH,
O MeOH
(-)-15 16

Procedimento: Uma solu¢do do composto 15 (36,4 mg, 0,15 mmol) em MeOH (0,11 mL)
foi resfriada em banho de gelo. Em seguida foi adicionado NaBH, (6,4 mg, 0,17 mmol).
Ap0s acrescidos os reagentes a solugdo foi retirada do banho de gelo e agitada por 1 hora a
temperatura ambiente. A reagdo foi interrompida com 1 gota de 4cido acético e adicionado
mais 2 mL de CH,Cl, e lavada com H,O destilada (3 X 2 mL). A fase organica foi secada
com MgSO; anidro e o solvente removido sob pressdo reduzida. O produto foi purificado
por cromatografia em coluna de silica gel, usando-se hexano: acetato de etila (2:1) como
eluente. Rendimento: 80 %. RMN-"H (300 MHz; CDCl5): 1,40 - 1,47 (m, 1H), 1.52 (dd, J
=11,1; 1,7 Hz, 1H); 1.61 - 1.68 (m, 2H); 1.97 (ddd, J = 14,4; 6,8; 3,4 Hz, 1H); 2.13 (d, J =
11,1 Hz, 1H); 2,31 (m, 1H); 2,41 (m, 1H); 2,63 (m, 1H); 2.92 (m, 1H), 4.13 (m, 1H); 4,25
d, J = 17,9; 7,7 Hz, 1H); 4,55 (d, J = 5,1 Hz, 1H). RMN-"C (75 MHz; CDCl): 26,1
(CHy); 26,7 (CHy); 35,4 (CHy); 39,5 (CH); 42,9 (CH); 44,2 (CH); 49,1 (CH); 56,5 (CH);
69,7 (CH); 76,1 (CH); 88,7 (C-O). Comparados com os valores descritos na literatura
[ITO, 2007]. [a]p de -73,2°, c. 0,003, CHCl;
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Sintese 3: Reducao do rel-(1S,2S,6R,7R,8R)-6-hidroxitriciclo[6.2.1.0> Jundec-9-en-3-
ona (29) para (55,85)-1,4,4a,5,6,7,8,8a-octaidro-1,4-metanonaftaleno-5,8-diol (30)

OH
NaBH,

MeOH:H,O \

Procedimento: Uma solu¢do do composto 29 (15 mg, 0,08 mmols) em uma mistura de 0,3
mL de metanol e dgua (5:1/) foi resfriada a 0° C. A esta mistura fria foi adicionado NaBH4
(3,1 mg, 0,085 mmol). Apds a adi¢do do agente redutor a temperatura ambiente, a mistura
reagente foi agitada por 2,5 horas. Acido acético glacial (0,05 mL) foi adicionado, seguido
da adi¢do de dgua gelada (1 mL). O produto foi extraido com CH,Cl, (3 X 10,0 mL). Ap6s
a secagem da fase organica com MgSO, anidro, o solvente foi removido com vicuo.
RMN-'H (300MHz, CDCls): & 1,58 (d, J = 11,0 Hz, 1H); 1,60 (m, 2H); 1,88 (m, 2H); 2,11
(dd, J=11,0; 1,6 Hz; 1H); 2,16 (ddd, J = 11,0; 5,5; 4,8 Hz; 1H); 2,44 (dd, J = 16,5; 5,6 Hz;
1H); 2,92 (m, 2H); 3,06 (m, 1H); 3,54 (dd, J = 11,0; 5,5; 4,8 Hz; 1H); 4,07 (ddd, J = 10,9;
9,9; 6,5 Hz; 1H); 6,16 (dd, J = 5,6; 3,0 Hz; 1H); 6,30 (dd, J = 5,6; 3,0 Hz; 1H). RMN-"C
(75 MHz; CDCl3): 29,0 (CH); 29,2 (CHy); 44,7 (CH); 46,2 (CH); 48,5 (CH); 50,9 (CH);
68,7 (CH); 70,0 (CH); 135,9 (CH); 136,4 (CH).

