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Resumo

SINTESE DE ACIDOS ANACARDICOS E ANALOGOS, CANDIDATOS
A INIBIDORES DA ENZIMA GLICERALDEIDO-3-FOSFATO
DESIDROGENASE GLICOSSOMAL DE TRYPANOSOMA CRUZI

A doenga de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, € endémica
em 15 paises da América Latina, incluindo o Brasil, e estima-se que cerca de 16
milhdes de pessoas estdo infectadas por este protozodrio. A enzima
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase glicossomal (gGAPDH) € uma das nove
enzimas presentes na via glicolitica desse protozodrio, e experimentalmente foi
comprovado que a inibi¢do dessa via leva a eliminacdo dos tripanosomas da
corrente sanguinea.

Dentre diversos produtos naturais que apresentaram atividade
inibitéria contra esta enzima estdo os dcidos anacérdicos, isolados do 6leo da
castanha de caju. Vdrias propriedades bioldgicas e/ou farmacolégicas tém sido
descritas para esta classe de compostos.

O presente trabalho teve como objetivo sintetizar e avaliar a
atividade bioldgica de uma colec¢do de 4cidos anacdrdicos e andlogos. No total,
23 compostos foram preparados e avaliados com as enzimas gGAPDH de T.
cruzi e Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP) de Schistossoma mansoni. Em
ambos o0s casos, o composto mais ativo foi o dcido 6-n-decilsalicilico que
apresentou um ICsy de 55 e 30 puM, respectivamente. Analisando-se os
resultados obtidos, juntamente com estudos de modelagem molecular, observou-
se que o tamanho e subtituintes na cadeia lateral alquilica podem influenciar na
atividade inibitéria e que as hidroxilas livres das funcdes presentes no anel sdo

essenciais para a atividade.
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Abstract

SYNTHESIS OF ANACARDIC ACIDS AND ANALOGUES, POSSIBLE
INHIBITORS OF TRYPANOSOMA CRUZI GLYCERALDEHYDE-3-
PHOSPHATO-DEHYDROGENASE ENZYME

Chagas’ disease, caused by Trypanosoma cruzi, is endemic in 15
countries in Latin America, including Brazil, and it is estimated that about 16
million people are infected by this protozoan. The enzyme glyceraldehyde-3-
phosphato-dehydrogenase (gGAPDH) is one of the nine enzymes involved in
the 7. cruzi glycolysis and experimentally it was proved that inhibition of this
metabolic pathway causes the elimination of trypanosomes in the bloodstream.

Among several natural products that have presented interesting
inhibitory activity against this enzyme are the anacardic acids, isolated from
cashew-nut shells. Many biologic and/or pharmacologic properties have been
described for this class of compounds.

In this work a serie of anacardic acids and analogues were
synthetized and their biological activity evaluated . In total, 23 compounds were
prepared and evaluated against 7. cruzi gGAPDH and Schistossoma mansoni
purine nucleoside phosphorylase (PNP) enzymes. In both cases the most active
compound was 6-n-decylsalicylic acid with ICsy of 55 and 30 uM respectively.
Through the analysis of the experimental results together with the molecular
dock studies, it was possible to observe that the size and substituents of alkyl
side chain in these compounds can influence the inhibitory activity and the free

hydroxyl groups in the ring are essential for the activity.
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1 - Introducao

1.1 - Doenca de Chagas

Encontrada de forma endémica do Norte do México ao Sul da
Argentina (FIGURA 1.1) (SOCIEDAD ARAGONESA DE CARDIOLOGIA, 2007), a
doenca de Chagas afeta 16 a 18 milhdes de pessoas na América Latina,
deixando sobre risco de contrai-la cerca de 40 milhdes. O quadro clinico da
doenca pode assumir gravidade e levar a morte, como demonstrado pelas
estatisticas que indicam que aproximadamente 21.000 pessoas morrem por ano

em conseqiiéncia dessa enfermidade (URBINA & DocampoO, 2003).

Doenca de Chagas

B FPaises Endémicos

WHO/CTD, May 1996

FIGURA 1.1 - Distribui¢do geografica da doenga de Chagas

A doencga € causada pelo protozodrio flagelado Trypanosoma cruzi,
parasita da ordem Kinotoplastida, o qual € transmitido para o hospedeiro
humano através das fezes do inseto vetor hemat6fago, sendo o principal um

triatomineo, o Triatoma infestans, conhecido popularmente como ‘“barbeiro”.



Pode também se veicular de homem a homem através de transfusao de sangue,
por via placentdria, transplantes de 6rgdos, acidentes em laboratorio e por outras
vias excepcionais, como a oral.

Ap6s a infecgdo pelos tripanossomas, hd um periodo de incubagdo
(cerca de sete dias) com posterior invasao de varios tipos celulares como células
endoteliais, epiteliais e fibroblastos. Porém, o T. cruzi tem tropismo preferencial
por fagdcitos mononucleares, células musculares, células adiposas e neur6nios
(REY, 2002). Apds a invasdo, a patogénese da doenca de Chagas pode ser
classificada em fases aguda, latente e cronica, de acordo com o tempo da
infeccdo e caracteristicas soroldgicas. A fase aguda geralmente nao precisa de
tratamento e os sintomas sdo: febre, mal estar e edema, que desaparecem de 4 a
8 semanas. A fase latente ou indeterminada comeca de 8 a 10 semanas apds a
infeccdo, nesse estigio as pessoas ndo apresentam nenhuma manifestacdo da
doenga. A fase crOnica é a responsdvel pelos maiores danos aos pacientes e
pode se manifestar depois de 10 a 20 anos da contaminag¢do, sem nenhum
sintoma observado. Esta fase é causadora de importantes alteracdes cardiacas,
em cerca de 20-30% dos casos, e digestivas (danos principalmente no esdfago e
intestino grosso) em aproximadamente 10% dos pacientes (MENGEL & ROSSI,
1992. MONCAYO, 2003).

Nos dltimos anos muitos progressos tém sido feitos em relacdo a
profilaxia da doenga de Chagas, principalmente no combate ao vetor (DIAS et
al., 2002). No Brasil, a partir de 1975 foram realizadas diversas medidas para
controlar a transmissdo da doenca, que se intensificaram com a Iniciativa de
Controle nos paises do Cone Sul (Brasil, Argentina, Bolivia, Chile, Paraguai e
Uruguai) a partir de 1991, havendo combate ao vetor e ampla triagem nos
bancos de sangue. Apesar da redu¢do da transmissdo e de ser considerado livre
de Triatoma infestans, o Brasil ainda é considerado endémico para doenca de
Chagas, existindo cerca de 3 milhdes de chagisicos no pais. Além disso, ha

constante risco de estabelecer novos focos devido a presenga de outras espécies
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vetoras aptas a participar do ciclo de transmissdo domiciliar do 7. cruzi em
diversas regides do pais. Em paises como Paraguai e Bolivia, a transmissdo
vetorial continua intensa, principalmente através do 7. infestans (DIAS et al.,
2002).

Com a migragdo de boa parte das populagdes rurais para as
periferias dos grandes centros urbanos, principalmente a partir da década de 70,
observou-se um aumento significativo na ocorréncia da doenca nestes centros. A
partir deste novo cendrio, as transfusdes sanguineas com sangue infectado
passaram a ser uma importante forma de transmissdo da doenca, sendo
atualmente a principal forma de transmissao do parasita no Brasil. O controle da
transmissdo por transfusdo sanguinea requer triagem soroldgica de todas as
amostras nos bancos de sangue, o que introduz uma maior complexidade ao
controle desta forma de transmissdo, principalmente se levarmos em
consideragdo que apenas no Brasil sdo coletadas anualmente cerca de 2.800.000
doagdes sanguineas. Para a eliminacdo do parasita no sangue contaminado em
bancos de sangue, a Unica substincia utilizada como agente quimioprofiléatico é
a violeta de genciana (FIGURA 1.2), responsdvel pela eliminacdo das formas
infectantes (DIAS & SCHOFIELD, 1999). Porém, seu uso também é limitado pelos
efeitos colaterais e pela cor transferida a pele e urina dos pacientes

transfundidos.

%

\

ST
) g

FIGURA 1.2 - Violeta de genciana
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Para efeitos préticos, o tratamento desta doenga pressupde uma
terapéutica especifica (contra o parasita, visando elimind-lo) e uma sintomaética
(para atenuagdo dos sintomas, como pelo uso de cardiotOnicos e antiarritmicos
para o coragdo, ou através de cirurgias corretivas do esdfago e do cdlon). O
interesse para o tratamento sempre foi muito grande e hoje se mostra como
prioridade, especialmente depois que foram equacionados os principais
problemas de transmissdo da doenca, restando tratar milhdes de individuos ja
infectados.

Descoberta por Carlos Chagas em 1909, ja se passaram 100 anos e
ainda n3o ha um tratamento eficaz para a doenga de Chagas. O grande desafio
atual € a busca de farmacos mais eficazes, mais eficientes e com menos efeitos
colaterais. Dentro deste contexto, este trabalho visa contribuir na busca de
moléculas ativas contra o agente causador 7. cruzi.

De um lado a doenca representa um grande problema médico e
social da América Latina e, de outro, a sua descoberta, uma gléria para a

medicina brasileira.

1.2 - Ciclo de vida do 7. cruzi

O ciclo de vida do parasita € complexo, envolvendo vérios estidgios
distintos de desenvolvimento nos diversos hospedeiros. Durante seu ciclo de
vida, o T. cruzi se apresenta de trés formas distintas: tripomastigotas,
epimastigotas e amastigotas. Elas sdo caracterizadas quanto a posi¢ao do
cinetoplasto em relacdo ao nicleo, flagelo e morfologia. Os tripomastigotas,
com 25 um de comprimento, sdo caracterizados pelo cinetoplasto (mitocondria
modificada rica em DNA) localizado entre o ntcleo e a por¢ado posterior, flagelo
que atravessa toda a extensdo do corpo do parasita e se externaliza com um

pequeno segmento de membrana ondulante. Os amastigotas, com 4 pm de
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didmetro, sdo caracterizados pelo formato ovéide ou arredondados, cinetoplasto
visivel, corpo achatado com flagelo interno e auséncia de membrana ondulante.

Os epimastigotas, com 20 a 40 um de comprimento, tém forma de
fuso, cinetoplasto anterior ao nicleo, membrana ondulante curta e flagelo livre
bem desenvolvido. A forma tripomastigota € o estagio infectante, encontrado na
corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado e na porcao final do aparelho
digestivo do hospedeiro invertebrado. A forma amastigota € o estigio
intracelular do parasita no organismo do hospedeiro vertebrado, enquanto a
forma epimastigota é o estdgio ndo infectante, encontrada no hospedeiro
invertebrado (REY, 2002).

No hospedeiro mamifero o 7. cruzi multiplica-se intracelularmente
nas formas amastigotas, as quais se agrupam formando os chamados ninhos
parasitdrios no interior dos tecidos. Subseqiientemente, o parasita € liberado na
corrente sanguinea na forma tripomastigota. As formas tripomastigotas ndo se
dividem e podem infectar outras células do hospedeiro ou serem ingeridas pelo
inseto vetor. No limen intestinal do inseto, os tripomastigotas diferenciam-se
em epimastigotas, formas que se multiplicam nos invertebrados. Na porcao final
do intestino do inseto, o reto, os epimastigotas diferenciam-se novamente em
formas tripomastigotas, que sdo eliminadas nas fezes do inseto. Estas formas
infectantes podem alcangar a corrente sanguinea dos vertebrados através de
descontinuidades na pele e membranas mucosas, penetrando posteriormente nas

células para completar seu ciclo biolégico (FIGURA 1.3) (MY LESSON, 2007).
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FIGURA 1.3 - Ciclo de vida do T. cruzi

1.3 - A busca por um tratamento

Muitos medicamentos foram testados contra o 7. cruzi ao longo de
décadas, sem sucesso. Arsenicais, antimoniais, derivados do quinino, aminas,
sulfas e antibidticos, que se mostravam ativos em outras infeccdes e doencas
tropicais como a sifilis, malédria, doenca do sono, as leishmanioses, a
tuberculose, amebiase, etc., mostravam-se indcuos contra o tripanossoma de
Chagas. Este protozodrio, ao infectar o homem, se abriga na intimidade de
varias células e mostra capacidade de se defender contra uma série enorme de
compostos quimicos e de agentes bioldgicos, mediante estratégias e artificios

como neutralizacao, inativac@o, capeamento, variacao antigénica, etc.

Na realidade, somente nos anos 40 alguns compostos mostraram
alguma acdo contra o 7. cruzi em modelos experimentais e casos agudos
humanos. O principal deles foi a aminoquinolina "Bayer 7.602", com discreta
atividade parasiticida, seguindo-se um arseniacal, denominado spirotrypan,

muito usado nos anos 50 (FIGURA 1.4). Muito téxicos, farmacos como estes
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reduziam efetivamente o nimero de parasitas circulantes da doenca na fase
aguda, mas eram praticamente ineficazes na cronica, nunca logrando a extin¢ao
total do parasitismo, como seria necessdrio para a cura. A doenca de Chagas,
cada vez mais diagnosticada, ganhou o estigma de incurdvel (CONFERENCIA

NACIONAL DE SAUDE, 2007).

Os anos 60 trouxeram fatos animadores, como o trabalho de Brener
(ARAUJO et a.l, 2000) indicando a necessidade de que o tratamento fosse
prolongado (at¢é 60 dias) e o surgimento de farmacos mais ativos, 0s
nitrofuranos. Dentre estes, o mais efetivo foi o nifurtimox, que realmente levou
a cura véarios casos agudos e mesmo alguns cronicos, trazendo esperancas aos
doentes e a comunidade cientifica. Mais adiante surgiu outro fiarmaco, um
derivado imidazdlico denominado benzonidazol, um pouco mais efetivo

(FIGURA 1.4).

O nifurtimox (1,1-diéxido de tetraidro-3-metil-4[(5-nitrofurilideno)
amino]-2H-1,4-tiazina) € um nitrofurano produzido pelo Laboratério Bayer,
lancado em 1972 com o nome comercial de Lampit® e utilizado para o
tratamento da doenca de Chagas (ARAUJO et al., 2000). Considerado t6xico ao
homem, teve sua comercializacdo cancelada em diversos paises, inclusive no
Brasil. O benzonidazol é um farmaco nitroheterociclico (N-benzil-2-nitro-1-
imidazolacetamida) produzido pelo Laboratério Roche desde 1978,
comercializado sob o nome de Rochagan® e atualmente € o Unico firmaco
empregado no tratamento humano da doenga de Chagas no Brasil (FIGURA 1.4)

(LUQUETTI, 1997).
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FIGURA 1.4 - Estrutura quimica dos compostos usados contra a doenga de
Chagas nas décadas de 40-60.

Sempre indicado para ser feito por um médico, o tratamento com
benzonidazol exige cuidadosa atencdo para adequacdo da dose do farmaco e
para o manejo de reagdes colaterais que ocorrem em cerca de 30 a 40% dos
pacientes, em gravidade varidvel. Para o lampit as reagdes principais referem-se
a perda de apetite, emagrecimento, irritabilidade e alteracdes tempordrias de
comportamento. Para o rochagan, ocorrem principalmente reacdes na pele
(semelhantes a urticdria), alteracdes digestivas, neurite e diminui¢do de glébulos
brancos no sangue (VERONESI, 1991). Em alguns pacientes, tais reacdes

adversas s@o intensas e obrigam a suspender o medicamento.

Diversos grupos de pesquisa vém trabalhando na busca de novos
farmacos antichagdsicos e resultados promissores tém sido obtidos com
compostos testados diretamente contra o parasita.

Dentre os diversos derivados sintéticos de 1,4-diaril-1,4-diéis e 1,4-
diaril-1,4-dicetonas, simétricas e assimétricas, que foram avaliados in vitro
contra o parasita, o composto abaixo apresentou ICsy = 10 pM (FIGURA 1.5)

(BERNARDES et al., 2000).
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FIGURA 1.5 - Estrutura da 1,4-diaril-1,4-dicetona com atividade tripanocida

O triazol albaconazol (FIGURA 1.6) foi testado in vivo contra o
parasita 7. cruzi, usando cachorros como hospedeiros. Os resultados mostraram
que o albaconazol € bastante efetivo em suprimir a proliferacdo do parasita e

prevenir a morte dos animais infectados (GUEDES et al., 2004).

Cl

FIGURA 1.6 - Estrutura quimica do albaconazol

1.4 - Planejamento racional de farmacos antichagasicos baseado

em estruturas

O processo de descoberta e desenvolvimento de um novo farmaco
contra uma enfermidade especifica comeca pela busca de substancias que
apresentem significativa atividade inibitéria contra o agente patogénico
causador da enfermidade em questdo. Agentes infecciosos como virus,
bactérias, fungos e protozodrios possuem enzimas ou &cidos nucléicos
envolvidos em processos bioquimicos vitais para estes organismos. Essas

macromoléculas podem servir de alvo para o planejamento racional de possiveis
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farmacos que inibiriam a acdo das mesmas. Um bom alvo seria uma enzima
envolvida numa etapa essencial a sobrevivéncia do parasita, € a mesma deve
estar bem caracterizada e apresentar seletividade, como por exemplo, a nio
ocorréncia desta enzima em hospedeiros humanos.

A cristalografia por difracdo de raios-X tem sido amplamente
utilizada na elucidag¢do estrutural de macromoléculas-alvo e, com isto, tem
fornecido subsidios para se identificar possiveis sitios de inibi¢do nas mesmas.
Além disto, uma estrutura cristalografica de um complexo enzima-ligante pode
ser extremamente Uutil para o processo de planejamento de moléculas
biologicamente ativas.

Uma outra abordagem, completamente distinta do planejamento
racional de ligantes, consiste na realizacdo em grande escala de bioensaios de
inibicdo da macromolécula com compostos sintéticos, produtos naturais ou do
fracionamento bio-monitorado de extratos de organismos vivos. Do ponto de
vista histérico, os produtos naturais sempre desempenharam um papel muito
importante no processo de desenvolvimento de firmacos. A maior parte dos
farmacos comercializados € de origem natural ou produtos sintéticos inspirados
em produtos naturais. Tanto os métodos cldssicos de isolamento de produtos
naturais quanto a utilizacdo da tecnologia dos ensaios farmacoldgicos
automatizados (High Throughput Screening, HTS) na avaliacdo destas
substancias sempre serdo uma fonte promissora de novos compostos-prototipos

(CRAGG et al., 1997).

Apo6s a identificacdo de um composto de partida e analisada sua
atividade de inibi¢do do sitio-alvo, a cristalizacdo do complexo macromolécula-
ligante € extremamente importante, pois a elucidacdo estrutural deste complexo
pode fornecer muitas informagdes sobre o mecanismo de reconhecimento
molecular no mesmo. Essas informacdes sdao também muito Uteis nas etapas
seguintes deste processo que se torna ciclico (FIGURA 1.7), uma vez que a

compreensdo das interagcdes moleculares que ocorrem no complexo deve
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orientar as modificacdes estruturais que posteriormente serdo realizadas no
ligante. As modificacOes na estrutura do ligante visam melhorar diversas de
suas propriedades farmacoldgicas, tais como afinidade e seletividade pelo sitio-
alvo, toxicidade, além de conferir estabilidade, biodisponibilidade e
solubilidade adequadas a molécula. A dltima etapa, comum a qualquer
estratégia que se utilize para o desenvolvimento de um novo farmaco, envolve a
avaliacdo farmacoldgica da substancia proposta, através de testes de eficécia in
vitro, in vivo em cobaias, testes toxicoldgicos e clinicos - onde é avaliada a

eficdcia do farmaco proposto em humanos e seus possiveis efeitos colaterais.

1- CRISTALIZAGAO-ELUCIDAGAO 2- VARREDURA COMPUTACIONAL
DA PROTEINA-ALVO - DE COMPOSTOS
2a- VARREDURA BIOQUIMICA 3- SINTESE DOS
DE PRODUTOS NATURAISE/OU | — — | POTENCIAIS INIBIDORES
COMPOSTOS SINTETICOS

|

4- ENSAIOS BIOLOGICOS | ———

|

5- CRISTALIZACAO—EL’UCIDACAO
DO COMPLEXO PROTEINA-LIGANTE

|

NOVO FARMACO | .. | 6 OTMIZACAO DE INIBIDORES | |

FIGURA 1.7 - Representacao do ciclo do planejamento racional de farmacos
baseado em estruturas.