Sintese 4: Reacao de bromacao com o (55,85)-1,4,4a,5,6,7,8,8a-octahidro-1,4-

metanonaftaleno-5,8-diol (30)

Br.
NBS OH

—_—

CHJCl» 0
31
Procedimento: O diol 30 (0,044 g) foi solubilizada em 4 mL de CH,Cl, e em seguida

30

acrescentado NBS (0,04 g; 0,15 mmol). Observando a formagdo do novo produto, mais
apolar e amarelo e a mancha do material de partida estiver preto, foi elaborado a reacdo
com acréscimo de CH,Cl, e lavagem com H,O destilada (3 X 10 mL). A fase orgénica foi
secada com MgSO; anidro, o solvente foi removido com vécuo. O produto foi purificado
por cromatografia em coluna de silica gel, usando hexano: acetato de etila (1:1) como

eluente. RMN-"H (300 MHz; CDCls): 1,45 (m, 1H), 1.58 (dd, J = 11,0; 1,6 Hz, 1H); 1.70 -
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1.81 (m, 2H); 1.74 — 1,80 (m, 1H); 2.10 (m, 1H); 2,11 (dd, J = 11,0; 1,6 Hz, 1H); 2,30-2,36
(ddd, J = 10,5; 5,7; 4,6 Hz, 1H); 2,40 (m, 1H); 2,86 (m, 1H); 3.07 (m, 1H), 4.01 (d, J =
2,1, 1H); 4,17 (m, 1H); 4,50 (d, J = 5,2 Hz, 1H). RMN-"C (75 MHz; CDCl3): 21,7 (CH,);
26, 2 (CHy); 35,5 (CH); 36,2 (CH); 44,8 (CH); 46, 3 (CH); 48,6 (CH); 55,8 (CH); 66,8
(CH); 76,5 (CH); 88,5 (CH).

Sintese 5: Oxidac¢ao do alcool secundario 31 para obten¢ao da bromo-cetona 15

Br Br.
OH PCC o

o CH.Cl,
31 15

Procedimento: PCC (3,7 mg, 0,017mmol) foi adicionado em uma solucdo de bromo-
alcool 31 (3 mg, 0,011 mmols) em 0,5 mL de CH,Cl,. Ap6s 30 minutos de agitacao, foi
monitorada por CCD e observando que o material de partida foi totalmente consumida, a
mistura foi filtrada e elaborada com 3 porcdes de dgua destilada. A fase organica foi secada
em MgSO4 anidro e o solvente foi removido. RMN-'H (300MHz, CDCl3): 61,66 (d, ] =
11,2, 1H), 1,85 - 1,96 (m, 1H), 2,17 (dd, J = 11,2; 2,2, 1H), 2,18-2,31 (m, 1H), 2,34 — 2,41
(m, 1H), 2,54 — 2,60 (m, 1H), 2,69 — 2,77 (m, 1H), 3,00 (m, 1H), 3,72 (d, J = 2,3, 1H), 4,28
(ddd, J = 1,8; 4,0; 4,2, 1H), 4,59 (d, J = 5,1, 1H). RMN-"C (75MHz, CDCl;): § 25,8
(CHy), 34,8 (CHp), 35,0 (CHy), 42,2 (CH), 46,8 (CH), 48,5 (CH), 49,8 (CH), 55,0 (CH),
75,2 (CH), 88,4 (CH), 211,7 (C). Comparados com os valores descritos na literatura [ITO,
2007].

Biotransformacio do composto 11 para monitoramento diario durante 30 dias para
experimento em CG-EM

O procedimento inicial foi idéntico ao descrito para a dicetona 11. Apds inoculacao
do fungo e do substrato, foi coletado aliquotas de 200 WL num periodo de 48 horas durante
30 dias. Para micro-extracdo, foi feito um micro-filtro com celite em uma pipeta Pasteur
para retirada de micélios e extraido com acetato de etila e a fase organica secada em

MgSO, e concentrou a fase organica. Para retirada do triacilglicerol proveniente do fungo,
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antes do preparo da amostra para cromatografia gasosa, as amostras foram filtradas em

cartucho Supelclean LC-18 da supelco em metanol.
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5.4 Ensaios de Citotoxicidade in vitro

As culturas de células e os ensaios de citotoxicidade foram realizados no
Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade Federal de Cear4, sob supervisao

da Profa. Dra. Cldudia do O Pessoa

5.4.1. Material biolégico

Células: As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (célula de cancer de mama
humana), SF-295 (glioblastoma — célula tumoral de SNC humano) e HL-60 (célula
leucémica promielocitica humana), foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer
(EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal
bovino € 1 % de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de
CO,.

Amostras: As 10 amostras sintetizadas (Tabela 4) foram diluidas em DMSO puro estéril.

As substancias foram testadas na concentragdo tnica de Sug/mL.