No caso da doenca de Chagas varios processos bioquimicos tém
sido apontados como alvos terapéuticos potenciais (RODRIGUEZ, 2001), entre
eles: a enzima tripanotiona redutase (GIRAULT et al., 1998), enzimas envolvidas
na importacdo e interconversiao de purinas (FAIRLAMB, 1999), metabolismo de
folato e pteridina (FAIRLAMB, 1999), biossintese de RNA mensageiro

(FAIRLAMB, 1999), biossintese de lipidios, transialidase (FAIRLAMB, 1999),
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diidrofolato redutase (ZUCCOTTO et al., 1999), cisteino proteases (SAJID et al.,
2002. ROUSH et al., 1999. MCGRATH et al., 1995), prolil-endopeptidase
(VENDEVILLE et al., 1999), enzimas do glicossomo, envolvidas no metabolismo
energético e bloqueio da diferenciacdo celular do parasita (URBINA et al., 1993).

Na busca de inibidores da cruzaina, cisteino protease essencial a
infeccdo de células hospedeiras e replicacdo, diversos compostos foram testados
contra esta enzima e alguns apresentaram valores de ICs, interessantes (FIGURA

1.8) (SILES et al., 2006).

S NH,
NH g NH
- b 2
N N W
I I :Br S
Br Br
IC50 =24 nM ICSO =17 nM

FIGURA 1.8 - Estrutura quimica dos compostos com atividade inibitéria contra a
cruzaina.

O timetrexato antifolato lipofilico (TMQ) (FIGURA 1.9), um
farmaco aprovado pelo FDA e utilizado no tratamento de infeccdo por
Pneumocystis carinii em pacientes com AIDS, é um potente inibidor da
atividade da diidrofolato redutase (DHFR) de T. cruzi, enzima responsavel pela
reducdo do folato, que na sua forma reduzida é um precursor de cofatores
essenciais a sintese de RNA, DNA e proteinas. O composto apresentou uma
constante de inibicdao de 6,6 nM e também € efetivo na eliminagdo dos parasitas

(SENKOVICH et al., 2005).
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FIGURA 1.9 - Estrutura quimica do timetrexato antifolato lipofilico (TMQ)

Os compostos E5700 e ER-119884 (FIGURA 1.10), inibidores da
esqualeno sintase (SQS), enzima que participa da biossintese do esterol,
apresentaram ICs, contra epimastigotas extracelulares e amastigotas
intracelulares de 10 nM e 0,4 a 1,6 nM respectivamente. Em estudos in vivo, o
composto E5700 foi capaz de promover completa protecao contra infec¢ao por
T. cruzi em um modelo de doenca de Chagas aguda fulminante. Este foi o

primeiro relato de um inibidor SQS oralmente ativo (URBINA et al., 2004).

\ OH

N\
i

HO

ER-119884, R = Hy;CO__~__O

FIGURA 1.10 - Estrutura quimica do E5700 e ER-119884

Nos parasitas da familia Trypanosomatidae a glicélise ocorre no

interior de uma organela especifica, o glicossomo (OPPERDOES & BORST, 1977).
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As formas infectantes de 7. cruzi (tripomastigostas) sdo altamente dependentes
da via glicolitica para a producdo de ATP, e experimentalmente foi observado
que a inibicdo da glicdlise resulta no desaparecimento dos tripanossomas da
corrente sanguinea do hospedeiro humano. Esta alta dependéncia da glicélise
como fonte de energia torna as enzimas glicoliticas alvos atrativos para o
desenho de farmacos tripanocidas (OPPERDOES e BORST, 1977. SouzA et al.,
1998. BAKKER et al., 1999).

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase glicossomal (gGAPDH) é
uma enzima glicolitica que catalisa a fosforilacdo oxidativa de gliceraldeido-3-
fosfato em 1,3-difosfoglicerato, na presenca de fosfato inorginico e NAD"
(nicotinamida adenina dinucleotideo) como co-enzima (FIGURA 1.11)
(CLARKSON & BROHN, 1976). Esta enzima foi descrita em 7. cruzi por Kendall
e colaboradores em 1988. Como esta enzima também estd presente em
humanos, € necessdria a busca de inibidores especificos, ou seja, inibidores que
apresentem afinidade somente pela enzima do patégeno. A elucidacao estrutural
da enzima gGAPDH revelou diferencas estruturais importantes com relacao a
homéloga humana, principalmente no sitio de ligacdo do cofator NAD" e no
sitio ativo da enzima (SOUZA et al., 1998), regides promissoras para o desenho
de novos inibidores especificos que nao apresentem afinidade pela enzima
humana. (PAVAO, 1997). Portanto, a enzima gGAPDH de 7. cruzi € um alvo
potencial no desenvolvimento de farmacos para a doengca de Chagas (FIGURA

1.12).
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Gliceraldeido N/

3-fosfato '(l: 0©
| —OH

FIGURA 1.11 - Mecanismo da rea¢do enzimatica da gGAPDH
(HORTON et al., 1996). 1) Grupo sulfidrila da cisteina ionizada ataca o CI1 do

G3P, resultando na formacdo do hemitioacetal; 2) fon hidreto do complexo
reduz o NAD™, formando o intermedidrio tioéster; 3) liberacio do NADH e

entrada de outra molécula de NAD+; 4) fosfato inorginico ataca o grupo
carbonila do intermediério tioéster, formando o produto 1,3-bisfosfoglicerato; 5)

dissociagdo do produto.

Na busca por possiveis inibidores da enzima gGAPDH de T. cruzi,
duas estratégias distintas foram utilizadas. Inicialmente foi realizada uma busca
computacional numa cole¢do virtual de cerca de 100.000 compostos, buscando-
se identificar aqueles que interagissem com maior afinidade com a enzima na
regido do sitio de ligagdo do cofator NAD", ocupando entdo o chamado “canal
de seletividade”. Com esta estratégia buscou-se explorar ao mdaximo as

diferencas estruturais das duas enzimas nessa regidao (PAVAO, 1997).
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FIGURA 1.12 - Representagao do tetrimero da enzima gGAPDH de
T. cruzi.

Paralelamente ao screening virtual de inibidores da gGAPDH,
diversos extratos de plantas e produtos naturais isolados foram avaliados quanto
a atividade inibitéria desta enzima. Dentre as vdrias substincias que
apresentaram alguma atividade, destacam-se as seguintes classes de produtos
naturais: cumarinas (VIEIRA et al., 2001. PAVAO et al., 2002. ALVIM-JR. et al.,
2005), flavonodides (TOMAZELA et al., 2000) e acidos anacardicos (SEVERINO et
al., 2002).

1.5 - Acidos Anacardicos

Os 4cidos anacardicos sdao extraidos do 6leo da castanha de caju e
sdo derivados do 4cido salicilico, contendo uma cadeia lateral alquilica com 15
atomos de carbonos, saturada (1) ou contendo uma (2) a trés insaturagdes
(FIGURA 1.13).

Castanha de pistache, Pistacia vera (YALPANI & TYMAN, 1983),
ameixa africana Spondias mombin (COATES et al., 1994) e algas marrons

(KAZLAUKAS et al., 1980) sao alguns outros exemplos de fontes de 4cidos
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anacardicos com cadeias laterais de 13 a 17 atomos de carbono saturadas ou

insaturadas.

Acido 6-n-pentadecilsalicilico (1)

CO,H
HO

Acido 6-[8(Z)-n-pentadecenil]salicilico (2)

FIGURA 1.13 - Exemplos de dcidos anacardicos

Virias propriedades bioldgicas e/ou farmacoldgicas t€m sido
descritas para esta classe de compostos, tais como: antissépticas, vermicidas,
antioxidantes, vesicantes e cauterizantes (TOYOMIZU et al., 2002a. TOYOMIZU et
al., 2002b. PRITHIVIRAJ et al., 1997. MUROI & KUBO, 1996). Estudos de relagao
estrutura-atividade demonstraram que tanto o comprimento como o nimero de
insaturagdes da cadeia lateral tem uma influéncia bastante grande na atividade
destes dcidos (KUBO et al., 1986). GREEN & TocoLl (2002) reportaram a
preparacdo de uma série de andlogos dos acidos anacardicos que apresentaram
atividades antibidticas e antivirais.

Além de apresentarem varias propriedades bioldgicas, devido a sua
estrutura particular, estes compostos também sao utilizados como precursores
na sintese de outros compostos bioativos, como na sintese de macrolactonas
ciclicas que apresentam atividade citotoxica. Estas foram preparadas a partir de

uma mistura de acidos anacardicos (ESQUEMA 1.1) (LOGRADO et al., 2005).
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OMe O
OR OMe ©
CO,R CO,R 0
b, qa_ R
CisHzin 7 TOH
W[ R=H.n=0123 o[ R=Me e[ R=H
R = Me R=H R=Br ¢
f
OMe O OMe O OMe O
se@esOie e
=
X O

Reagentes e condigdes: (a) Me,SO,, CH,Cl,, NaOH, Aliquat®, ta; (b) i. O3, CH,Cl,, MeOH, -70 °C;

ii. NaBH,; (c) KOH, HOCH,CH,0H, 165 °C; (d) iodeto de 2-cloro- I-metilpiridinio, CH,Cl,, CH;CN,

Et;N, refluxo, atmosfera de nitrogénio; (e) NBS, peréxido de benzoila, PhH, refluxo, atmosfera de nitrogénio;
(f) DBU, PhH, refluxo; (g) m-CPBA, CH,Cl,, ta; (h) H,, Pd/C, 4 atm, ta; (i) Jones, eter, ta.

ESQUEMA 1.1 - Sintese de macrolactonas ciclicas a partir de dcidos anacérdicos.

Outro exemplo € a sintese de derivados benzimidazdis,
benzotiazdis e benzoxazdis a partir de um dcido anacérdico totalmente saturado.
Neste caso, estes compostos apresentaram atividade inibitéria contra a enzima

ciclooxigenase (ESQUEMA 1.2) (PARAMASHIVAPPA et al., 2003).
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OR OR
CO,H COsR, CH,0H
A b
CisHzy CisHzp CisHzy
R; =Me, Et lc,doue

OR e
el
N
R

CisHzy

OH

2

R = Me, H, Et
R, = H, OMe, OCHF,, Me, NO,
X=NH, S, O

Reagentes e condicdes: (a) (R)sSO4 (R=Me/Et), K,CO3, acetona; (b) LiAIH,, THF; (c) SOCl,,
diclorometano, 20% NaOH, (C4Hy)4NBr, 2-mercapto benzimidazol substituido; (d) SOCl,,
diclorometano, 20% NaOH, (C4Hg)4NBr, 2-mercapto benzotiazol; (e) SOCl,, diclorometano,
20% NaOH, (C4Hg)4,NBr, 2-mercapto benzoxazol.

ESQUEMA 1.2 - Sintese de derivados benzimidazdis, benzotiazois € benzoxazdis
a partir de um 4cido anacérdico totalmente saturado.

Acidos anacdrdicos isolados de Ginkgo biloba mostraram
atividade inibitéria frente a enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase (IRIE et al.,
1996). Severino et al. (2002) avaliaram a atividade inibitéria de misturas de
dcidos anacardicos frente a enzima gGAPDH de T. cruzi e obtiveram resultados
bastante promissores.

As substancias naturais isoladas foram inicialmente uma mistura de
acidos anacardicos com cadeia lateral saturada e contendo uma a trés
insaturacoes. Esta mistura apresentou uma inibi¢do de 88% a 1,75 pg/mL. Apods
hidrogenacdo desta mistura obteve-se majoritariamente o composto com cadeia

lateral totalmente saturada, que apresentou ICsy de 28 uM (FIGURA 1.14).
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OH O OH O
OH OH
CisHzin CisHz;
n=0,240u6 ICsp - 28 uM
Mistura
1,75 mg/mL- 88% 1
3

FIGURA 1.14 - Mistura de 4cidos anacérdicos (3) e dcido anacérdico hidrogenado

)

Os estudos de modelagem molecular do composto 1 no sitio ativo
da enzima gGAPDH mostraram interagcdes do tipo “ligacao hidrogénio” entre a
carboxila ionizada e os residuos de arginina (Arg 249) e glutamina (Gln 200) e a
interacdo da hidroxila fendlica com a histidina (His 194), aquela agindo como

doador de préton (FIGURA 1.15).

A

FIGURA 1.15 - Modelagem molecular do composto 1 no sitio ativo da enzima
gGAPDH.

Foram preparados alguns derivados do 4cido anacardico 1 e o
composto 4, com cadeia lateral mais curta (8 dtomos de carbono) e funcdo polar

na extremidade da cadeia (aldeido), mostrou resultado de inibicdo enzimatica
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mais interessante quando comparado com 1, embora ndo estivesse puro (FIGURA

1.16).

OH O OH O OH OCH; O
OH OCHj OH OCHj3;
C7H,4,CHO CisHs Ci5Hs; CisHs,
"ICs9 ~ 4,0 uM" 100 mg/mL 100 mg/mL 100 mg/mL
80% de pureza 9% de inibigdo 20% de inibi¢do 28% de inibi¢do
4 5 6 7

FIGURA 1.16 - Derivados de acidos anacardicos.

O estudo de modelagem molecular deste composto mostrou que o
mesmo pode apresentar diferentes modos de interagdo com o sitio catalitico: a
hidroxila fendlica doa préton ao residuo glutamato (Glu 336); o carboxianion
interage com a alanina (Ala 198); o aldeido da extremidade da cadeia interage
com a arginina (Arg 249) recebendo um préton e com a glutamina (Gln 200)
doando um préton (FIGURA 1.17).

Além disso, o composto 4, na maneira como interage com o sitio
ativo da enzima, acomoda melhor sua cadeia lateral com 8 dtomos de carbono;
j4 no composto 1, que interage de maneira distinta com o sitio ativo, a cadeia

contendo 15 d4tomos aparenta ser volumosa para o espacgo existente.
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‘ Cys166
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_ Glu336
o .

Arg249 ’

GIn200
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FIGURA 1.17 - Modelagem molecular do composto 4 no sitio ativo da enzima
gGAPDH.

Analisando-se os resultados obtidos por modelagem molecular
utilizando o programa DOCK 4.0 e pelos testes biolégicos, observou-se que os
melhores resultados foram obtidos quando a cadeia lateral era totalmente
saturada e menor do que as dos produtos naturais, podendo chegar a 8-10
carbonos somente. E também, a presenca de um grupo polar na extremidade da
cadeia alquilica poderia melhorar os resultados de inibi¢do. No entanto, para se
validar estes resultados € necessaria a preparacdo de uma série de andlogos com

diferentes cadeias laterais.

1.6 - Metodologias para a preparacao de acidos anacardicos

YAMAGIWA et al. (1987) sintetizaram acidos anacardicos utilizando
reacdo de Wittig para insercdo da cadeia lateral. A sintese se inicia a partir do
acido m-anisico (ESQUEMA 1.3) e apds 2 etapas se obtém a amina, a partir da

qual o 4dcido anacérdico € obtido em 6 etapas com 17% de rendimento global.
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(0]
)t 1) n-BuLi
OH NMe, CICOCH,CH,
- > 2) (C¢Hs)sP
—_— B —
3) Me(CH,) ,CHO
OMe OMe LHMDS
HC=CH(CH,),Me
(CHo)rz (CH»)14CH3
1) Hy, Pd/C
CO,Et -
2 2) 10% NaOH COH
OMe 3) BBry OH

ESQUEMA 1.3 — Sintese de dcidos anacardicos a partir do dcido m-anisico

TYMAN & VISANI (1997) sintetizaram o acido 6-(8Z,1172)-n-

pentadecadienilsalicilico (ESQUEMA 1.4) em 7 etapas com rendimento global de

1.1 %.

Me 1) LiN'Pr,, THF, HMPA;
CI(CH,)s OCH(Me)OEt, 5 OH
-70°C 2 65°C, H;0" 1) 4-TsCl, Pyr.; DMSO, LiBr
CO,Et > >
2 CO,Et 2) BuLi, THF,
OMe OMe HC= CCH,0SiBu'Me,,
HMPA; H;0"
5 N 5 X P
= OH  1)pBr,, Pyr., EL,O A =
COzEL 2) HC= CC:Hj, EtMgBr, THF; CO,Et
OMe Cul, 50°C OMe
1) Pd-BaSO/H,, 5 —

quinolina, EtOH

O,H
2) LiSBu', DMF CO,

OH

ESQUEMA 1.4 - Sintese do acido (8Z7,11Z7)-anacardico
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SATOH et al. (1999) prepararam 4cidos anacdrdicos a partir da
reacdo de aldeidos com acetoacetato de etila. Foram preparados dois compostos
contendo cadeias alquilicas com quinze 4tomos de carbono, uma saturada e
outra contendo uma tripla ligacdo (ESQUEMA 1.5). Os compostos foram obtidos

em 5 etapas com rendimento global de 53 %.

OEt
NaOMe

R OEt
RC=CCHO _MeOH_ RC—CHCHO _ 0 o _ =
OMe NaH, BuLi, THF OMe OH 0 0

R
1) KF
HO
Tolueng R = (CH,),4CHj,
2) NaOH 0 OH (CH,);,C=C(CH;)5CHj3

ESQUEMA 1.5 - Sintese de dcidos anacardicos a partir da reagao de aldeidos com
acetoacetato de etila.

Recentemente SEIAS et al. (2004) publicaram a sintese destes
compostos a partir de uma substituicio nucleofilica em 2-ariloxazolinas
(ESQUEMA 1.6). Neste caso o rendimento global foi de 38% e os 4cidos

anacdrdicos foram obtidos apds 5 etapas.
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OMe
1) SOCl, “x
2) HoNVie,CCH,0H_ RMgCl
soc,

OMe O OH ﬁ

@\/&\K 57% HI @\A OH
Y

R R

R = C4Hp9, Ci{Ha3

ESQUEMA 1.6 - Sintese de dcidos anacérdicos a partir de substituicdo nucleofilica
em 2-ariloxazolinas
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2 - Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

- Sintetizar uma colecdo de 4cidos anacdrdicos em solugdo ou fase soélida,
variando-se o tamanho da cadeia lateral alquilica, contendo ou ndo um grupo
polar na sua extremidade. Entre estes compostos também estdo andlogos com

substituintes nas fun¢des carboxila e hidroxila.

- Realizar os ensaios de inibi¢do in vitro desses compostos frente a enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase glicossomal (gGAPDH) de Trypanosoma

cruzi.

- Contribuir para o melhor entendimento das interagdes dos ligantes com a
enzima e fornecer informacdes para a preparacdo de outros derivados com uma

atividade inibitoria mais eficiente.
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3 - Resultados e Discussoes

Por questdes de facilidade de obtencdo do reagente de partida e
principalmente pela possibilidade de preparacio de uma série de &cidos
anacérdicos e andlogos a partir de um intermedidrio comum 13, utilizou-se neste
projeto a metodologia descrita por YAMAGIWA et al. (1987), iniciando-se a rota

a partir da reducdo do m-anisaldeido (ESQUEMA 3.1).

O
- OH cl
NaBHy4 SOClIp
— —>
OMe OMe OMe
m-anisaldeido 9 10
NMCZ
NHMe) n-BuLi . c
1 HoCH
CICO2CH2CH3 CO,Et
OMe OMe
11 1) LHMDS 12
oo PPhg+C1 - CpH2pn4+1CHO
BRI L Acidos anacadicos e analogos
CO,Et 3) BBr3
e 4) NaOH
13

ESQUEMA 3.1 - Sintese de dcidos anacérdicos a partir da redu¢ao do m-
anisaldeido.

3.1 - Obtencao do (3-metoxifenil)metanol (9)

A reacdo de reducdo do m-anisaldeido foi feita em metanol com
NaBH, e a temperatura ambiente durante 2 horas. O produto puro foi obtido

com 99% de rendimento (ESQUEMA 3.2).
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NaBH,
99%
OMe OMe
m-anisaldeido 9

ESQUEMA 3.2 - Obtencao do (3-metoxifenil)metanol (9)

No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 138 referente ao ion
molecular (M") e o pico m/z 121 referente ao fon apés perda da hidroxila.

Analisando-se o espectro de IV, ndo se observou uma banda em
aproximadamente 1725 cm’' referente ao estiramento da ligacdo C=O do
aldeido, e sim, uma banda larga em 3429 cm’ referente ao estiramento da
ligacdo O-H do alcool.

No espectro de RMN 'H foi possivel observar os singletos
referentes aos 3 H da metoxila e 2 H do CH, em 3,76 e 4,58 ppm
respectivamente (P. 145).

Ao analisar o espectro de RMN "°C, os sinais referentes a estes

carbonos encontram-se em 55,1 e 64,9 ppm respectivamente.
3.2 - Obtencao do 1-(clorometil)-3-metoxibenzeno (10)
A reacdo de substitui¢dao do (3-metoxifenil)metanol (9) foi feita em

benzeno com SOCI, sob atmosfera de N, e a temperatura ambiente durante 2

horas. O produto puro foi obtido com rendimento de 96 % (ESQUEMA 3.3).
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OH Cl
SOCl,
g
96%
OMe OMe
9 10

ESQUEMA 3.3 - Obtencao do 1-(clorometil)-3-metoxibenzeno (10)

No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 156 e 158
referentes ao fon molecular (M) e M** respectivamente e o pico m/z 121
referente ao fon ap6s perda do dtomo de cloro.

No espectro de RMN 'H, observou-se o singleto referente aos 2H
do CH, ligado ao cloro em 4,56 ppm. Ao analisar o espectro de RMN "°C,

observou-se o sinal referente a este carbono em 46,2 ppm (P. 146).
3.3 - Obtencao da 1-(3-metoxifenil)-V,N-dimetilmetanamina (11)
A reagdo de substitui¢do do 1-(clorometil)-3-metoxibenzeno (10)

foi feita com dimetilamina em diclorometano a temperatura ambiente durante

24 horas. O produto puro foi obtido com rendimento de 94 % (ESQUEMA 3.4).

NM
< NHMe, ©
—
94%
OMe OMe
10 1

ESQUEMA 3.4 - Obtencdo da 1-(3-metoxifenil)-N, N-dimetilmetanamina (11)

No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 165 referente ao ion

molecular (M") e o pico m/z 122 referente ao ion apds perda do grupo NHMe,.
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No espectro de RMN 'H, observou-se os singletos referentes aos
2H do CH; e 6H das metilas equivalentes em 3,39 e 2,24 ppm respectivamente
(P. 147).

Ao analisar o espectro de RMN "C, observou-se os sinais

referentes a estes carbonos em 55,1 e 45,4 ppm respectivamente.

3.4 - Obtencao do 2-(clorometil)-6-metoxibenzoato de etila (12)

A reagdo de  substituicdo da  1-(3-metoxifenil)-N,N-
dimetilmetanamina (11) foi feita em THF com n-BuLi e cloroformato de etila
sob atmosfera de N,, e o tempo total de reagdo foi de 24 horas. O produto puro

foi obtido com rendimento de 42 % (ESQUEMA 3.5).

NMe2 n-Buli Cl
_—
CICO,CH,CH3
Et
42% 0
OMe OMe
11 12

ESQUEMA 3.5 - Obtencao do 2-(clorometil)-6-metoxibenzoato de etila (12)

No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 228 e 230 referente
ao fon molecular (M*) e M** respectivamente, e o pico m/z 193 referente ao fon
apo6s perda do atomo de cloro.

Na anélise do espectro de IV observou-se as bandas referentes aos
estiramentos das ligacdes C-Cl, C=0 e C-O em 732, 1735 e 1272 cm’
respectivamente.

No espectro de RMN 'H observou-se o singleto referente aos 2 H
do CH, ligado ao cloro em 4,61 ppm e o quadrupleto referente aos 2 H do CH,
e tripleto referente aos 3 H do CH; do éster em 4,44 e 1,40 ppm

respectivamente (P. 148).
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Ao analisar o espectro de RMN "*C observou-se os sinais referentes
ao carbono ligado ao cloro em 43,3 ppm e a carbonila em 166,9 ppm, e ao CH,

e metila do éster em 56,1 e 14,1 ppm respectivamente.

3.5 - Obtencao do cloreto de 2-(etoxicarbonil)-3-

(metoxibenzil)trifenilfosfonio (13)

A reagdo para obtencdo do sal de fosfonio 13 foi feita em
acetonitrila com trifenilfosfina sob atmosfera de N, A solucdo permaneceu em
refluxo durante 3 dias. O produto puro foi obtido com rendimento de 82%

(ESQUEMA 3.6).

Cl *PPh;*Cl -
PPh;
— >
COEt 82% CO,Et
OMe OMe
12 13

ESQUEMA 3.6 - Obtencao do cloreto de 2-(etoxicarbonil)-3-
(metoxibenzil)trifenilfosfonio (13)

O produto foi caracterizado por 1.V. onde se observou as bandas
referentes aos estiramentos das ligagdes C=0 e C-O em 1712 e 1284 cm’
respectivamente e principalmente a banda em 1439 cm’' referente ao
estiramento da ligagdo P-CH,. O ponto de fusio obtido foi 209-213 °C, sendo o
da literatura 200-206 °C (YAMAGIWA et al., 1987).

No espectro de RMN 'H observou-se o dubleto referente aos 2 H
do CH, ligado ao fésforo em 5,41 ppm e o multipleto referente aos 15 H dos
grupos fenila em 7,83 — 7,55 ppm (P. 149).

Ao analisar o espectro de RMN "“C observou-se dois sinais
referentes ao CH, ligado ao fésforo em 29,3 e 28,4 ppm, devido ao acoplamento

C-P, e os sinais referentes aos carbonos dos grupos fenila entre 140 e 115 ppm.
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3.6 - Obtencao dos aldeidos 14-18

Os aldeidos com hidroxila protegida (14-16) utilizados nas reagdes
de Wittig foram obtidos a partir da monoprotecdo dos respectivos didis com
DHP e Amberlyst e posterior oxidagdo da outra hidroxila com PCC em CH,Cl,
(ESQUEMA 3.7). Os demais aldeidos (17 e 18) foram obtidos diretamente a
partir da oxidagdo dos respectivos dlcoois.

0
HO” X7, OH _DHP_ HO”~ ~7, OTHP ﬁ,H)L(v)Q\OTHP

ESQUEMA 3.7 - Obtenc¢ao dos aldeidos utilizados nas reagdes de Wittig

Os compostos foram caracterizados por I. V., confirmando a
presenca da funcdo aldeido. Os rendimentos obtidos encontram-se na TABELA

3.1.

TABELA 3.1- Aldeidos utilizados nas reacdes de Wittig e rendimentos com que
foram obtidos.

Aldeidos Rend. (%)
14 5-(tetraidro-2-piraniloxi)-pentanal 77
15 7-(tetraidro-2-piraniloxi)-heptanal 70
16 9-(tetraidro-2-piraniloxi)-nonanal 76
17 Octanal 76
18 Undecanal 70

3.7 - Obtencao dos compostos 19a-e

As reagdes de Wittig foram feitas em THF com LHMDS e os
respectivos aldeidos sob atmosfera de N, (ESQUEMA 3.8) (YAMAGIWA et al.,

1987). Primeiramente realizou-se esta reagdo com o 7-(tetraidro-2-piraniloxi)-
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heptanal (15) preparado anteriormente variando-se as quantidades equivalentes
de aldeido e LHMDS (TABELA 3.1). Observou-se que as melhores condi¢des
foram 1.5 eq de base e 1.2 eq de aldeido, ja que um excesso de 1.5 eq do aldeido
faz com que reste muito do mesmo ao final da reacdo. Assim, obteve-se os

demais compostos seguindo-se 0 mesmo procedimento (TABELA 3.2)

“PPh;*Cl - X
LHMDS -1
R(CH,),CHO
CO,Et — >
2 CO,Et
OM
© OMe
13
19a-e

ESQUEMA 3.8 - Obtencdo dos compostos 19a-e

TABELA 3.2 - Condig¢des reacionais e rendimentos obtidos nas reacdes de Wittig
com 7-(tetraidro-2-piraniloxi)-heptanal (15).

Eq. LHMDS | Eq. Aldeido | R%
1.2 1.2 14
1.2 1.5 17
1.5 1.5 36
1.5 1.2 36

TABELA 3.3 - Tempos reacionais e rendimentos obtidos nas reagdes para
preparacao dos compostos 19a-e

Composto | n R Tempo de Rendimento
reacio (h) (%)
19a 4 | OTHP 14 18
19b 6 | OTHP 14 36
19¢ 8 | OTHP 18 24
19d 6 CH; 16 51
19e 9 CH; 18 31
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No espectro de massas destes compostos encontrou-se O pico
referente ao ion apds perda do grupo OTHP para os compostos com hidroxila da
cadeia protegida assim como o pico m/z 85 caracteristico do grupo THP (19a-c)
e o pico referente ao fon molecular para os demais compostos (19d-e).

No espectro de RMN 'H observou-se dois duplo-tripletos e um
multipleto para os hidrogénios da dupla ligacdo e um multipleto para os
hidrogénios da cadeia lateral. O quadrupleto e tripleto referentes aos
hidrogénios do éster estao duplicados assim como o singleto da metoxila devido
a presenca dos isdmeros E e Z. Para os compostos 19a-¢, observou-se os
multipletos referentes ao hidrogénios do grupo THP (P. 150-154).

Ao analisar o espectro de RMN "°C observou-se os sinais referentes
aos carbonos da dupla ligacdo, e ao grupo THP para os compostos 19a-c, assim
como os carbonos da cadeia lateral.

Ilidas formadas a partir de triarilfosfinas que ndo contém grupos
estabilizadores frequentemente fornecem o isdmero Z ou uma mistura de
olefinas Z e E (ESQUEMA 3.9). Neste caso observou-se a mistura dos dois

isdbmeros, sendo a proporcao 1,0:1,5 (Z:E).

B
R? 2 + )k 3 2 * R2 o
© R H R R 3
H@% Kiripido H@O Kiewo ( ) KL"‘“, R%%O Kripido Rﬁo ]
1, ~= - H\, R® — ~—" H PR
HA PR3 HNL PR, z HNE PR, i SR
betafna PRY; betafna
trans @ cis
r Kirapido r Kiapido
3 3 3 r3 3
R3 RS, H_ _R|[RA__H R R
-8 « -0 (RHp=0 j[ j[ (R)p=0 =0 §
répido I 2 | Kispido
= [y <—L Tl
. ):(gaz')g RZJ:WR )3 R> H||[R¥ H e PR');
2
R Alceno-(E) | | Alceno-(Z) _ R ®
trans oxafosfetano minoritério | | majoritario cis oxafosfetano

ESQUEMA 3.9 - Mecanismo para a reagao de Wittig.

3.8 - Obtencao dos compostos 20a-e
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A reagdo de hidrogenacdo de 19a-e foi feita com Pd/C 5% em

hexano (ESQUEMA 3.10).

NS

CO,Et

OMe
19a-e

H,/Pd
—

n R

CO,Et

OMe

20a-e

ESQUEMA 3.10 - Obtencao dos compostos 20a-e

TABELA 3.4 - Tempos reacionais e rendimentos obtidos nas reagdes para

preparacao dos compostos 20a-e

Composto | n R Tempo de | Rendimento
reacao (h) (%)
20a 4 | OTHP 24 98
20b 6 | OTHP 26 97
20c 8 | OTHP 26 98
20d 6 | CH; 26 94
20e 9 | CH; 26 95

No espectro de massas encontrou-se o pico referente ao fon apds

perda do grupo OTHP para os compostos com hidroxila da cadeia protegida,

assim como o pico m/z 85 caracteristico do grupo THP (20a-c¢), e o pico

referente ao fon molecular para os demais compostos (20d-e).

Na anélise do espectro de IV observou-se as bandas referentes aos

estiramentos das ligacdes C=0 e C-O em torno de 1731 e 1267 cm’

respectivamente.

1 ~ . . .
No espectro de RMN "H ndo se observou mais os sinais referentes

aos hidrogénios da dupla ligacdo e o quadrupleto e tripleto referentes aos
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hidrogénios do éster ndo estdo mais duplicados, assim como o singleto da
metoxila (P. 155-159).
Ao analisar o espectro de RMN "°C ndo se observou mais os sinais

referentes aos carbonos da dupla ligacao, mas sim os mesmos hidrogenados.

3.9 - Tentativa de obtencdo do acido 2-hidroxi-6-(8-hidroxioctil)
benzéico (24b) com LiCl

Inicialmente testou-se, para o composto 20b, qual seria o melhor
procedimento para desprotecao do éster e da hidroxila fendlica.

Testou-se a desprotecdo do éster e da hidroxila fenélica em apenas
uma etapa com LiCl em DMF a 150 °C (BERNARD et al., 1989) (ESQUEMA
3.11).

¢ “OTHP OH
LiCl
X
CO,Et CO,H

OMe OH
20b 24b

ESQUEMA 3.11 - Tentativa de obten¢do do acido 2-hidroxi-6-(8-hidroxioctil)
benzoico (24b).

N3ao se observou a formacao do produto desejado, mesmo quando o
tempo de reagdo foi prolongado ou a temperatura e quantidade de LiCl foram
elevados. Houve a desprotecao da hidroxila da cadeia lateral quando o tempo de
reacdo foi de 24 a 48 horas e desprotecao desta e do éster quando o tempo de

reagdo foi de 72 horas (TABELA 3.5).
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TABELA 3.5 - Condi¢Oes reacionais utilizadas nas reagdes de desprote¢do com

LiCl
Eq. de Temperatura Tempo de Produtos formados
LiCl °C) reacdo (h)
3.0 150 24 ¢ oH
CO,Et
3.0 150 48 OMe
25
3.0 150 72 i OH
CO,H
3.5 180 72 OMe
23
3.5 200 72 Degradac¢do do produto

3.10 - Obtencao do acido 2-metoxi-6-(8-tetraidro-2H-2-

piraniloxioctil) benzéico (21b)

Uma vez que a desprotecdo total ndo foi possivel, testou-se entdo a
reagdo de hidrélise de 20b com NaOH 20% em DMSO. O tempo total de reagdo
foi de 17 horas e o produto puro foi obtido com 53% de rendimento (ESQUEMA
3.12).

5 OTHP 6 OTHP
NaOH
CO,Et e CO,H
OMe OMe
20b 21b

ESQUEMA 3.12 - Obtengao do acido 2-metoxi-6-(8-tetraidro-2H-2-
piraniloxioctil) benzéico (21b).
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No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 278 referente ao ion
apos perda do grupo THP, assim como o pico m/z 85 caracteristico deste grupo.

Na anadlise do espectro de IV observou-se uma pequena diminuicao
na freqiiéncia de absorcio da ligacio C=0 (em torno de 1716 cm™) devido as
ligagdes hidrogénio intermoleculares.

No espectro de RMN 'H ndo se observou mais o quadrupleto
referente aos 2 H do CH, e o tripleto referente aos 3 H da metila do éster em
4,40 e 1,37 ppm respectivamente. Os demais sinais mantiveram-se idénticos (P.
160).

Ao analisar o espectro de RMN °C ndo se observou mais os sinais
referentes aos carbonos do metileno e metila do éster em 62,2 e 14,2 ppm
respectivamente. Para o carbono referente a carbonila houve um descolamento

de 3,0 ppm. Os demais sinais mantiveram-se idénticos.

3.11 - Obtencao do acido 2-(8-hidroxioctil)-6-metoxibenzoico (23)

Tendo-se o composto 21b em maos, testou-se a desprotecao das
hidroxilas fendlica e da cadeia lateral com AICl; em diclorometano. Apds 48 h
de reacdo, observou-se apenas a desprotecdo da hidroxila da cadeia lateral
levando ao composto 23. Comparando-se com a reacdo de desprotecao com
LiCl, onde se obtém o mesmo composto (TABELA 3.5), observou-se que a
desprotecao da hidroxila fendlica poderia ndo estar ocorrendo devido a presenca

do acido (ESQUEMA 3.13).

5 OTHP 5 OH
AICl,
— >
CO,H 27% CO,H
OMe OMe
21b 23

ESQUEMA 3.13 - Obtencao do acido 2-(8-hidroxioctil)-6-metoxibenzdico (23)
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No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 281 (M") referente
ao fon molecular e ndo se observou mais o pico m/z 85 caracteristico do grupo
THP.

No espectro de RMN 'H ndo se observou mais o multipleto
referente ao hidrogénio do CH do THP em 4,61 ppm. Observou-se o tripleto
referente aos 2H do CH, ligado a hidroxila da cadeia lateral em 3,7 ppm (P.
161).

3.12 - Obtencao dos compostos 22a-e

Testou-se entdo, para o composto 20b, a desprotecao da hidroxila
fenolica na presenca do éster com AlICl; (ESQUEMA 3.14) (INABA et al., 1987).
Obteve-se com sucesso o composto 22b com ambas as hidroxilas fendlica e da
cadeia lateral desprotegidas (linha 2, TABELA 3.6).

Sendo assim, as reagoes de desprotecao das hidroxilas fendlicas de
20d-e, e desta e da cadeia lateral dos compostos 20a-c, foram feitas com AlCl;
em diclorometano (TABELA 3.6).

Para os compostos 20b,d-e, testou-se também a desprote¢cdo com
BBr;, e esta foi a melhor condi¢do para 20d-e (TABELA 3.6). Para 20b a
desprotecao com BBr; ndo foi eficiente. Este reagente deve ser utilizado quando

se deseja desproteger somente a hidroxila fendlica.

R T R
AlCl;
COzEt > CO,Et

OMe OH
20a-e 22a-e

ESQUEMA 3.14 - Obtenc¢ao dos compostos 22a-e
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TABELA 3.6 - Tempos reacionais e rendimentos obtidos nas reacdes para
preparagao dos compostos 22a-e

Composto | n R Tempo de | Rendimento
reacao (h) (%)
22a 4 OH 40 42
22b 6 OH 46 64
22¢ 8 OH 48 42
22d 6 CH; 24 55/82%
22e 9 CH; 2 30/83*

* rendimento obtido utilizando-se BBr;

No espectro de massas encontrou-se o pico do ion molecular para
todos os compostos.

Na andlise do espectro de IV observou-se uma diminuicao
significante na freqiiéncia de absorcio da ligagio C=O (em torno de 1658 cm™)
devido a ligac¢do hidrogénio intramolecular.

No espectro de RMN 'H nio se observou mais o singleto referente
aos 3 H da metoxila e os multipletos referentes ao hidrogénio do CH e aos
demais hidrogénios do THP. Observou-se um singleto para o hidrogénio da
hidroxila fendlica e, para os compostos 22a-c, um tripleto para os 2H do CH,
ligado a hidroxila da cadeia lateral (P. 162-166).

Ao analisar o espectro de RMN "C ndo se observou mais o sinal
referente ao carbono da metoxila e os sinais dos carbonos do THP. Para o
carbono do anel aromdtico anteriormente ligado a metoxila houve um
deslocamento de 6 ppm e para o carbono ligado anteriormente a hidroxila
protegida, para os compostos 22a-c, houve o deslocamento de 4,5 ppm. Para os

demais carbonos da cadeia lateral houve também deslocamentos de 2 a 4 ppm.
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3.13 - Obtencao dos compostos 24a-e

Finalmente, realizou-se a hidrélise de 22a-e com NaOH (20%) em

DMSO e obteve-se os acidos correspondentes. (ESQUEMA 3.15).

NaOH
CO,Et COH
OH OH
22a-e 24a-e

ESQUEMA 3.15 - Obtencao dos compostos 24a-e

TABELA 3.7 - Tempos reacionais e rendimentos obtidos nas reagdes para
preparacdo dos compostos 24a-e

Composto | n R Tempo de | Rendimento
reacio (h) (%)
24a 4 | OH 5 68
24b 6 | OH 5 72
24c 8 | OH 5 77
24d 6 | CH; 4 85
24e 9 | CH; 4 85

No espectro de massas encontrou-se o pico do ion apds perda de
m/z 44, referente ao grupo CO,, para todos os compostos.

Na andlise do espectro de IV ndo se observou os picos intensos
caracteristicos das vibragdes C-C(=0)-O e O-C-C do éster entre 1100 e 1200
cm’.

No espectro de RMN 'H destes compostos nio se observou mais o

quadrupleto e tripleto referentes aos hidrogénios do éster e também ndo foi

possivel observar o singleto para o hidrogénio da hidroxila fendlica. Ao analisar
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o espectro de RMN C nido se observou mais os sinais referentes aos mesmos
carbonos e para os carbonos do anel aromético ligado a carboxila e da mesma
houve um deslocamento de 3,5 ppm (P. 167-171).

Foram realizadas com sucesso todas as etapas da rota sintética

proposta para a preparagao em solu¢do dos 4cidos anacardicos e andlogos.

3.14 - Obtencao do acido 2-hidroxi-6-(8-oxooctil) benzoico (4)

O aldeido 4 foi obtido a partir da oxidacdo de Swern do composto
24b. A reacdo foi feita com DMSO e cloreto de oxalila a -78°C sob atmosfera
de N,. Obteve-se o produto puro com 73% de rendimento (ESQUEMAS 3.16 e
3.17).

O
s OH DMSO ¢ H
cloreto de oxalila‘
CO,H 8% CO,H
OH OH
24b 4

ESQUEMA 3.16 - Obtengao do 4cido 2-hidroxi-6-(8-oxooctil) benzdico (4)
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Ativacdo do DMSO com cloreto de oxalila:
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ESQUEMA 3.17 - Mecanismo para a oxidacao de Swern

No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 220 referente ao ion
apos perda de CO,.