5.4.2. Avaliacao de citotoxidade in vitro

Método: Andlise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa
de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de
10.000 amostras a cada ano [SKEHAN et al., 1990]. E um método rapido, sensivel e
barato. Foi descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a
viabilidade e o estado metabSlico da célula. E uma andlise colorimétrica baseada na
conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT)
em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir
facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo [BERRIDGE et al., 1996].

As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,1 x 10° cél/mL para as linhagens
MDA/MB-435 ¢ SF-295 e 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-8. As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram

centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da
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solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia
foi lida ap6s dissolug¢do do precipitado com 150 ul. de DMSO puro em espectrofotdmetro
de placa a 595nm. Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da
média (DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa

GraphPad Prism.
5.5. Ensaios biologicos com a enzima tirosinase

Os ensaios com a enzima tirosinase foram realizados no Laboratério de Pesquisa 2
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul do Centro de Ciéncias Exatas e

Tecnologia, sob supervisdo da Prof.”. Dar. Neli Kika Honda.
5.5.1. Atividade enzimatica especifica

A atividade especifica da enzima foi inicialmente calculada a fim de se conhecer a
concentracdo Otima para realizacdo do teste. A avaliacdo da atividade especifica foi
realizada em solucdo. Adicionou-se 1,7 mL de tampao fosfato (1/15M, pH = 6,8), 0,1 mL
da solucdo de enzima tirosinase (75ug/ mL de tampao fosfato) e 0,2 mL de L-Dopa (0,3%,
m/v, em agua deionizada). O controle foi realizado pela medida da absorbancia da solugao
contendo todos os componentes com excecdo da enzima tirosinase. Apds a
homogeneizagdo das solugdes foram realizadas as leituras de absorbancia a 475 nm apods o
primeiro minuto de reacdo em intervalos de 30 segundos, por dez minutos. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata. A determinagdo da quantidade de produto formado,

dopacromo, foi calculada do seguinte modo:

C=(A/ exb)x 10°
Onde:
C = concentragdo de dopacromo formado (UM);
A = absorbancia a 475 nm;
€ = absortividade molar do dopacromo (3.700 M'emye

b = largura da cubeta (1,0 cm)
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A atividade especifica foi realizada como base na oxidacdo do substrato L-Dopa
pela enzima tirosinase formando dopacromo e foi determinada pelo aumento da
absorbancia a 475 nm. A atividade enzimdtica foi expressa em pmol (dopacromo)/ pug
(enzima tirosinase). Apds o célculo da concentracdo de dopacromo em cada tempo, foi
plotado um gréafico (gerado com o auxilio do programa Origin 6.0., figura 20) de
concentracdo de dopacromo contra o tempo. O coeficiente angular da reta (B = 18,16)
corresponde a variacdo da concentracdo de dopacromo (UM) formado por unidade de

tempo (minutos). Portanto a atividade enzimética especifica obtida foi de 9,0 x 10~ pmol/

min. pug.
100
Linear Regression for DATA1_B
Y=A+B*X 9 -
80
Parameter Value Error S ol
A 10,19 1,48 S o
B 18,16 0,47 £
§ 50 4
8 40 -
R SD N P
30 4
1 1,39 7 >(0,0001 . .
0,5 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5 3,‘0 3‘5 4‘0 4‘5 5‘0
Tempo (min)

Figura 22: Grafico gerado para atividade especifica da enzima utilizada para a realizacao

dos ensaios.

5.5.2. Avaliacdo enzimatica

A avaliacdo das substancias 14, 15, 20, 21, 23, 24, 25, 26, 27 ¢ 28 sobre a enzima
tirosinase (adquirida da sigma-aldrich) foi realizada pela técnica de bioautografia. As
substancias foram solubilizadas em acetato de etila, exceto a substincia 28 foi solubilizada
em acetato de etila e metanol (1:1, v/v). Foram realizadas dilui¢des para obter solugdes
com concentragdo de 300, 200, 100, 75, 50 e 25 ug por 20 microlitros e a aplicacdo foi
realizada utilizando uma micropipeta automaética.

O ensaio da atividade das substancias foi realizada com a pulverizacao de solucdo

da enzima tirosinase (75 pug/mL em tampdo fosfato 1/15M, pH = 6,8) sobre a placa
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contendo as substincias aplicadas. Apds 5 minutos foi pulverizada a solu¢do de L-Dopa
(0,3%, m/v em agua deionizada). O resultado foi registrado em intervalos de 5 minutos,

durante 30 minutos por meio de fotografia (até ndo houver mais alteragdes na superficie da
placa).
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