Na anélise do espectro de IV se observa picos intensos em 1716 e
1651 cm™ caracteristicos dos estiramentos das ligacdes C=0 do aldeido e 4cido
carboxilico respectivamente.

No espectro de RMN 'H deste composto se observou um tripleto
largo em 9,76 ppm caracteristico do hidrogénio do aldeido. E o CH, ligado ao
aldeido encontra-se como um duplo tripleto em 2,44 ppm (P. 172). Os dados
obtidos para este composto conferem com o da literatura (GRAHAM & TYMAN,

2002).

3.15 - Sintese em fase solida

Uma vez desenvolvida a sintese em solucdo, a proxima etapa entao

foi a tentativa de se obter estes compostos através de sintese em fase sélida.
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A sintese em fase sdlida consiste na preparacdo de compostos
“ligados” a um polimero insoldvel, de onde sdo posteriormente clivados. Este
tipo de sintese apresenta como maior vantagem a simplicidade para purificacdao
dos produtos obtidos. Ao término de cada uma das etapas da reacao, o solvente,
os reagentes, e qualquer outro composto que nao permanega ligado ao polimero
sdo eliminados por meio de filtragcdes seguidas de sucessivas lavagens do
suporte polimérico com diferentes solventes. Como principais desvantagens
desta estratégia podem-se destacar a necessidade de se utilizar grandes excessos
de reagentes a fim de se assegurar a completa conversdo do substrato, uma vez
que a difusao dos reagentes pela matriz polimérica ¢ um fator limitante; a
escassez de métodos analiticos para o monitoramento das reacdes e a
necessidade de se adaptar as metodologias sintéticas ja conhecidas para a
utilizacdo em fase sélida (DIAS & CORREA, 2001. MARQUARDT & EIFLER-LIMA,
2001).

Uma alternativa para a sintese em fase solida é o emprego de
agentes (scavengers) que facilitam o cleanup de reacdes em solu¢do (EAMES,
2001). Estes sdo polimeros que sdao adicionados ao final da reacdo com o
objetivo de capturar o excesso de reagentes ou algum produto do meio
reacional. A vantagem de se utilizar scavengers é que podem ser utilizados em
sintese em solugdo e permitem o uso de excesso de reagentes.

Foi testado o uso de um scavenger, a resina tosil hidrazina 26, na
reacdo de Wittig com 7-tetraidropiraniloxiheptanal (15) (ESQUEMA 3.18). Esta
resina foi utilizada para remover o excesso de aldeido na reacdo, levando a
hidrazona 27 que € separada da mistura por filtracdo (ESQUEMA 3.19) (Hu et al.,
1998).
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“PPh;*Cl " N OTHP
LHMDS 5
THPO(CH,)sCHO
CO,Et >

2 resina 26 CO,Et
OMe 26% OMe
13

19b

ESQUEMA 3.18 - Obten¢do do composto 19b usando “scavenger”

O (II) ||_I DMF (II) |I—I R
)k N S—N—NH, ———> S—N—N:<
R H I t.a. Il
o) 0 H
26 27

Resina tosil hidrazina

ESQUEMA 3.19 - O uso da resina tosil hidrazina na reacio de Wittig

Este procedimento facilitou muito a purificacio do produto da
reagdo, ja que forneceu o produto mais limpo, além de promover uma pequena
melhora no rendimento de 10%.

Encontram-se na literatura uma série de relatos de reacdes de
Wittig em fase soélida (BERNARD et al., 1983. NICOLAOU et al., 1998a,
NICOLAOU et al., 1998b. BARCO et al., 1998. HALL & SUTHERLAND, 1998.
BoLLl & LEY, 1998) e também em fase liquida, empregando um polimero
soluvel (SIEBER et al., 1999). Primeiramente tentou-se seguir a mesma
metodologia utilizada na sintese em solu¢do, com o objetivo de se obter o sal de
fosfonio imobilizado em uma resina polimérica (ZHOU et al., 1999). Em
seguida, este sal imobilizado seria empregado na preparacao de uma colecao de

andlogos dos 4cidos anacéardicos (ESQUEMA 3.20).
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ESQUEMA 3.20 - Rota proposta para a sintese de acidos anacardicos em fase
solida.

Iniciou-se o estudo para obten¢do do material de partida 32 para a

sintese em fase sélida (ESQUEMA 3.21).

O
_DBnBr_ 1) soc12
2) NaBH, 2) NHMe,
OH

3-hidroxibenzaldeido 29
NMe, e
n-BuLi
e
CICO,CH,CH; CO,Et
OBn OBn
31 32

ESQUEMA 3.21 - Rota proposta para a obten¢ao do 2-benziloxi-6-clorometil-
benzoato de etila (32)
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3.15.1 - Obtencao do 3-(benziloxi)-benzaldeido (28)

A protecdo da hidroxila fendlica no 3-hidroxibenzaldeido foi feita
com K,COj; e brometo de benzila em acetona. O tempo total de reacdo foi de 20

horas e o produto puro foi obtido com 99% de rendimento (ESQUEMA 3.22).

O )
H H
BnBr
D
99%
OH OBn
3-hidroxibenzaldeido 28

ESQUEMA 3.22 - Obtenc¢ao do 3-(benziloxi)-benzaldeido (28)

No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 212 referente ao ion
molecular (M™) e o pico m/z 91 caracteristico do grupo benzila.

No espectro de RMN 'H foi possivel observar os 5 hidrogénios do
grupo fenila junto aos 4 hidrogénios do anel aromédtico em 2 multipletos que
estdo em 7,7-7,24 e 7,22-6,56 ppm, assim como os singletos referentes aos
hidrogénios do aldeido e do CH, do grupo benzila em 10,00 e 5,12 ppm
respectivamente (P. 173).

Ao analisar o espectro de RMN BC, observou-se os 6 sinais
referentes aos carbonos do grupo fenila em 136,3, 128,6 (2C), 128,1 e 1274
(2C) ppm, assim como os sinais referentes a carbonila e ao CH, do grupo

benzila em 191,9 e 70,2 ppm respectivamente.

3.15.2 - Obtencao do [3-(benziloxi)fenilJmetanol (29)
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A reagdo de redugdo do 3-(benziloxi)-benzaldeido (28) foi feita em
metanol com NaBH, O tempo total de reagdo foi de 2 horas e o produto puro

foi obtido com 95% de rendimento (ESQUEMA 3.23).

O
H OH
NaBH,4
—
95%
OBn OBn
28 29

ESQUEMA 3.23 - Obtencao do [3-(benziloxi)fenil]metanol (29)

No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 214 referente ao ion
molecular (M") e o pico m/z 183 referente ao ion apés perda do grupo CH,OH.

No espectro de RMN 'H os singletos referentes aos 2H do CH,
ligado a hidroxila e 2H do CH, do grupo benzila encontram-se em 4,59 e 5,06
ppm respectivamente (P. 174).

Ao analisar o espectro de RMN BC, observou-se os sinais

referentes a estes carbonos em 65,0, 69,8 e 65,0 ppm.

3.15.3 - Obtencao do 1-(benziloxi)-3-(clorometil)benzeno (30)

A reacdo de substituicio do [3-(benziloxi)fenil]metanol (29) foi
feita em benzeno com SOCI, sob atmosfera de N, O tempo total de reacao foi
de 2 horas e o produto puro foi obtido com 89% de rendimento (ESQUEMA
3.24).
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OH Cl
SOCl,
—
89%
OBn OBn
29 30

ESQUEMA 3.24 - Obtencao do 1-(benziloxi)-3-(clorometil)benzeno (30)

No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 232 e 234
referentes ao fon molecular (M) e M™ respectivamente e o pico m/z 197
referente ao fon apds perda do 4tomo de cloro.

No espectro de RMN 'H os singletos referentes aos 2H do CH,
ligado ao cloro e 2H do CH, do grupo benzila encontram-se em 4,53 e 5,06 ppm
respectivamente (P. 175).

Ao analisar o espectro de RMN BC, observou-se os sinais

referentes a estes carbonos em 46,0 e 70,0 ppm.

3.15.4 - Obtencao da 1-[3-(benziloxi)fenil]-N, V-

dimetilmetanamina (31)

A reacdo de substituicdo do 1-(benziloxi)-3-(clorometil)benzeno
(30) foi feita com dimetilamina em diclorometano. O tempo total de reacao foi
de 24 horas e o produto puro foi obtido com 78% de rendimento (ESQUEMA
3.25).

Cl NMe,
NHMe,
—_—
78%
OBn OBn
30 31

Esquema 3.25 - Obtengao da 1-[3-(benziloxi)fenil]-N, N-

dimetilmetanamina (31)
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No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 241 referente ao ion
molecular (M™) e o pico m/z 91 caracteristico do grupo benzila.

Ao analisar o espectro de RMN 'H, observou-se os singletos
referentes aos 2 hidrogénios do CH, ligado ao nitrogénio e 6 hidrogénios das

metilas equivalentes em 3,45 e 2,26 ppm respectivamente (P. 176).

3.15.5 - Tentativa de obtencao do 2-(benziloxi)-6-(clorometil)
benzoato de etila (32)

A reacdo de substituicdo na 1-[3-(benziloxi)fenil]-N,N-
dimetilmetanamina (31) foi feita em THF com n-BuLi e cloroformato de etila
sob atmosfera de N, O tempo total de reacao foi de 24 horas.

Esta reacdo ndo foi eficiente, apOs sucessivas purificacdes e uma
caracterizacao detalhada do produto obtido, observou-se a formagdo do

composto 33 (ESQUEMA 3.26).

NMe, e
n-BulLi
%» \
CICO,CH,CH, COLEt
OBn OBn
31 \ 32
Cl
O_ _CO,Et

33

ESQUEMA 3.26 - Tentativa de obten¢do do 2-(benziloxi)-6-(clorometil) benzoato
de etila (32)



Resultados e Discusstes 59

Esperava-se a formagdo do anion diretamente no anel aromadtico,
levando a formacdo do composto 32, porém a substituicio do grupo éster
ocorreu no CH, do grupo benzila, onde o anion formado € estabilizado pelo anel
aromatico do mesmo grupo.

No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 304 e 306 referente
ao fon molecular (M") e M™ respectivamente, e os picos m/z 269 e 259
referentes ao ifon apds perda do atomo de cloro e do grupo OCH,CHj;
respectivamente, o que levou a pensar que o produto desejado havia sido obtido.
Porém, no espectro de RMN 'H nio se observou o singleto referente aos 2
hidrogénios do CH, do grupo benzila em 5,06 ppm, e sim um singleto referente
a um hidrogénio do mesmo carbono em 6,69 ppm (FIGURA 3.1).

A obtencdo deste composto ficou evidente quando se observou no
espectro de RMN "°C um sinal em 80,2 ppm referente ao carbono benzilico

substituido (FIGURA 3.2).

FIGURA 3.1- Espectro de RMN 'H do composto 33
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FIGURA 3.2 - Espectro de RMN C do composto 33

Observa-se nos espectros de RMN deste composto que alguns
sinais estdo duplicados, indicando a presenca de um outro composto em
mistura, porém este nao foi identificado, ja que ndo era o produto desejado.

Havendo problema com o grupo benzila, decidiu-se proteger a
hidroxila fendlica com THP, ja que este é um grupo facilmente removivel e
estaria simulando a resina que seria utilizada para imobilizacdo do sal de
fosfonio, uma resina com um espacador (linker) diidropirano (ZHOU et al.,
1999) (ESQUEMA 3.27). Assim, tendo-se a amina 37 em maos, com a hidroxila
fendlica protegida com THP, apds reacdo com cloroformato de etila e posterior
desprotecdo da hidroxila fendlica, seria possivel a imobilizacdo do produto
obtido em uma resina polimérica (HAVEZ et al., 1998. ITSUNO et al., 2002.

REGINATO & TADDEI, 2002).
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0
/U\H 1) NaBH,, 97% NMe
2) SOCl,, 87% ? hBuli
—_—> —_— >
3) DHP, 64% CICO,CH,CH,
4) NHMe,, 88%
OH 2 OTHP
37
Cl 1) APTS Cl
___________________ »
CO,Et

OTHP o o)
THP

38 Qo

ESQUEMA 3.27 - Rota proposta para obtencdo do 2-(clorometil)-6-(tetraidro-2H-
piran-2-iloxi)benzoato de etila (38)

3.15.6 - Obtencao do 3-(hidroximetil)fenol (34)

A reacgdo de reducao do 3-hidroxibenzaldeido foi feita em metanol

com NaBH, O tempo total de reacdo foi de 2 horas e o produto puro foi obtido

com 97% de rendimento (ESQUEMA 3.28).

0
H OH
NaBH,
—_—
97%
OH OH
34

ESQUEMA 3.28 - Obten¢ao do 3-(hidroximetil)fenol (34)

No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 124 referente ao ion

molecular (M™) e o pico m/z 107 referente ao ion apés perda do OH.
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Ao analisar o espectro de RMN 'H, observou-se o singleto
referente aos dois hidrogénios do CH, ligado a hidroxila em 4,52 ppm (P. 177).
No espectro de RMN "°C observou-se o sinal referente a0 mesmo

carbono em 65,0 ppm.

3.15.7 - Obtencao do 3-(clorometil)fenol (35)

A reacgdo de substitui¢do do 3-(hidroximetil)fenol (34) foi feita em
tolueno e metanol com SOCI, sob atmosfera de N, O tempo total de reacado foi
de 2 horas e o produto puro foi obtido com 87% de rendimento (ESQUEMA
3.29).

OH Cl
SOCl,
—
87%
OH OH
34 35

ESQUEMA 3.29 - Obteng¢do do 3-(clorometil)fenol (35)

No espectro de massas encontrou-se os picos m/z 142 e 144
referentes ao fon molecular (M) e M** e o pico m/z 107 referente ao fon apés
perda do 4tomo de cloro.

Ao analisar o espectro de RMN 'H observou-se o singleto referente

aos dois hidrogénios do CH, ligado ao cloro em 4,53 ppm (P. 178).

3.15.8 - Obtencao do 2-[3-(clorometil)fenoxi]tetraidro-2H-pirano
(36)

A protecdo da hidroxila fendlica do 3-(clorometil)fenol (35) foi

feita com PPTS e DHP em diclorometano. O tempo total de reacdo foi de 20
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horas e o produto puro foi obtido com 21% de rendimento (ESQUEMA 3.30)
(MORIARTY et al., 2006).

Cl Cl
DHP
21%
OH OTHP
35 36

ESQUEMA 3.30- Obteng¢ao do 2-[3-(clorometil)fenoxi]|tetraidro-2H-pirano (36)

No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 191 referente ao ion
ap0s perda do dtomo de cloro e o pico m/z 85 caracteristico do grupo THP.

Ao analisar o espectro de RMN 'H, observou-se um tripleto largo
em 5,42 ppm referente ao hidrogénio do CH do grupo THP e 2 multipletos em
3,95-3,83 e 3,65-3,55 ppm referentes aos 2 hidrogénios do CH, carbindlico do
mesmo grupo. Os outros 6 hidrogénios do grupo THP encontram-se em 2
multipletos em 2,04-1,81 e 1,73-1,57 ppm (P. 179).

No espectro de RMN BC, observou-se os sinais referentes aos
carbonos do CH e CH, carbindlicos em 96,3 e 61,9 ppm respectivamente. Os

demais carbonos encontram-se em 30,3; 25,1 e 18,6 ppm

3.15.9 - Obtencao da N,N-dimetil-1-[3-(tetraidro-2H-piran-2-

iloxi)fenil]metanamina (37)

A reacdo de substituicdo no 2-[3-(clorometil)fenoxi]tetraidro-2H-
pirano (36) foi feita com dimetilamina em diclorometano. O tempo total de
reacdo foi de 4 horas e o produto puro foi obtido com 88% de rendimento

(ESQUEMA 3.31).
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Cl NMe,
NHMe,
—_
88%
OTHP OTHP
36 37

ESQUEMA 3.31- Obtenc¢ao da N,N-dimetil-1-[3-(tetraidro-2H-piran-2-
iloxi)fenil|metanamina (37)

No espectro de massas encontrou-se o pico base m/z 58, referente
ao grupo CHN(CHs), e o pico m/z 85 caracteristico do grupo THP.

Ao analisar o espectro de RMN 'H observou-se um dubleto
referente aos 2 hidrogénios do CH, ligado ao grupo amino em 3,39 ppm € um
singleto referente aos 6 hidrogénios das metilas equivalentes em 2,23 ppm (P.

180).

3.15.10 - Tentativa de obtencao do 2-(clorometil)-6-(tetraidro-
2H-piran-2-iloxi)benzoato de etila (38)

A reacgdo de substituicdo na N, N-dimetil-1-[3-(tetraidro-2 H-piran-2-
iloxi)fenilJmetanamina (37) foi feita em THF com n-BuLi e cloroformato de
etila sob atmosfera de N, (ESQUEMA 3.32) Foram feitos alguns testes variando-
se as quantidades de reagentes e o tempo de reagdo de cada etapa, porém o
produto desejado ndo foi obtido. Formou uma mistura complexa de produtos
que ndo foram identificados.

Aumentou-se as quantidades de n-BuL.i e cloroformato de etila com
o objetivo de garantir a formac¢do do anion no anel aromatico e substituicdo do
grupo éster respectivamente. Os tempos reacionais de cada etapa também foram
variados observando-se os fatos de o anion poder estar sendo destruido (apos
adicdo do n-BuLi) (teste 3) e de haver a formagdo de um intermedidrio que seria

convertido ao produto final quando a temperatura ambiente (teste 2) ou quando
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a temperatura subisse bruscamente a temperatura ambiente (teste 3) (TABELA

3.8).

NMe, Cl

CICO,Et
— X CO,Et
OTHP OTHP

37 38

ESQUEMA 3.32- Tentativa de obten¢do do 2-(clorometil)-6-(tetraidro-2H-piran-2-
iloxi)benzoato de etila (38)

TABELA 3.8 - Condicdes reacionais testadas para a preparacao do composto 38

Teste | Eq.de Eq. de Tempo a Tempo a | Tempo final
n-BuLi | C,HsCO,Cl | t.a.(min)® -78°C (Tvariando/t.a.)
(min)” ()°
1 2.0 3.0 60 60 3/0
2 2.5 5.7 60 40 3/14
3 3.0 5.7 15 60 0/14

* Tempo de reac¢do apds adi¢do de BuLi, & temperatura ambiente (t.a.).
b Tempo de reagio apos adi¢do de C,HsCO,Cl, a -78 °C.
¢ Tempo de reagdo com variag¢do da temperatura de -78 °C até t.a./tempo de reagdo 2 t.a.

Sendo assim, adotou-se uma nova metodologia para a tentativa de
preparacdo em fase solida de analogos de 4cidos anacardicos baseada na reagao
de Sonogashira entre um brometo de arila e um alcino terminal imobilizado em

uma resina (ESQUEMA 3.33) (HANBALI et al., 2006).



66

NH
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Pd(PPh;), CICO,Et
_> —_—
OMe
o._Q

= n 1) H,
2) AICl,
—>  Andlogos de 4cidos anacardicos
3) NaOH

CO,Et 4) TFA

OMe

ESQUEMA 3.33 - Rota proposta para obtencdo de acidos anacdrdicos em fase
solida a partir da reacdo de Sonogashira

Para isto, primeiro seriam estabelecidas as condi¢Oes desta reacdo
em solucdo utilizando-se o alcino protegido com THP. Assim, apds esta etapa,
que visa a inser¢do da cadeia lateral variando o numero de carbonos (n), as
etapas seguintes seriam idénticas as ja descritas na metodologia anterior

(ESQUEMAS 3.34 e 3.35).

Br =~ nwOTHP " WOTHP
N
+ \/{OTHP Pd(PPhs),, Cul CICOEt
—_— —
" CO,Et
OMe OMe OMe
27 28

29
30

ESQUEMA 3.34- Rota proposta para preparacdo do composto 30
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ESQUEMA 3.35- Mecanismo para a reacao de Sonogashira

3.15.11 - Obtencao do 2-{[3-(3-metoxifenil)prop-2-in-1-
illoxi}tetraidro-2H-pirano (41a) e 2-[4-(3-metoxi-fenil)-3-

butiniloxi]-tetraidropirano (41b).

. // n OTHP

N

+ \M/OTHP Pd(PPhj),, Cul
-
B n=1,32%

OMe n=2,57% OMe

40a,n=1
39 40b, 0= 2 41a-b

ESQUEMA 3.36 - Obtengdo do 2-{[3-(3-metoxifenil)prop-2-in-1-il]oxi }tetraidro-
2H-pirano (41a) e 2-[4-(3-metoxi-fenil)-3-butiniloxi]-tetraidropirano (41b).

Primeiramente, a reacdo de Sonogashira entre o m-bromoanisol
(39) e o 2-propin-1-ol (40a) foi feita com Pd(Ph;), e piperidina sob atmosfera de

argdnio. Apés 24 h sob agitagdo magnética a 95°C nédo se observou a formagéo
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do produto desejado, apenas se recuperou o m-bromoanisol (linha 1, TABELA
3.9) (HANBALI et al., 2006).

A proxima tentativa foi a reacdo de Sonogashira entre o m-
bromoanisol e o alcino protegido correspondente com Pd(Ph;), e pirrolidina em
THF e utilizando o Cul como catalisador sob atmosfera de argbnio e agitagdo
magnética 2 80°C. O tempo total de reagdo foi de 12 h e os produtos puros
foram obtidos com 32 e 57% de rendimento para a reagdo com 2-propin-1-ol
(40a) e 3-butin-1-ol (40b) respectivamente (ESQUEMA 3.36) (linhas 2 e 3,

TABELA 3.9) (BHATTACHARYA & SENGUPTA, 2004).

TABELA 3.9 - Condig¢des reacionais utilizadas para obten¢ao de 41a-b.

Alcino Base/ Solvente | Condi¢des | Produto | Rendimento
Catalizador (%)
40a Piperidina/ --- 95°C,24 h --- ---
40a Pirrolidina/ DMF |80°C,12h 41a 32
Cul
40b Pirrolidina/ DMF |[80°C,12h 41b 57
Cul

Para 41a, no espectro de massas encontrou-se o pico m/z 246
referente ao ion molecular e o pico m/z 145 referente ao ion apds perda do grupo
OTHP.

Ao analisar o espectro de RMN 'H, observou-se um multipleto em
4,90 ppm referente ao hidrogénio do CH do grupo THP e 2 multipletos em 3,95-
3,84 e 3,62-3,52 ppm referentes aos 2 hidrogénios do CH, carbindlico do
mesmo grupo. Os outros 6 hidrogénios do grupo THP encontram-se em um
multipleto em 1,85-1,53 ppm (P. 181).

No espectro de RMN "°C, observou-se os sinais referentes aos
carbonos do CH do grupo THP e CH, da cadeia em 96,8 ¢ 61,9 ppm

respectivamente. Os carbonos da tripla ligagdo encontram-se em 84,6 e 84,9
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Para 41b, no espectro de massas encontrou-se o pico m/z 260
referente ao fon molecular e o pico m/z 85 caracteristico do grupo THP.

Ao analisar o espectro de RMN 'H, observou-se um multipleto em
4,70 ppm referente ao hidrogénio do CH do grupo THP e 3 multipletos em 3,98-
3,86; 3,71-3,63 e 3,59-3,48 ppm referentes aos 2 hidrogénios do CH,
carbindlico do mesmo grupo e 2 hidrogénios do CH, carbindlico da cadeia. Os
outros 6 hidrogénios do grupo THP encontram-se em um multipleto em 1,94-
1,53 ppm. O tripleto referente aos 2H do CH, ligado diretamente a tripla ligacao
encontra-se em 2,72 ppm (P. 182).

No espectro de RMN 13C, observou-se 0s sinais referentes aos
carbonos do CH do grupo THP, CH, carbindlico da cadeia e CH, da cadeia
ligado diretamente a tripla ligacdo em 98,7, 65,7 e 20,9 ppm respectivamente.

Os carbonos da tripla ligacao encontram-se em 84,7 e 81,3 ppm.

3.15.12 - Obtencao do 2-[4-(3-metoxifenil)butoxi]tetraidro-2H-
pirano (43).

A reacdo de hidrogenacdo de 41b foi feita com Pd-C 5% em
hexano. O tempo total de reacdo foi de 28 horas e o produto puro foi obtido

com 90% de rendimento (ESQUEMA 3.37).

OTHP
= > SOTHP
H,, Pd/C
90%

OMe OMe

41b 43

ESQUEMA 3.37 - Obteng¢ao do 2-[4-(3-metoxifenil)butoxi]tetraidro-2 H-pirano
(43).
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No espectro de massas encontrou-se o pico m/z 262 referente ao ion
molecular e o pico m/z 147 referente ao ion apds perda do grupo OTHP.

Ao analisar o espectro de RMN 'H, observou-se os 4 hidrogénios
da cadeia lateral, do CH, ligado diretamente ao anel e do adjacente a0 mesmo,
em um multipleto em 1,88-1,51 ppm, juntamente aos 6 H dos CH, do grupo
THP. O tripleto largo referente aos 2H do CH, ligado ao CH, carbindlico da
cadeia encontra-se em 2,62 ppm (P. 183).

No espectro de RMN "°C nio se observa mais os sinais referentes
aos carbonos da tripla ligacdo em 84,7 e 81,3 ppm. Os mesmos carbonos

hidrogenados encontram-se em 35,6 € 27,9 ppm.

3.15.13 - Tentativa de obtenciao dos compostos 42a-b e 44

A reagdo de substituicdo com cloroformato de etila foi realizada
com os compostos 41a-b e 43 a fim de avaliar a diferencga entre as reacdes com
os compostos de cadeia lateral contendo uma tripla ligacdo e de cadeia
totalmente saturada, porém em nenhum dos casos se observou a formac¢ao do
produto desejado (ESQUEMA 3.38). Obteve-se uma mistura complexa de
produtos que nao foram identificados.

Foram feitas em THF com n-BuLi e cloroformato de etila sob

atmosfera de N,
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ESQUEMA 3.38 - Tentativa de obten¢do dos compostos 42a-b e 44

Infelizmente ndao foi possivel realizar a sintese de 4cidos
anacardicos em fase soOlida. Foram feitas diversas tentativas, porém nao se
obteve sucesso. Como o objetivo deste projeto € a sintese desses compostos
para serem testados contra a enzima gGAPDH, decidiu-se cessar as tentativas

da sintese em fase solida.

3.16 - Bioensaios para avaliacao da atividade de inibicao da

enzima gGAPDH de T. cruzi.

Todos os compostos sintetizados foram enviados ao teste de
inibi¢ao da enzima gGAPDH de T. cruzi.

Os dados apresentados nas Figuras 1.13 e 1.15 da Introducdo para
os 4acidos anacdrdicos preparados por Severino et al. (2002) foram obtidos

utilizando-se as seguintes condi¢des reacionais:

Condigoes do Meio de Reacdo para Ensaio Enzimatico com NAD* como co-

fator:
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Tampao Trietanolamina 50 mM, pH 8,6;

Etilenodiaminotetracetato dissdédico (EDTA) 1 mM;

B-Mercaptoetanol 1mM;

Dimetilsulfoxido 1,4 mM;

Arseniato de Sodio 30 mM;

Nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™) 2,5 mM;

DL-Gliceraldeido-3-fosfato 0,3 mM;

Enzima 4-9 mg;

Temperatura 25 °C;

Tempo de andlise: 30 segundos;

Técnica: espectroscopia de absor¢do molecular no ultravioleta (340 nm).
Algumas condic¢des reacionais foram mudadas a fim de aperfeicoar

o ensaio, como as concentragdes de NAD" e DL-Giceraldeido-3-fosfato que

foram reduzidas consideravelmente. Atualmente os testes sdo realizados

utilizando-se as seguintes condi¢Oes reacionais:

Condicoes do Meio de Reacdo para Ensaio Enziméatico com NAD" como co-
fator (atual)

Tampao Trietanolamina 100 mM, pH 7,5;
Etilenodiaminotetracetato dissédico (EDTA) 1 mM;
B-Mercaptoetanol 1mM;

Dimetilsulfoxido 1,4 mM;

Arseniato de Sodio 30 mM;

Nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") 400 uM;
DL-Gliceraldeido-3-fosfato 600 uM;

Enzima 13 nM;

Temperatura 25 °C;

Tempo de andlise: 30 segundos;

Técnica: espectroscopia de absor¢ao molecular no ultravioleta (340 nm).
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Outra mudanca, talvez a mais significativa, que ocorreu na
realizacdo desses testes € que agora, no caso de se analisar um composto que
absorve no mesmo comprimento de onda do NADH (340 nm), utiliza-se como
cofator o Tio-NAD", ja que a absor¢do no ultravioleta ocorre em 400 nm para o
Tio-NADH. Anteriormente ndo se tinha esta opg¢do, sendo que qualquer
composto era analisado no comprimento de onda de 340 nm.

As condigdes reacionais para o teste com Tio-NAD™ s3o:

Condicoes do Meio de Reacido para Ensaio Enzimatico com Tio-NAD"
como co-fator:

Tampao Trietanolamina 100 mM, pH 7,5;
Etilenodiaminotetracetato dissédico (EDTA) 1 mM;
B-Mercaptoetanol 1mM;

Dimetilsulfoxido 1,4 mM;

Arseniato de Sodio 30 mM;

Tionicotinamida adenina dinucleotideo (Tio-NAD+) 250 uM;
DL-Gliceraldeido-3-fosfato 800 uM;

Enzima 41 nM;

Temperatura 25 °C;

Tempo de andlise: 30 segundos;

Técnica: espectroscopia de absorcao molecular no ultravioleta (A = 400 nm).

Foram enviados ao teste de inibicdo da enzima gGAPDH os 23
compostos sintetizados (FIGURA 3.3). Analisando-se os resultados obtidos
(TABELA 3.10), observa-se que o composto 24e apresentou uma inibi¢ao
bastante interessante, ji que a porcentagem de inibi¢cdo foi de 91% a 200 uM,
considerada igual a obtida para o composto padrio 1, e IC5,de 55 uM.

Para se confirmar o ICs, obtido anteriormente para o aldeido 4,

obtido a partir da ozondlise do acido anacardico natural, o que foi sintetizado
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neste trabalho foi submetido ao teste. Observou-se que este aldeido ndo
apresentou atividade inibitéria. Sendo assim, provavelmente o composto
enviado anteriormente, que havia apresentado ICsyde 4 uM, teve sua atividade
de inibicdo alterada por ndo estar puro ou mesmo ndo era o composto esperado.
A partir destes resultados o que se observou foi que, ao contrdrio
do proposto anteriormente, para melhores atividades inibitérias ndo sao

necessarias cadeias alquilicas menores e com um grupo polar na extremidade.
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FIGURA 3.3 - Compostos enviados ao teste de inibicao da enzima gGAPDH
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TABELA 3.10 - Resultados da avaliagdo bioldgica dos compostos sintetizados
frente a enzima gGAPDH de 7. cruzi.

Composto

Inibicao (%)
200 uM

1

95

19a-e

<10

20a-e

<10

22a

10

22b

10

22¢,d

<10

22e

13

24a

14

24b

16

24c¢

19

24d

<10

24e

91

4

<10

41b

<10

43

<10

Composto

ICsp (uM)

1

284

24e

55%6
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3.17 - Modelagem molecular dos compostos que apresentaram

atividade inibitoria contra a enzima gGAPDH de T. cruzi

A partir dos resultados de inibi¢cdo enzimética foi realizado um
estudo de modelagem molecular para os compostos que apresentaram boa
atividade inibitéria. Foram gerados pelo programa FlexX alguns modelos onde
se analisa as possiveis interacdes entre a molécula e o sitio ativo da enzima, com
o objetivo de melhor entender os resultados observados experimentalmente. O
que se observou apds os testes de inibi¢do enzimdtica € que o composto que
apresentou melhor resultado foi o composto 24e, com maior tamanho de cadeia
lateral alquilica (n = 12) dentre os compostos testados, quando esta ndo possui
um grupo polar na sua extremidade.

Quanto aos mecanismos de inibi¢do, podem-se agrupar os
inibidores em duas grandes categorias, irreversiveis e reversiveis, segundo a
estabilidade de sua ligagdo com a molécula da enzima. Os inibidores
irreversiveis reagem quimicamente com as enzimas, levando a uma inativacao
das mesmas praticamente definitiva. Os inibidores reversiveis sdo classicamente
divididos em dois grupos: os competitivos € os ndo competitivos. O critério
usado para esta divisdo € o estabelecimento (ou ndo) de competicdo entre o
inibidor e o substrato pelo sitio ativo da enzima. A identificacdo do tipo de
inibi¢do pode ser sugerida pela comparacao entre a estrutura do inibidor e a do
substrato, mas € revelada inequivocamente pela cinética da reacdo catalisada em
presenga do inibidor.

Para o estudo de modelagem molecular, neste trabalho, assumiu-se
inibicdo competitiva da enzima gGAPDH pelos 4cidos anacardicos.

Inicialmente, foi feito um estudo de docking para o composto 1,
acido anacardico natural com cadeia lateral de 15 carbonos, no sitio ativo da
enzima, e dentre diversos modelos gerados, foram selecionados quatro que

melhor explicariam as possiveis interacdes entre 0 composto € a enzima (FIGURA
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3.4). Nesta figura observa-se 4 modelos de acomodac¢do no sitio ativo para o
acido anacérdico 1, sendo que ha sobreposicdo do anel aromético para todas
elas, ou seja, para os 4 modelos ocorrem interacdes do tipo “ligacao hidrogénio”
entre os grupos dacido e metoxi do anel aromdtico com os residuos de
aminodcidos do sitio catalitico, asparagina (Asn-335) e glutamato (Glu-336)
respectivamente. Ja as cadeias laterais se dispdoem de formas distintas entre si.
Observa-se que um dos modelos, o que melhor evidencia a acomoda¢do da
cadeia lateral alquilica em uma regido hidrofébica € o que situa a cadeia mais

externamente em relagdo aos outros modelos.

FIGURA 3.4 - Modelos de interagdes gerados para o dcido anacdrdico natural 1 no
sitio ativo da enzima gGAPDH.

Sendo assim, a proxima figura (FIGURA 3.5) mostra somente este
modelo, que foi o selecionado na tentativa de melhor entender como a molécula

do 4cido anacérdico 1 se alojaria no sitio ativo da enzima.
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FIGURA 3.5 - Modelo de interagdo que melhor explica as possiveis interagoes
entre o composto 1 e o sitio ativo da enzima gGAPDH.

O mesmo procedimento foi realizado com o composto 24e e, dentre
os modelos gerados para este composto, 0 modelo selecionado foi o que esta
representado na FIGURA 3.6. Observou-se, como para o composto anterior, que a
cadeia lateral alquilica também se acomoda em uma regido hidrofébica, porém
distinta, e que os grupos acido e metoxi apresentam fortes interacdes do tipo
“ligag¢ao hidrogénio” com residuos de aminodcidos do sitio catalitico, mas neste
caso ocorrem com residuos de arginina (Arg-249) e treonina (Thr-197)
respectivamente, ou seja, este composto, segundo o modelo gerado por docking,

acomoda-se no sitio ativo de maneira distinta do composto 1.
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FIGURA 3.6 - Modelo de interagdo que melhor explica as possiveis interagoes
entre o composto 24e e o sitio ativo da enzima gGAPDH.

A Figura 3.7 representa o modelo gerado para o composto 1 (rosa),
juntamente com o gerado para o composto 24e (azul). Assim, é possivel

visualizar melhor como cada composto se dispde no sitio ativo da enzima.

FIGURA 3.7 - Sobreposicao dos modelos gerados para os compostos 1 (rosa) e
24e (azul) no sitio ativo da enzima gGAPDH.



80

A enzima gGAPDH possui um sitio ativo bastante grande, o que
permite as moléculas se acomodarem de diferentes maneiras, porém, ndo sé as
interacOes eletrostaticas irdo guiar a melhor conformacdo para a molécula, mas
também, juntamente a estas interacdes, estd a melhor forma na qual a molécula
pode se alojar no sitio ativo.

E o que se observa nesta figura, cada molécula se acomoda ao sitio
buscando a conformag¢do mais adequada em relacdo as interagdes mais
favordveis e melhor acomodacio fisica, sempre levando em consideracdo os
aspectos mais positivos. Isto talvez evidencie a importancia do tamanho da
cadeia alquilica na maneira como estes compostos interagem com a enzima, €
consequentemente, estas diferentes conformacdes entre uma molécula e outra
podem estar relacionadas as inibigdes enzimadticas observadas. No caso do
composto 1, que apresenta uma cadeia alquilica maior e melhor inibicao frente a
enzima gGAPDH, talvez este comprimento da cadeia alquilica permita a
molécula uma conformacdo de forma a melhor explorar a regido hidrofdbica
disponivel, mantendo as interagdes eletrostdticas entre os grupos do anel e

residuos de aminodcidos presentes na regiao adequada.

3.18 - Bioensaios para avaliacio da atividade de inibicao da

enzima PNP de S. mansoni.

A esquissotomose ¢ um grande problema de satde publica no
mundo desenvolvido. E endémica em 76 paises e estd na escala das doencas
parasitdrias depois da maldria em termos de impactos econdmicos e sociais e de
importancia para a saude publica. A enzima Purina Nucleosideo Fosforilase
(PNP) catalisa a clivagem da ligagdo glicosidica de ribonucleosideos e
deoxirribonucleosideos de guanina, hipoxantina € um nimero de nucleotideos

relatados serem congéneres, na presenca de fosfato inorganico como um
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segundo substrato para gerar base purina e ribose (desoxirribose)-1-fosfato,
sendo que esta participa do caminho de recuperacdo de purina em S. mansoni.

E conhecido que os parasitas, diferentemente dos hospedeiros
mamiferos, ndo tem a capacidade de sintetizar purino nucleotideos de novo e
dependem exclusivamente do caminho de recuperacdo, sugerindo que um
componente nesta enzima possa representar um potencial alvo para novos
quimioterdpicos. Deste modo, a enzima PNP foi isolada (PEREIRA et al., 2005)
tornando possivel a busca por ligantes.

Em colaboracio com o Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo do
Instituto de Fisica de Sao Carlos da Universidade de Sdo Paulo, alguns

compostos foram ensaiados e suas atividades sdo mostradas na TABELA 3.11.

Os ensaios cinéticos sdo baseados na reacao catalisada pela PNP:

PNP
e

Inosina + P; Hipoxantina + ribose-1-fosfato

A medida da atividade da PNP requer o uso de um ensaio
combinado, onde numa reacdo subseqiiente, a hipoxantina € convertida pela
acdo da enzima xantina oxidase (X.0.) em 4cido trico, que absorve a radia¢io
ultravioleta em 293 nm. Portanto, pela medida da taxa de formacio de acido

urico, € possivel medir a atividade da PNP.

Xanti . .
Hipoxantina ﬂ» Acido Urico (293 nm)

Oxidase

Analisando-se os resultados obtidos para esta enzima, observa-se
que os compostos mais ativos foram 24e e 24d que apresentaram resultados de
inibi¢do bastante interessantes, ICsy de 30 e 172 uM respectivamente, quando

comparado com o 4cido anacdrdico natural 1 (TABELA 3.11).
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TABELA 3.11 - Resultados da avaliacdo bioldgica dos compostos sintetizados
frente a enzima PNP de S. mansoni.

Composto Inibicao (%)
200 pM
1 98
19e 35
20e 12
22a 23
22b 23
22e 10
24a <10
24b <10
24c <10
24d 60
24e 98
4 12
41b 40
43 19
Composto ICsy (M)
1 10+ 1,6
24d 172 £27
24e 306

3.19 - Modelagem molecular dos compostos que apresentaram

atividade inibitoria contra a enzima PNP de S. mansoni.
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Assim como para a enzima gGAPDH de T. cruzi, para a enzima
PNP de S. mansoni, a partir dos resultados de inibi¢do enzimatica, foi realizado
um estudo de modelagem molecular para os compostos que apresentaram boa
atividade inibitoria. Foram gerados alguns modelos onde se analisa as possiveis
interagdes entre a molécula e o sitio ativo da enzima, com o objetivo de melhor
entender os resultados observados experimentalmente.

Observou-se que os compostos que apresentaram melhores
resultados foram os compostos 24d e 24e, com maior tamanho da cadeia lateral
alquilica, quando esta ndo possui um grupo polar na sua extremidade.

Inicialmente entdo, foi feita uma docagem do acido anacardico 1
no sitio ativo da enzima, onde foi possivel observar que a cadeia lateral alquilica
se acomoda em uma regido hidrofdbica e o grupo acido do anel aromaético
apresenta interacdo do tipo ‘ligacdo hidrogénio” com o residuo de aminoacido
metionina (Met-221), enquanto que o grupo metoxi apresenta 0 mesmo tipo de

interacdo com os residuos serina (Ser-35) e tirosina (Tyr-90) (FIGURA 3.8).

FIGURA 3.8 - Modelo de interagao que melhor explica as possiveis interagdes
entre o composto 1 e o sitio ativo da enzima PNP.

Um fato muito interessante € o que ocorre quando sdo gerados

modelos para os compostos 24d e 24e, onde se observa uma sobreposi¢do de
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ambas as moléculas com o composto 1, ou seja, para estas 3 moléculas o modelo

de interacdo proposto € idéntico (FIGURA 3.9).

FIGURA 3.9 - Sobreposicao dos modelos gerados para os compostos 1 (laranja),
24d (cinza) e 24e (amarelo) no sitio ativo da enzima PNP.

Analisando-se o composto 1 na superficie do sitio ativo, na
presenca dos residuos cataliticos tirosina (Tyr-202) e asparagina (Asn-245),
observa-se que a cadeia alquilica se dobra envolvendo o residuo Tyr-202 e
acomodando a cadeia em uma regido hidrofébica (FIGURA 3.10). Esta
conformacdo € bastante interessante, pois pode explicar a importancia do
tamanho da cadeia alquilica na atividade destes compostos contra esta enzima, ja
que se observa que a mesma se situa de forma relevante quando observamos o

modelo de interacdo proposto.
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FIGURA 3.10 - Representa¢dao do composto 1 na superficie do sitio ativo da

enzima PNP.

Sendo a PNP uma enzima que apresenta um sitio catalitico
pequeno, os compostos que apresentaram melhores resultados se dispuseram
todos de forma idéntica, porém, quando a cadeia lateral é maior, esta disposicdao
da molécula pode ser mais assegurada, permitindo ao composto que melhor
acomode a cadeia numa regido hidrofébica e consequentemente conferindo
maior rigidez ao sistema. Talvez, quanto menor a cadeia lateral destes
compostos, maior a dificuldade dos mesmos em manter esta posicao ao redor do
residuo Tyr-202 e consequentemente menor € sua eficiéncia como inibidor desta

enzima (FIGURA 3.11).

FIGURA 3.11- Representacao dos compostos 24e (a esquerda) e 24d (a direita) na
superficie do sitio ativo da enzima PNP.
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A proxima figura (FIGURA 3.12) foi gerada a partir de uma
ferramenta on-line que classifica as interacdes entre o ligante e o receptor.
Esferas azuis representam interagOes favoraveis enquanto que esferas vermelhas
representam interagdes desfavordveis, € a magnitude das forgcas dessas
interagdes estdo relacionadas ao tamanho das esferas, quanto maior a esfera,
maior € a interacdo ligante-receptor.

Observa-se nesta figura que o modelo proposto € bastante
fortalecido quanto das interacdes ligante-receptor, que sdo bastante favordveis
quando o composto se encontra nesta conformacgdo, principalmente as interacoes

entre os &tomos da cadeia e do residuo Tyr-202.

FIGURA 3.12 - Representacao da magnitude das interagOes ligante-receptor para
o composto 1 no sitio ativo da enzima PNP.
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4 - Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho foi sintetizada uma série de 4cidos anacérdicos e
analogos, totalizando 23 compostos, variando-se o tamanho da cadeia lateral
alquilica, contendo ou ndo um grupo polar na sua extremidade. Entre estes
também estdao andlogos com substituintes nas fung¢des carboxila e hidroxila. A
rota sintética tem como material de partida o m-anisaldeido, que, apds 5 etapas e
bons rendimentos, leva a um intermedidrio comum, um sal de fosfonio (6). A
inser¢cdo da cadeia lateral se da através da reacdo de Wittig com diversos
aldeidos.

A obteng¢do destes compostos foi realizada através da sintese
classica em solucdo. Porém, visando-se inovar na sintese de acidos anacardicos,
algumas tentativas foram feitas com o objetivo de se obter os mesmos através de
sintese em fase solida. Para isto, inicialmente, adotou-se a mesma metodologia
utilizada para a sintese em solugdo. Apds tentativas frustradas, testou-se, como
metodologia alternativa, a reacdo de Sonogashira em fase so6lida.

Infelizmente ndo se obteve sucesso em nenhuma das metodologias
adotadas. Como o objetivo deste projeto € a sintese de dcidos anacérdicos e
andlogos para serem testados contra a enzima gGAPDH de 7. cruzi, decidiu-se
cessar as tentativas da sintese em fase s6lida e finalizar o projeto com a obtencao
dos acidos anacardicos em solucao.

Estes compostos foram avaliados quanto a atividade inibitéria
frente as enzimas gGAPDH de T. cruzi e PNP de S. mansoni. E o que se
observou apds andlise dos resultados experimentais foi que os bons resultados
de inibi¢do enzimatica, para ambas as enzimas, foram obtidos para compostos
com maiores tamanhos de cadeia lateal alquilica, sem um grupo polar na sua
extremidade, ao contrario do que se havia proposto anteriormente para a enzima

gGAPDH. A proposta anterior baseou-se no resultado de inibicdo que se
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acreditava ter obtido para o aldeido 4, mas o presente trabalho, através da sintese
deste composto, pdde comprovar sua ineficicia diante de ambas as enzimas.

Foram realizados estudos de modelagem molecular buscando
entender de que forma estas moléculas interagem com o sitio ativo das enzimas
estudadas e como estas interagdes podem explicar os resultados obtidos
experimentalmente, contribuindo assim para o melhor entendimento das
interacdes dos ligantes com a enzima e fornecendo informagdes para a
preparagdo de outros derivados com uma atividade inibitoria mais eficiente.

Sdo conhecidos diversos inibidores da enzima PNP, e os acidos
anacdrdicos e andlogos representam uma nova classe de inibidores desta enzima.
Para a enzima gGAPDH, estes acidos sdo 0s compostos mais ativos que se
conhece contra esta enzima.

Para continuacdo deste trabalho serdo necessarios estudos cinéticos
a fim de se obter o padrdo de reconhecimento molecular da enzima gGAPDH
em relacdo aos acidos anacardicos. Este estudo, juntamente com os resultados

obtidos experimentalmente, devera guiar a sintese de novos compostos.
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5 - Experimental

5.1 - Procedimento Experimental

5.1.1 - Preparacao do (3-metoxifenil)metanol (9)

Em um baldo de fundo redondo seco contendo o m-anisaldeido
(2,03 g; 0,015 mol), adicionou-se metanol tratado (10 mL) e NaBH, (0,14 g;
3,75 mmol) lentamente sob agitacdo magnética e em banho de gelo. Manteve-
se a agitacdao durante 2 horas. Adicionou-se dgua (10 mL) a mistura reacional e
extraiu-se o produto com acetato de etila (3 x 25 mL). Secou-se a fase organica
com sulfato de sédio anidro e evaporou-se o solvente a pressdo reduzida.
Purificou-se o produto em coluna cromatografica usando silica gel e
hexano:acetato de etila (6:4) como eluente. Obteve-se o produto desejado com

rendimento de 99% (1,89 g; 0,014 mol).

RMN 'H (200 MHz, CDCly): 8 7,23 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,90-6,77 (m, 3H); 4,58
(s, 2H); 3,76 (s, 3H): 2,65 (sl, 1H).

RMN "°C (50 MHz, CDCl;): & 159,7; 142,5; 129,4; 119,0; 113,0; 112.,2; 64,9;
55,0.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 138 (100) (M*), 121 (13), 109 (75), 105 (33),
79 (28), 77 (81), 51 (33).

IV (Vonas, filme): 784, 858, 1035, 1596, 3429 cm ™.

5.1.2 - Preparacao do 1-(clorometil)-3-metoxibenzeno (10)
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Em um baldo de fundo redondo seco contendo o (3-
metoxifenil)metanol (9) (1,50 g; 0,011 mol), sob agitacdo magnética e atmosfera
de N,, adicionou-se benzeno (9 mL), piridina (0,44 mL; 5,5 mmol) e
finalmente o SOCI, (5,62 mL; 0,077 mol) em banho de gelo. Manteve-se sob
agitacdo e atmosfera de N, durante 2 horas.

Adicionou-se dgua (7 mL) e solugdo saturada de bicarbonato de
s6dio (10 mL) a mistura reacional em banho de gelo. Aguardou-se alguns
minutos até que cessasse a efervescéncia e em seguida extraiu-se o produto com
acetato de etila (3 x 25 mL). Lavou-se a fase organica com solugdo saturada de
cloreto de sédio, secou-se com sulfato de sédio anidro e evaporou-se o solvente
a pressao reduzida. Purificou-se o produto em coluna cromatogrifica usando
silica gel e hexano:acetato de etila (8:2) como eluente. Obteve-se o produto

desejado com rendimento de 96% (1,16 g; 7,43 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCly): § 7,27 (t; J = 8,0 Hz, 1H); 6,99-6,92 (m, 2H); 6,85
(ddd, 1H, T = 1,0; 2,5 e 8,0 Hz); 4,56 (s, 2H); 3,81 (s, 3H).

RMN "C (50 MHz, CDCl;): & 159,8; 138,9; 129,7; 120,7; 114,06; 113,99;
55,2; 46,2.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 158 (8) (M), 156 (29) (M"), 121 (100), 106
(2), 92 (2), 91 (30), 77 (26), 51 (20).

IV (Vi filme): 711, 1274, 1490, 1602, 2837, 2960 cm .

5.1.3 - Preparacao da 1-(3-metoxifenil)-V,N-dimetilmetanamina

(11)
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Em um baldo de fundo redondo seco contendo o 1-(clorometil)-3-
metoxibenzeno (10) (2,50 g, 0,016 mol), adicionou-se diclorometano (12,5 mL)
e dimetilamina (12,5 mL, 0,24 mol), sob agitacdo magnética. Manteve-se a
agitacao durante 24 horas.

Adicionou-se dgua (10 mL) a mistura reacional e extraiu-se o
produto com diclorometano (3 x 10 mL). Secou-se a fase organica com sulfato
de sédio anidro e evaporou-se o solvente a pressdo reduzida. Purificou-se o
produto através de destilacdo a vacuo e obteve-se um rendimento de 94% (2,50

g; 0,032 mol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): § 7,22 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,90-6,87 (m, 2H); 6,80
(ddd, 1H, J = 1,0; 2,5 e 8,0 Hz); 3,80 (s, 3H); 3,39 (s, 2H); 2,24 (s, 6H).

RMN "°C (50 MHz, CDCl;): & 159,6; 140,5; 129,1; 121,4; 114,3; 112,7; 64,4;
55,1;45.4.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 165 (8) (M"), 136 (3), 122 (25), 107 (4), 92
(3), 91 (9), 65 (6), 77 (8), 58 (100).

IV (Vi filme): 783, 1043, 1269, 1488, 1602, 2775, 2943 cm ™"

5.4 Preparacio do 2-(clorometil)-6-metoxibenzoato de etila (12)

Em um balao de fundo redondo seco contendo uma solucdo de 1-(3-
metoxifenil)-N, N-dimetilmetanamina (11) (1,00 g; 6,5 mmol) em THF seco (20
mL), sob agitacdo magnética e atmosfera de N,, adicionou-se uma solucao de n-
butilitio em hexano (0,91 M; 9,30 mL; 8,5 mmol) a 0°C. Depois de 1 hora de
agitacdo a temperatura ambiente, adicionou-se cloroformato de etila (4,25 mL;

34,5 mmol) a —78 °C e manteve-se a mistura nestas condi¢des por mais 1 hora.
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Ap0s, a temperatura ambiente, manteve-se a agitacdo e atmosfera de N, durante
24 horas.

Adicionou-se 4gua (7 mL) a mistura reacional e extraiu-se o
produto com diclorometano (3 x 15 mL). Secou-se a fase organica com sulfato
de sédio anidro e evaporou-se o solvente a pressdo reduzida. O produto foi
destilado a vacuo e em seguida submetido a coluna cromatogréfica usando silica
gel e hexano:acetato de etila: diclorometano (8:1:1) como eluente. Obteve-se um

rendimento de 42% (0,58 g; 2,5 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCl;): 87,36 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 7,03 (d, 1H, J = 8,0 Hz);
6,92 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 4,61 (s, 2H); 4,44 (q, 2H, J = 8,0 Hz); 3,85 (s, 3H);
1,40 (t, 3H, J = 8,0 Hz).

RMN "°C (50 MHz, CDCl5): § 166,9; 156,8; 136,0; 130,9; 123,5; 121,8; 111,7;
61,5;56,1; 43,3; 14,2.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 228 (25) (M"), 193 (12), 185 (30), 184 (60),
183, (81), 182 (100), 147 (16), 118 (8), 105 (32), 77 (35), 51 (34).

IV (Viax, filme): 732, 1272, 1473, 1735, 1820, 2979 cm".

5.1.4 - Preparacao do cloreto de 2-(etoxicarbonil)-3-

(metoxibenzil)trifenilfosfonio (13)

Em um baldo de fundo redondo seco contendo uma solucdo de 2-
(clorometil)-6-metoxibenzoato de etila (12) (1,43 g; 6,3 mmol) em acetonitrila
seca (10,0 mL), sob agitacdo magnética e atmosfera de N,, adicionou-se
trifenilfosfina (2,14 g, 6,3 mmol) e manteve-se em refluxo a 95 °C durante 72

horas.
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O solvente foi removido e o residuo foi lavado com éter etilico seco
(10 x 5 mL). Finalmente o produto foi colocado sob vicuo para total

evaporacgao do solvente e o rendimento obtido foi de 82% (2,52 g; 5,14 mmol).

P.F.: 209-213 °C. Literatura: 203-207 °C (YAMAGIWA et al., 1987).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 7,83-7,71 (m, 3H); 7,65-7,55 (m, 12H); 7,26 (t,
1H, J = 8,0 Hz); 7,00 (dd, 1H, J = 2,0 e 8,0 Hz); 6,91 (dd, 1H, J = 2,0 e 8,0 Hz);
541 (d, 2H, J = 14,0 Hz); 4,06 (q, 2H, J = 8,0 Hz); 3,77 (s, 3H); 1,20 (t, 3H, J =
8,0 Hz).

RMN C (50 MHz, CDCl;): § 166,6; 158,3; 134,9; 134,8; 134,2; 134,0; 132,0;
131,8; 130,0; 129,8; 128,2; 128,1; 123,7; 123,6; 123,4; 118,4; 116,7; 112,3;
112,25 61,2; 56,3; 29,3; 28,4; 13,8.

IV (Vinax, KBr): 1712, 1439, 1284, 798, 542 cm ™

5.1.5 - Procedimento geral para preparacao dos aldeidos 14-18

5.1.5.1 - Monoprotecao dos didis

Em um baldo seco contendo o respectivo diol (0,019 mol),
diclorometano (20 mL) e Amberlyst (0,2 g), sob agitacdo magnética e banho de
gelo, adicionou-se DHP (2,1 mL, 0,022 mol) gota a gota. Apds, manteve-se a
mistura a temperatura ambiente e ao final da reagdo a mesma foi filtrada em um
funil analitico e o solvente evaporado a pressao reduzida.

O produto foi em seguida submetido a coluna cromatografica

usando silica gel e hexano:acetato de etila como eluente (TABELA 5.1).
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TABELA 5.1 - Alcoois obtidos ap6s protecdo com DHP e rendimentos com que
foram obtidos.

Alcoois protegidos Rend. (%)
5-(tetraidro-2-piraniloxi)-pentanol 78
7-(tetraidro-2-piraniloxi)-heptanol” 85
9—(tet1raidr0—2—piranﬂoxi)—nonanolb 84

a. eluente utilizado na purificagdo: hexano:acetato de etila (6:4)

b. eluente utilizado na purificacdo: hexano:acetato de etila (7:3)

5-(tetraidro-2-piraniloxi)-pentanol:

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 116 (1); 101(22); 85 (100); 69 (86); 56 (69).

7-(tetraidro-2-piraniloxi)-heptanol:

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 215 (1) (M), 101 (20), 85 (100), 67 (42), 55
(78)

9-(tetraidro-2-piraniloxi)-nonanol:

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 125 (1); 115 (1); 101 (19); 85 (100); 69
(44); 55 (97).

5.1.5.2 - Obtencao dos aldeidos 14-18

Em um baldo seco contendo PCC (1,73 g; 6,5 mmol) e CH,Cl,
(10,0 mL), adicionou-se o respectivo alcool (5,4 mmol) gota a gota. Manteve-se
a solucdo sob agitacdo magnética por 3 horas e apds o término da reacdo, esta
foi filtrada com éter (20,0 mL) em funil de placa sinterizada contendo silica,

celite e carvao ativado. Apds, a solucao foi concentrada e filtrada novamente em
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uma pipeta contendo silica. Os rendimentos obtidos encontram-se na TABELA

5.2.

TABELA 5.2 - Aldeidos utilizados nas reacoes de Wittig e rendimentos com que

foram obtidos.

Aldeidos Rend. (%)
14 5-(tetraidro-2-piraniloxi)-pentanal 77
15 7-(tetraidro-2-piraniloxi)-heptanal 70
16 9-(tetraidro-2-piraniloxi)-nonanal 76
17 Octanal 76
18 Undecanal 70

5-(tetraidro-2-piraniloxi)-pentanal (14):

IV (Vina, filme): 2940, 2863, 1725, 1028, 1031, 728 cm .

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 101 (15), 85 (100), 67 (32), 57 (54).

7-(tetraidro-2-piraniloxi)-heptanal (15):

IV (Vi filme): 2939, 2863, 1728, 1028, 737 cm’.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 113 (9), 95 (12), 85 (100), 69 (29), 56 (51)

9-(tetraidro-2-piraniloxi)-nonanal (16):

IV (Vi filme): 2939, 2863, 1728, 1028, 737 cm™".

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 113 (14), 95 (15), 85 (100), 69 (30), 56 (53).
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Octanal (17):

IV (Vina, filme): 1456, 1612, 1712, 1737, 2856, 2946, 2956 cm’.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 142 (1); 126 (8); 109 (6); 95 (14); 82 (28);
68 (29); 57 (100).

Undecanal (18):

IV (Vi filme): 1456, 1611, 1712, 1735, 2856, 2942, 2956 cm’.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 110 (3); 100 (5); 84 (20); 69 (17); 56 (53);
41 (100).

5.1.6 - Preparacao dos compostos 19a-e

Em um baldo seco contendo o sal de fosfonio 13 (500 mg; 1,02
mmol) em THF seco (3,06 mL) e atmosfera de N, adicionou-se uma solu¢do de
LHMDS em hexano (1M; 1,53 mL; 1,53 mmol) a —-78°C. Apés 30 minutos de
agitacdo a esta temperatura, adicionou-se lentamente uma solugcdo do aldeido
(14-18) (1,22 mmol) em THF (3,06 mL) e deixou-se a mistura em agita¢ao até
atingir a temperatura ambiente.

Ap0s, evaporou-se o solvente, o residuo foi diluido em hexano e os
precipitados resultantes foram filtrados em um funil de placa sinterizada
contendo silica. O filtrado foi concentrado a pressdo reduzida e submetido a
destilacdao e coluna cromatogréfica usando silica gel e hexano:acetato de etila

(95:5) e depois (9:1) como eluente (TABELA 5.3).



Experimental

101

TABELA 5.3 - Quantidades dos reagentes utilizados na preparacao dos compostos

19a-e.

Aldeido Produto Rendimento
(mg) obtido (%)
(mg/mmol)

14 19a 18
(227) (65/0,18)

15 19b 36
(261) (143/0,36)

16 19¢ 24
(295) (105/0,25)

17 19d 51
(156) (160/0,52)

18 19e 31
(207) (110/0,32)

Dados espectroscopicos do 2-metoxi-6-[6-(tetraidro-piran-2-iloxi)-hex-1-

enil]-benzoato de etila (19a) - mistura E:Z (1,5:1)

Isémero E: RMN 'H (200 MHz, CDCly): § 7,27 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 7,10 (d,
1H, J = 8,0 Hz); 6,86 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 6,41-6,31 (m, 1H); 6,20 (dt, 1H, J =
6,2 e 15,6 Hz); 4,59-4,53 (m, 1H); 4,41 (g, 2 H, J = 7,1 Hz); 3,82 (s, 3H); 3,78-
3,62 (m, 2H); 3,55-3,32 (m, 2H); 2,24-2,17 (m, 2H); 1,75-1,47 (m, 12H); 1,38

(t, 3H,J=7,1 Hz).

Isomero Z: RMN 'H (200 MHz, CDCl,): § 7,29 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,80-6,75
(m, 2H); 6,41-6,31 (m, 1H); 5,72 (dt, 1H, J = 7,4 e 11,5 Hz); 4,59-4,53 (m, 1H);
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436 (q, 2 H, J = 7,1 Hz); 3,83 (s, 3H); 3,78-3,62 (m, 2H); 3,55-3,32 (m, 2H);
2,24-2,17 (m, 2H); 1,75-1,47 (m, 12H); 1,34 (t, 3H, T = 7,1 Hz).

Isdmero E: RMN "°C (50 MHz, CDCly): § 168,1; 156,3; 136,4; 134,1; 130,0;
126,4; 121,5; 117,7; 109,3; 98,8; 67,3; 62,2; 61,1; 55,9; 32,9; 30,7; 29,2; 25,8;
25,5; 19,6; 14,2.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 278 (7), 232 (39), 187 (27), 115 (18), 85
(100), 57 (33).

IV (Voo filme): 736, 869, 1022, 1076, 1267, 1365, 1471, 1575, 1731, 2867,
2039 cm".

Dados espectroscopicos do 2-metoxi-6-[8-(tetraidro-piran-2-iloxi)-oct-1-

enil]-benzoato de etila (19b) - mistura E:Z (1,5:1)

Isomero E: RMN 'H (200 MHz, CDCly): 8 7,27 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 7,09 (d,
1H, J = 8,0 Hz); 6,86 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 6,40-6,30 (m, 1H); 6,19 (dt, 1H, J =
6,0 e 15,6 Hz); 4,59-4,56 (m, 1H), 4,40 (q, 2H, J = 7,1 Hz); 3,82 (s, 3H); 3,77-
3,65 (m, 2H); 3,54-3,33 (m, 2H); 2,20-2,13 (m, 2H); 1,75-1,46 (m, 11H); 1,38
(t, 3H,J =7,1 Hz), 1,42-1,30 (m, 3H).

Isémero Z: RMN 'H (200 MHz, CDCly): § 7,29 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,79-6,75
(m, 2H); 6,40-6,30 (m, 1H); 5,71 (dt, 1H, J = 7.4 e 11,5 Hz); 4,59-4,56 (m, 1H),
435 (q, 2H, J = 7,1 Hz); 3,83 (s, 3H); 3,77-3,65 (m, 2H); 3,54-3,33 (m, 2H);
2,20-2,13 (m, 2H); 1,75-1,46 (m, 11H); 1,34 (t, 3H, J = 7,1 Hz), 1,42-1,30 (m,
3H).
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Isomero E: RMN "°C (50 MHz, CDCl;): & 168,1; 156,4; 136,5; 134.,4; 130,0;
126,1; 121,5; 117,7; 109,2; 98.8: 67.6; 62.3; 61,1; 55,9; 33.1; 30.8; 29,7; 29.,6;
29.1:26.1; 25,5: 19.7; 14,3.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 260 (1), 187 (23), 174 (12), 115 (17), 85
(32), 55 (100).

IV (Viaw filme): 811, 1033, 1068, 1110, 1267, 1471, 1577, 1585, 1731, 2856,
2935 cm™.

Dados espectroscopicos do 2-metoxi-6-[10-(tetraidro-piran-2-iloxi)-dec-1-

enil]-benzoato de etila (19¢) - mistura E:Z (1,5:1)

Isomero E: RMN 'H (200 MHz, CDCl»): 6 7,26 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 7,09 (d,
1H, J = 8,0 Hz); 6,85 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 6,39-6,30 (m, 1H); 6,19 (dt, 1H, J=
6,2 e 15,6 Hz); 4,60-4,53 (m, 1H), 4,40 (q, 2H, J = 7,1 Hz); 3,81 (s, 3H); 3,75-
3,66 (m, 2H); 3,54-3,31 (m, 2H); 2,16 (qui, 2H, J = 6,2 Hz); 1,78-1,47 (m, 8H);
1,38 (t, 3H, J =7,1 Hz), 1,41-1,22 (m, 10H).

Isémero Z: RMN 'H (200 MHz, CDCly): § 7,29 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,79-6,74
(m, 2H); 6,39-6,30 (m, 1H); 5,71 (dt, 1H, J = 7.4 e 11,5 Hz); 4,60-4,53 (m, 1H),
435 (q, 2 H, J = 7,1 Hz); 3,82 (s, 3H); 3,75-3,66 (m, 2H); 3,54-3,31 (m, 2H);
2,16 (qui, 2H, J = 7,4 Hz); 1,78-1,47 (m, 8H); 1,34 (t, 3H, T = 7,1 Hz), 1,41-1,22
(m, 10H).

Isomero E: RMN "°C (50 MHz, CDCl;): & 168,1; 156,3; 136,5; 135,1; 130,0;
126,1; 121.5; 117.7; 109.2; 98.8: 67.6; 62.3: 61,1; 55,9; 33,1 30,8: 29,7; 29.4
(20); 29,1, 28,5, 26,2; 25,5; 19,6; 14,2.
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E.M. (intensidade relativa, %): m/z 334 (1), 288 (7), 187 (27), 174 (100), 115
(29),91 (11), 55 (54).

IV (Via filme): 734, 810, 1031, 1068, 1110, 1268, 1471, 1575, 1731, 2854,
2029 cm!.

Dados espectroscopicos do 2-metoxi-6-non-1-enil-benzoato de etila (19d) -

mistura E:Z (1,5:1)

Isdémero E: RMN 'H (200 MHz, CDCl5): § 7,25 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 7,09 (d,
1H, J = 8,0 Hz); 6,86 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 6,40-6,30 (m, 1H); 6,20 (dt, 1H, J =
6,2 e 15,6 Hz); 4,40 (q, 2H, J = 7,1 Hz); 3,80 (s, 3H); 2,16 (qui, 2H, J = 6,2 Hz);
1,37e 1,37 (t, 3H, J = 7,1 Hz); 1,50-1,15 (m, 10H); 0,93-0,83 (m, 3H).

Isémero Z: RMN 'H (200 MHz, CDCly): § 7,24 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,82-6,73
(m, 2H); 6,40-6,30 (m, 1H); 5,71 (dt, 1H, T =74 € 11,5 Hz); 4,35 (q, 2H, T = 7,1
Hz); 3,80 (s, 3H); 2,16 (qui, 2H, J = 7,4 Hz); 1,34 (t, 3H, J = 7,1 Hz); 1,50-1,15
(m, 10H); 0,93-0,83 (m, 3H).

Isdmero E: RMN "°C (50 MHz, CDCly): § 168,1; 156,3; 136,5; 134.5; 130,0;
126,0; 121,5; 117,7; 109,2; 61,1; 55,9; 33,1; 31,8; 29,6; 29,1; 28.,5; 22,6; 14,2;
14,0.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 304 (17) (M%) , 174 (100), 132 (22), 115
(42), 55 (27),43 (71), 41 (77).

IV (Viax filme): 541, 721, 1072, 1107, 1267, 1365, 1469, 1583, 1733, 2854,
2925, 2952 cm .
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Dados espectroscopicos do 2-dodec-1-enil-6-metoxi-benzoato de etila (19e) -

mistura E:Z (1,5:1)

Isomero E: RMN 'H (200 MHz, CDCl»): 6 7,26 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 7,10 (d,
1H, J = 8,0 Hz); 6,86 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 6,39-6,30 (m, 1H); 6,19 (dt, 1H, J =
6,2 e 15,6 Hz); 4,40 (q, 2H, J = 7,1 Hz); 3,82 (s, 3H); 2,16 (qui, 2H, J = 6,2 Hz);
1,38 (t, 3H, J = 7,1 Hz); 1,39-1,24 (m, 18H); 0,91-0,85 (m, 3H).

Isomero Z: RMN 'H (200 MHz, CDCl»): 6 7,29 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,83-6,75
(m, 2H); 6,39-6,30 (m, 1H); 5,71 (dt, IH,J=7,4¢e 11,5 Hz); 4,35 (q, 2H, J = 7,1
Hz); 3,83 (s, 3H); 2,16 (qui, 2H, J = 7,4 Hz); 23-2,10 (m, 2H); 1,34 (t, 3H, J =
7,1 Hz); 1,39-1,24 (m, 18H); 0,91-0,85 (m, 3H).

Isomero E: RMN "°C (50 MHz, CDCl5): § 168,1; 156,3; 136,5; 134,5; 130,0;
126,0; 121,5; 117,7; 109,2; 61,1; 55,9; 33,1; 31,9; 29,64; 29,55; 29,3; 29,2;
29.1; 28,5; 22,6; 14,2; 14,0.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 346 (7) (M*), 205 (30), 174 (100), 147 (21),
115 (34), 55 (53).

IV (Vimax, filme): 730, 1066, 1108, 1267, 1469, 1577, 1731, 2854, 2923, 2954

-1
cm .

5.1.7 - Preparacao dos compostos 20a-e

Em um baldo contendo 19a-e em hexano, adicionou-se Pd-C 5% e
manteve-se a mistura sob agitacio e atmosfera de hidrogénio.
Apés, o catalisador foi filtrado através de uma pipeta contendo

celite e o filtrado foi concentrado (TABELA 5.4).



106

TABELA 5.4 - Quantidades dos reagentes utilizados na preparacao dos compostos

20a-e.
Reagente | Hexano Pd/C Produto | Rendimento
(mg/mmol) (mL) (mg/mmol) | (g/mmol) (%)
19a 3,25 3,2/0,018 20a 98
(65/0,18) (64/0,17)
19b 7,15 7,170,036 20b 97
(143/0,36) (137/0,35)
19¢ 5,25 5,2/0,025 20c 98
(105/0,25) (103/0,24)
19d 8,0 8,0/0,052 20d 94
(160/0,52) (150/0,49)
19e 5.5 5,5/0,032 20e 95
(110/0,32) (105/0,30)

Dados espectroscopicos do 2-metoxi-6-[6-(tetraidro-piran-2-iloxi)-hexil]-

benzoato de etila (20a)

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 87,25 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,80 (d, 1H, J = 8,0 Hz);
6,75 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 4,60-4,52 (m, 1H); 4,38 (q, 2H, J = 7,1 Hz); 3,81 (s,
3H); 3,74-3,66 (m, 1H); 3,51-3,34 (m, 3H); 2,56 (t, 2H, J = 7,6 Hz); 1,69-1,53
(m, 10H); 1,37 (t, 3H, J = 7,1 Hz); 1,40-1,33 (m, 4H).

RMN "°C (50 MHz, CDCl5): & 168,3; 156,2; 141,1; 130,0; 123,8; 121,4; 108.4;
98.8: 67,6; 62,2: 61,0; 55,8; 33,3; 31,1; 30,7; 29.,6; 29.3: 26,0; 25.4; 19,6; 14.,2.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 280 (6), 234 (25), 161 (58), 121 (34), 85
(100), 55 (55).
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IV (Viae filme): 869, 1024, 1074, 1118, 1267, 1365, 1471, 1583, 1731, 2864,
2937 cm.

Dados espectroscopicos do 2-metoxi-6-[8-(tetraidro-piran-2-iloxi)-octil ]-

benzoato de etila (20b)

RMN 'H (200 MHz, CDCly): 8 7,26 (1, 1H, J = 8,0 Hz); 6,81 (d, 1H, J = 8,0);
6,75 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 4,59-4,55 (m, 1H); 4,39 (g, 2H, J = 7,1 Hz); 3,81 (s,
3H); 3,78-3,66 (m, 2H); 3,55-3,31 (m, 2H); 2,55 (t, 2H, J = 7,6 Hz); 1,37 (t, 3H,
J=7,1 Hz); 1,49-1,23 (m, 18H).

RMN "*C (50 MHz, CDCl5): & 168,3; 156,2; 141,1; 130,0; 123,8; 121,4; 108.4;
98.,8; 67,6; 62,3; 61,0; 55,8; 33,4; 31,2; 30,8; 29,7; 29,5; 29,3(2C); 26,2; 25,5;
19,6; 14,2.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 392 (1); 262 (34); 194 (24); 175 (27); 161
(100); 121 (24); 85 (86); 55 (36).

IV (Vo filme): 1033, 1076, 1118, 1268, 1469, 1585, 1731, 2337, 2360, 2858,
2935 cm™.

Dados espectroscopicos do 2-metoxi-6-[10-(tetraidro-piran-2-iloxi)-decil]-

benzoato de etila (20c)

RMN 'H (200 MHz, CDCl5): 87,25 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,80 (d, 1H, J = 8,0 Hz);
6,75 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 4,59-4,55 (m, 1H); 4,39 (g, 2H, J = 7,1 Hz); 3,80 (s,
3H); 3,75-3,58 (m, 2H); 3,54-3,35 (m, 2H); 2,55 (t, 2H, J = 7.6 Hz); 1,65-1,47
(m, 9H); 1,37 (¢, 3H, J = 7,1 Hz); 1,42-1,24 (m, 13H).
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RMN "C (50 MHz, CDCl5): § 168,3; 156,2; 141,1; 130,0; 123,8; 121,4; 108,4;
98.,8; 67,6; 62,2; 60,9; 55,8; 33,4; 31,1; 30,7; 29,7; 29,5 (2C); 29,39 (2C); 29,36;
26,2; 25,5; 19,6; 14,2.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 334 (1), 288 (28), 187 (21), 174 (100), 115
(24), 67 (24), 55 (75).

IV (Vinax, filme): 763, 1033, 1074, 1117, 1267, 1469, 1583, 1731, 2854, 2927

-1
cm .

Dados espectroscopicos do 2-metoxi-6-nonil-benzoato de etila (20d)

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 87,23 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,80 (d, 1H, J = 8,0 Hz);
6,73 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 4,38 (q, 2H, J = 7,1 Hz); 3,78 (s, 3H); 2,55 (t, 2H, J =
7,6 Hz); 1,64-1,55 (m, 2H); 1,36 (t, 3H, J = 7,1 Hz); 1,40-1,20 (m, 12H), 0,92-
0,84 (m, 3H).

RMN "C (50 MHz, CDCl5): § 168,2; 156,1; 141,0; 129,9; 123,8; 121,3; 108,3;
60,8; 55,7; 33,3; 31,7; 31,1; 29,41; 29,36; 29,3; 29,1; 22,5; 14,1; 13,9.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 306 (11) (M"), 261 (24), 194 (17), 161
(100), 121 (37), 91 (16), 77 (14), 55 (36).

IV (Vimax, filme): 748, 1074, 1107, 1267, 1469, 1583, 1731, 2854, 2925, 2954

-1
cm .

Dados espectroscopicos do 2-dodecil-6-metoxi-benzoato de etila (20e)
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RMN 'H (200 MHz, CDCls): 87,25 (1, 1H, J = 8,0 Hz); 6,81 (d, 1H, J = 8,0 Hz);
6,75 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 4,39 (q, 2H, J = 7,1 Hz); 3,81 (s, 3H); 2,55 (t, 2H, J =
7,6 Hz); 1,65-1,55 (m, 2H); 1,37 (t, 3H, J = 7,1 Hz); 1,40-1,22 (m, 20H), 0,91-
0,84 (m, 3H).

RMN "C (50 MHz, CDCl5): § 168,4; 156,2; 141,2; 130,0; 123,9; 121,5; 108,4;
61,0; 55,8; 33,4; 31,9; 31,2; 29,62; 29,54; 29,5 (2C); 29.4; 29,3; 22,6; 14,2;
14,0.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 348 (12) (M"), 303 (28), 175 (20), 161
(100), 147 (13), 121 (36), 55 (30).

IV (Viax filme): 746, 1074, 1107, 1267, 1469, 1585, 1731, 2852, 2923 cm™".

5.1.8 - Tentativa de preparacio do acido 2-hidroxi-6-(8-
hidroxioctil) benzéico (24b) com LiCl

Em um baldo seco contendo 20b (19,0 mg; 0,048 mmol) em DMF
(81 pL), sob atmosfera de N,, adicionou-se LiCl (6,2 mg; 0,14 mmol) e

manteve-se a mistura sob agitacdo magnética e refluxo.

Ap6s, adicionou-se NaOH 10% (1,0 mL) e lavou-se com éter
etilico. Acidificou-se com HCI 10% (1,0 mL) e extraiu-se novamente com éter
etilico. Lavou-se a fase orgénica com NaCl,q (1,0 mL), secou-se com sulfato de
s6dio anidro e evaporou-se o solvente a pressao reduzida.

N3o se observou a formacdo do produto desejado, mesmo quando o
tempo de reacdo foi prolongado ou a temperatura e quantidade de LiCl foram

elevados (TABELA 3.5).
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5.1.9 - Preparacio do acido 2-metoxi-6-(8-tetraidro-2H-2-

piraniloxioctil) benzéico (21b)

Em um baldo seco contendo 20b (10,0 mg; 0,025 mmol) em DMSO
(0,1 mL), adicionou-se NaOH 20% (0,1 mL) e manteve-se sob refluxo sob
atmosfera de N, por 17 horas.

A solugdo foi acidificada com HCI 10% (0,2 mL) e extraiu-se o
produto com acetato de etila (3 x 2 mL). Lavou-se a fase organica com dgua (2
x 2 mL), secou-se com sulfato de sédio anidro e evaporou-se o solvente a
pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia flash usando silica
gel e hexano:acetato de etila (8:2) como eluente. Obteve-se 21b com 53% de

rendimento (10,0 mg; 0,027 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 87,28 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,84 (d, 1H, J = 8,0 Hz);
6,78 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 4,61 (t, 1H, J = 4,0 Hz); 3,85 (s, 3H); 3,7 (dt, 2H, J =
6,0 e 10,0 Hz); 3,65-3,47 (m, 1H); 3,39(dt, 1H, J = 6,0 e 10,0 Hz); 2,68 (m, 2H);
1,25-1,54 (m, 18H).

RMN "°C (50 MHz, CDCl;): & 171,3; 156.4; 142.2; 130,5;122,0; 108,5; 98.,7;
67,6; 62,2; 56,0; 33,6; 31,1; 30,6; 29,5; 29,3; 29,05; 29,02; 26,00; 25.,4; 19,5.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 278 (1), 161 (21), 85 (100), 67 (8), 55 (51).

IV (Vimax, filme): 798, 952, 1018, 1265, 1469, 1650, 1716, 2854, 2927, 3448 cm™

1

5.1.10 - Preparacao do acido 2-(8-hidroxioctil)-6-metoxibenzoico
(23)
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Em um baldo seco contendo 21 (10,0 mg; 0,027 mmol) em
diclorometano (1,0 mL), adicionou-se AICl; (140,0 mg; 1,026 mmol) e
manteve-se sob agitacdo magnética e atmosfera de N, por 48 horas.

Adicionou-se 4gua (3 mL) a mistura reacional e extraiu-se o
produto com acetato de etila (3 x 3 mL). Secou-se a fase organica com sulfato
de sédio anidro e evaporou-se o solvente a pressdo reduzida. O produto foi
purificado por cromatografia usando silica gel e hexano:acetato de etila (8:2)

como eluente. Obteve-se 23 com 27% de rendimento (2,0 mg; 0,0072 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCl;): § 7,29 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 6,84 (dd, 1H,J = 0,8 e
7,7 Hz); 6,79 (dd, 1H, J = 0,8 e 8,0 Hz); 3,82 (s, 3H); 3,67 (t, 2H, J = 6,4 Hz);
2,73-2,66 (m, 2H); 1,20-1,57 (m, 12 H).

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 281 (1) (M"), 207 (20), 85 (25), 71 (37), 57
(100).

IV (Vi filme): 609, 848, 1045, 1241, 1373, 1446, 1639, 1739, 2935, 2985,
3463 cm™.

5.1.11 - Preparacao dos compostos 22a-e

Em um baldo seco contendo 20a-e em diclorometano, adicionou-se
AICl; e manteve-se sob agitacdo magnética e atmosfera de N».

Adicionou-se 4gua (3 mL) a mistura reacional e extraiu-se o
produto com acetato de etila (3 x 3 mL). Secou-se a fase organica com sulfato

de sddio anidro e evaporou-se o solvente a pressao reduzida (TABELA 5.5).



M2

TABELA 5.5 - Quantidades dos reagentes utilizados na preparacao dos compostos
22a-e com AlCls.

Reagente CH,(Cl, AICl; Produto | Rendimento
(mg/mmol) (mL) (g/mmol) | (mg/mmol) (%)
20a 8,6 1,13 (8,6) 22a* 42
(86/0,24) (26/0,10)
20b 10,0 1,30 (9,7) 22b° 64
(100/0,25) (47/0,16)
20c 10,4 1,24 (9,4) 22¢* 42
(84/0,24) (32/0,10)
20d 8,0 1,32 (9,9) 22d" 55
(80/0,26) (40/0,14)
20e 5,0 0,73(5,5) | 22¢" 30
(50/0,14) (14/0,043)

a Purificado por cromatografia usando silica gel e hexano:acetato de etila (8:2) como

eluente

b Purificado por cromatografia usando silica gel e hexano como eluente

Em um balao seco contendo 20d-e (0,057 mmol) em diclorometano

(60,0 uL) a -40°C, adicionou-se uma solu¢do de BBr; (11,0 puL; 0,11 mmol) em
CH,(Cl, (60,0 uL) e manteve-se sob agitacdo magnética e atmosfera de N, por 2
horas (TABELA 5.6).

Adicionou-se dgua gelada (0,5 mL) a mistura reacional e extraiu-se
o produto com acetato de etila (3 x 0,5 mL). Secou-se a fase orgdnica com

sulfato de s6dio anidro e evaporou-se o solvente a pressdo reduzida.
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TABELA 5.6 - Quantidades dos reagentes utilizados na preparacao dos compostos
22d-e com BBr;.

Reagente (mg) | Produto (mg/mmol) | Rendimento(%)
20d 22d 82
(17,0) (13,6/0,047)
20e 22e 83
(20,0) (16,0/0,047)

Dados espectroscopicos do 2-hidroxi-6-(6-hidroxi-hexil)-benzoato de etila
(22a)

RMN 'H (200 MHz, CDCly): & 11,22 (s, 1H); 7,28 (t, 1H, J = 7,6 Hz); 6,83 (dd,
1H,J=12€83Hz); 6,71 (dd, 1H, T = 1,2 e 7,5 Hz); 4,43 (q, 2H, J = 7,1 Hz);
3,64 (t, 2H, J = 6,4 Hz); 2,95 — 2,87 (m, 2H); 1,60-1,54 (m, SH); 1,43 (t, 3H, J =
7,1 Hz); 1,48-1,35 (m, 3H).

RMN "°C (50 MHz, CDCl5): 8 171,5; 162,6; 145,9; 134,0; 122,4; 115,6; 112.0;
62,9; 61,6; 36,5; 32,7; 32,1; 29,6; 25,7; 14,1.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 266 (14) (M"), 220 (28), 147 (73), 134
(100), 105 (45), 91 (18), 77 (27), 55 (37).

IV (Vi filme): 709, 1027, 1058, 1213, 1249, 1373, 1450, 1606, 1654, 1728,
2858, 2933, 3406 cm".

Dados espectroscopicos do 2-hidroxi-6-(8-hidroxi-octil)-benzoato de etila
(22b)
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RMN 'H (400 MHz, CDCl;): & 11,22 (s, 1H); 7,28 (dd, 1H, J = 7,6 e 8,3 Hz);
6,83 (dd, 1H, T = 1,2 ¢ 8,3 Hz); 6,71 (dd, 1H,J = 1,2 € 7,6 Hz); 4,44 (q, 2H, J =
7,1 Hz); 3,64 (t, 2 H, J = 6,6 Hz); 2,92 — 2,88 (m, 2H); 1,58-1,51 (m, 4H); 1,43
(t, 3H, J = 7,1 Hz); 1,37-1,33 (m, 8H).

RMN "C (100 MHz, CDCl;): 8 171,5; 162,6; 146,1; 134,0; 122,4; 115,6; 112,0;
63,0; 61,6; 36,7; 32,7; 32,2; 29,8; 29,5; 29,4; 25,7; 14,1.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 294 (11) (M"), 248 (38), 197 (16), 152 (34),
147 (100), 134 (93), 105 (41), 77 (29), 55 (55).

IV (Vi filme): 813, 1064, 1249, 1450, 1608, 1658, 2854, 2927, 3444 cm™"

Dados espectroscopicos do 2-hidroxi-6-(10-hidroxi-decil)-benzoato de etila

(22¢)

RMN 'H (400 MHz, CDCl3): 8 11,23 (s, 1H); 7,28 (t, 1H, J = 7,6 Hz); 6,83 (dd,
1H,J=12¢83Hz); 6,71 (dd, 1H, T = 1,2 e 7,6 Hz); 4,44 (q, 2H, J = 7,1 Hz);
3,64 (t, 2H, T = 6,6 Hz); 2,92 — 2,88 (m, 2H); 1,57-1,53 (m, 4H); 1,43 (¢, 3H, J =
7,1 Hz); 1,36 — 1,29 (m, 12H).

RMN C (100 MHz, CDCl3): § 171,6; 162,6; 146,1; 134,0; 122,5; 115,6; 112,0;
63,0; 61,6; 36,7; 32.,8; 32,2; 29,9; 29,6 (2C); 29,5; 29.4; 25,7; 14,1.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 322 (8) (M"), 276 (26), 161 (37), 147 (100),
134 (62), 105 (29), 55 (38).

IV (Ve filme): 709, 817, 1022, 1058, 1103, 1213, 1249, 1373, 1450, 1606,
1654, 1726, 2852, 2923, 3402 c¢cm .
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Dados espectroscopicos do 2-hidroxi-6-nonil-benzoato de etila (22d)

RMN 'H (200 MHz, CDCly): & 11,23 (s, 1H); 7,28 (t, 1H, J = 7,9 Hz); 6,83 (dd,
1H,J=12€83Hz); 6,71 (dd, 1H, T = 1,2 e 7,5 Hz); 4,43 (q, 2H, J = 7,1 Hz);
2,94-2,86 (m, 2H); 1,43 (t, 3H, J = 7,1 Hz); 1,48-1,23 (m, 14H); 0,91-0,85 (m,
3H).

RMN "C (50 MHz, CDCl5): § 171,5; 162,6; 146,2; 134,0; 122.,4; 115,6; 112,0;
61,6; 36,7; 32,3; 31,9; 29,9; 29,6; 29,5; 29,3 (2C); 22,6; 14,0.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 292 (24) (M"), 246 (15), 175 (30), 161 (59),
147 (89), 134 (100), 133 (36), 107 (37), 105 (69), 91 (23), 77 (32), 55 (84).

IV (Vo filme): 709, 1118, 1211, 1249, 1311, 1373, 1448, 1606, 1660, 2854,
2925, 2954 ¢cm .

Dados espectroscopicos do 2-dodecil-6-hidroxi-benzoato de etila (22¢)

RMN 'H (400 MHz, CDCl;): & 7,28 (t, 1H, J = 7,9 Hz); 6,83 (dd, IH, T =12 ¢
8,3 Hz); 6,71 (dd, 1H, J = 1,2 e 7,5 Hz); 4,43 (q, 2H, J = 7,1 Hz); 2,92-2,88 (m,
2H); 1,58-1,51 (m, 2H); 1,43 (¢, 3H, J = 7,1 Hz); 1,33-1,22 (m, 18H); 0,88 (t,
3H, ] = 6,8 Hz).

RMN "C (100 MHz, CDCl;): 8 171,6; 162,7; 146,1; 134,0; 122,4; 115,6; 112,0;
61,6; 36,7; 32,3; 31,9; 29,9; 29,7 (3C); 29,6 (3C); 29,3; 22,7; 14,1.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 334 (48) (M*), 288 (10), 262 (34), 288 (10),
180 (51), 161 (88), 147 (100), 134 (61), 105 (42), 91 (20), 77 (21), 55 (42).
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IV (Vinax filme): 816, 1020, 1119, 1212, 1249, 1312, 1372, 1448, 1576, 1607,
1663, 2853, 2923 cm’".

5.1.12 - Preparacao dos compostos 24a-e

Em um baldo seco contendo 22a-e (10,0 mg; 0,034 mmol) em

DMSO (0,08 mL), adicionou-se NaOH 20% (0,08 mL) e manteve-se sob

agitacdo magnética e a 120 °C sob atmosfera de N, (TABELA 5.7).
A solucao foi acidificada com HCI 10% (0,16 mL) e extraiu-se o

produto com acetato de etila (3 x 2 mL). Lavou-se a fase organica com 4gua (3

x 2 mL), secou-se com sulfato de sédio anidro e evaporou-se o solvente a

pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia usando silica gel e

hexano:acetato de etila:acido acético (9:1:0,20) como eluente.

TABELA 5.7 - Quantidades dos reagentes utilizados na preparacao dos compostos

24a-e.
Reagente | DMSO NaOH Produto | Rendimento
(mg/mmol) (mL) (20%) (mg/mmol) (%)
(mL)

22a® 0,20 0,20 24* 68
(26/0,10) (16/0,07)

22b* 0,35 0,35 24b 72
(47/0,16) (31/0,12)

22¢* 0,22 0,22 24c 77
(32/0,10) (22/0,08)

22d" 0,31 0,31 24d 85
(40/0,14) (30/0,12)

22¢" 0,13 0,13 2de 85
(20/0,06) (15/0,05)
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Dados espectroscopicos do acido 2-hidroxi-6-(6-hidroxi-hexil)-benzéico

(24a)

RMN 'H (400 MHz, CDCl,): § 7,22 (t, 1H, J = 7,8 Hz); 6,73-6,70 (m, 2H); 5,48
(s, 1H); 3,53 (t, 2H, J = 6,6 Hz); 2,92-2,88 (m, 2H); 1,62-1,49 (m, 5H); 1,39-
1,36 (m, 3H).

RMN "°C (100 MHz, CDCly): § 174,2; 162,2; 146,7; 133,9; 122,8; 115,7; 115,6;
63,0; 36,6; 33,1; 33,2; 30,6; 26,7.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 220 (1), 194 (23), 147 (4), 120 (21), 108
(100), 91 (7), 77 (20), 55 (7).

IV (Viay filme): 709, 1020, 1216, 1247, 1315, 1452, 1602, 1654, 1718, 2858,
2033, 3421 cm .

Dados espectroscopicos do acido 2-hidroxi-6-(8-hidroxi-octil)-benzéico
(24b)

RMN 'H (400 MHz, CDCls): & 7,09 (dd, 1H, J = 7,6 e 8,3 Hz); 6,57 (ddd, 2H, J
= 1,2; 7,6 e 8,3 Hz); 3,39 (t, 2H, J = 6,6 Hz); 2,75-2,71 (m, 2H); 1,46-1,34 (m,
4H); 1,27-1,13 (m, SH).

RMN °C (100 MHz, CDCls): § 174,3; 162.,2; 146,7; 134,0; 122,9; 115,7; 115,6;
62,9; 36,7; 33,6; 33,2; 30,8; 30,5 (2C); 26,9.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 222 (9), 147 (3), 120 (18), 108 (100), 77
(10), 55 (18).



18

IV (Vi filme): 732, 802, 1091, 1214, 1261, 1454, 1604, 1662, 1708, 2534,
2850, 2923, 3467 cm’".

Dados espectroscopicos do acido 2-hidroxi-6-(10-hidroxi-decil)-benzéico

(24c¢)

RMN 'H (400 MHz, CDCl,): § 7,23 (t, 1H, J = 7,8 Hz); 7,74-6,69 (m, 2H); 3,52
(t, 2H, J = 6,6 Hz); 2,88-2,85 (m, 2H); 1,59-1,48 (m, 4H); 1,39-1,25 (m, 12H).

RMN "°C (100 MHz, CDCl5): 8 174,3; 162,2; 146,7; 134,1; 122,9; 115,7; 115,6;
63,0; 36,7; 33,6; 33,2; 30,8; 30,7; 30,6 (2C); 30,5; 26,9.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 276 (6), 250 (9), 161 (6), 147 (12), 120 (16),
108 (100), 77 (14), 55 (22).

IV (Vo filme): 736, 1215, 1247, 1325, 1448, 1609, 1652, 2849, 2919, 3420,
3474 cm’.

Dados espectroscopicos do acido 2-hidroxi-6-nonil-benzoéico (24d)
RMN 'H (400 MHz, CDCl5): & 11,09 (sl, 1H); 7,34 (t, 1H, J = 7,9 Hz); 6,85 (d,
1H, J =8,3 Hz); 6,76 (d, 1H, J = 7,5 Hz); 3,01-2,93 (m, 2H); 1,65-1,53 (m, 2H);

1,40-1,10 (m, 14H); 0,93-0,80 (m, 3H).

RMN "C (50 MHz, CDCly): & 175,3; 163,5; 147,6; 135,0; 122.,6; 115,7; 110,7;
36,4; 32,0; 31,9; 29,8; 29,6; 29,5; 29,3; 22,6; 14,0.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 220 (6), 121 (9), 108 (100), 77 (10), 55 (10).
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IV (Ve filme): 707, 1211, 1245, 1301, 1450, 1606, 1652, 2596, 2854, 2923,
3056, 3429 cm .

Dados espectroscopicos do acido 2-dodecil-6-hidroxi-benzéico (24¢)

RMN 'H (200 MHz, CDCl5): 87,23 (t, 1H, J = 7,8 Hz); 6,73-6,69 (m, 2H); 2,89-
2,85 (m, 2H); 1,59-1,52 (m, 2H); 1,38-1,24 (m, 18H); 0,88 (t, 3H, J = 6,9 Hz).

RMN "C (100 MHz, CDCl3): 8 174,3; 162,2; 146,7; 134,0; 122,9; 115,7; 115,6;
36,7; 33,2; 33,0; 30,9; 30,8; 30,7 (3C); 30,5; 30,4; 23,7; 14,4.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 262 (10); 149 (3); 121 (8); 108 (100); 77 (6);
55 (7).

IV (Via filme): 732, 896, 1215, 1247, 1307, 1445, 1603, 1652, 2848, 2916,
3055, 3084, 3415, 3453 cm’.

5.1.13 - Preparacao do acido 2-hidroxi-6-(8-oxooctil) benzéico (4)

A uma solugdo de cloreto de oxalila (17,1 pL, 0,19 mmol) em
CH,Cl, anidro (0,38 mL) a -78°C, adicionou-se uma solu¢do de DMSO (25,0
ul, 0,35 mmol) em CH,Cl, anidro (0,38 mL). Apés 5 min sob agitacao,
adicionou-se lentamente uma solucio do alcool 24b (35,0 mg, 0,13 mmol) em
CH,CL,/DMSO0(0,38/ 0,025mL). Ap6s mais 5 min sob agitacdo, adicionou-se
trietilamina (0,13 mL, 0,97 mmol) e manteve-se a mistura em repouso até
atingir a temperatura ambiente.

Evaporou-se o solvente a pressdo reduzida, diluiu-se em acetato de
etila e filtrou-se o sélido restante. O filtrado obtido foi concentrado e submetido

a uma réapida coluna cromatogréifica usando silica gel e hexano:acetato de
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etila:dcido acético (8:2:0,25) como eluente. Obteve-se o produto desejado 45

(0,025 mg, 0,095 mmol) com 73% de rendimento.

RMN 'H (200 MHz, CDCLy): 89,76 (t, 1H, J = 1,7 Hz); 7,34 (t, H, J = 8,0 Hz);
6,86 (dd, 1H, J = 1,0 e 8,0 Hz); 6,75 (dd, 1H, J = 1,0 e 7,6 Hz); 3,00-2,92 (m,
2H); 2,44 (dt, 2H, T = 1,7 ¢ 7,1 Hz); 1,70-1,51 (m, 4H); 1,45-1,26 (m, 6H).

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 220 (14), 207 (3), 147 (2), 121 (15), 108
(100), 77 (15), 55 (11).

IV (Vo filme): 741, 1043, 1221, 1243, 1450, 1575, 1605, 1651, 1716, 2854,
2028, 3421 cm’.

5.1.14 - Preparacao do 3-(benziloxi)-benzaldeido (28)

Em um baldo contendo o 3-hidroxibenzaldeido (2,0 g; 0,016 mol) e
acetona (49,0 mL), adicionou-se brometo de benzila (1,95 mL; 0,016 mol) e
finalmente o K,COj; (2,21 g; 0,016 mol). Manteve-se sob agitacao durante 20
horas. Adicionou-se dgua (10 mL) a mistura reacional e extraiu-se o produto
com acetato de etila (3 x 25 mL). Secou-se a fase organica com sulfato de
s6dio anidro e evaporou-se o solvente a pressdao reduzida. Purificou-se o
produto em coluna cromatografica usando silica gel e hexano:acetato de etila
(8:2) como eluente. Obteve-se o produto desejado 28 (3,35 g; 0,015 mol) com

99% de rendimento.

RMN 'H (200 MHz, CDCl5): § 10,00 (s, 1H); 7,70-7,24 (m, 9H); 5,12 (s, 2H).

RMN "C (50 MHz, CDCly): § 192,0; 159,3; 137,8; 136,3; 130,1; 128,6 (2C);
128,2; 127,5 (2C); 123,6; 122,2; 113,4; 70,2.
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E.M. (intensidade relativa, %): m/z 212 (4) (M"), 92 (12), 91 (100), 65 (25), 51
(8).

IV (Vv filme): 471, 760, 1027, 1104, 1261, 1323, 1383, 1451, 1596, 1616,
1699, 2854, 2923, 3413, 3464, 3548 cm™.

5.1.15 - Preparacao do [3-(benziloxi)fenilJmetanol (29)

Procedimento idéntico ao descrito para preparacdao do composto 9.
Purificou-se o produto em coluna cromatografica usando silica gel e
hexano:acetato de etila (8:2) como eluente. Obteve-se o produto desejado 29

(3,25 g; 0,015 mol) com 95% de rendimento.

RMN 'H (200 MHz, CDCl,): 8 7,41-7,26 (m, 6H); 6,97- 6,88 (m, 3H); 5,06 (s,
2H); 4,59 (s, 2H); 2,14 (sl, 1H).

RMN °C (50 MHz, CDCL): & 159,0; 142,6; 136,9; 129,5; 128,5 (2C); 127.9;
127,3 (2C): 119,3; 114,0; 113,2; 69,9; 65.0.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 214 (6) (M"), 183 (2), 92 (10), 91(100), 65
(17), 51 (6).

IV (Vimax filme): 695, 738, 783, 1027, 1153, 1262, 1381, 1452, 1487, 1584,
1595, 2869, 2928, 3032, 3063, 3347 cm’".

5.1.16 - Preparacao do 1-(benziloxi)-3-(clorometil)benzeno (30)

Procedimento idéntico ao descrito para a preparacdo do composto

10. Purificou-se o produto em coluna cromatografica usando silica gel e
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hexano:acetato de etila (8:2) como eluente. Obteve-se o produto desejado 30
(3,30 g; 0,014mol) com rendimento de 89 %.

RMN 'H (200 MHz, CDCly): & 7,44-7,21 (m, 6H); 7,6-6,98 (m, 3H); 5,06 (s,
2H); 4,53 (s, 2H).

RMN °C (50 MHz, CDCLs): & 159,0; 138,8; 136,7; 129,7; 128,5 (2C); 127.9;
127,4 (2C); 121,0; 114.6; 70,0; 46,0.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 232 (3%) (M"), 234 (1%) (M*?), 197 (1), 92
(7), 91 (100), 65 (12), 51 (8).

IV (Viax, filme): 696, 737, 1027, 1159, 1256, 1269, 1380, 1448, 1489, 1584,
1595, 1739, 2335, 2357, 2869, 2929, 3032, 3063 cm'".

5.1.17 - Preparacao da 1-[3-(benziloxi)fenil]-N, N-

dimetilmetanamina (31)

Procedimento idéntico ao descrito para a preparacao do composto 11.
Purificou-se o produto através de destilacdo a vacuo utilizando-se um sistema

bola-bola e obteve-se um rendimento de 80% (2,89 g; 0,016 mol).

RMN 'H (200 MHz, CDCl,): 8 7,46-7,26 (m, 6H); 7,01- 6,98 (m, 3H); 5,08 (s,
2H); 3,45 (s, 2H); 2,26 (s, 6H).

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 241 (5) (M*), 198 (12), 107 (5), 92 (8), 91
(100), 65 (12), 58 (68).
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IV (Viax, filme): 855, 1014, 1165, 1265, 1454, 1491, 1585, 1600, 2957, 3035,
3409 cm.

5.1.18 - Tentativa de preparacio do 2-(benziloxi)-6-(clorometil)
benzoato de etila (32)

Procedimento idéntico ao descrito para a preparacdo do composto
12. O produto foi destilado a vicuo e em seguida submetido a coluna

cromatografica usando silica gel e hexano:acetato de etila (9:1) como eluente.

Dados espectroscopicos do composto 33:

RMN 'H (200 MHz, CDCl;): & 7,41-7.24 (m, 6H); 7,03-6,90 (m, 3H); 5,05 (s,
2H); 4,54 (s, 2H); 4,20 (q, J = 8,0 Hz, 2H); 1,29 (¢, J = 8,0 Hz, 3H).

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 304 (4) (M"), 306 (2) (M), 214 (83), 179
(93), 165 (100), 105 (29), 89 (17), 77 (30), 51 (27).

IV (Vmax, filme): 790, 1027, 1257, 1371, 1448, 1643, 1743, 2921, 2956, 3436

-1
cm .

5.1.19 - Preparacao do 3-(hidroximetil)fenol (34)

Procedimento idéntico ao descrito para a preparacdo do composto 9.
Purificou-se o produto em coluna cromatografica usando silica gel e
hexano:acetato de etila (7:3) como eluente. Obteve-se o produto desejado 34

(2,9 g; 0,023 mol) com 97% de rendimento.
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RMN 'H (200 MHz, CDCls): 87,13 (t, 1H, J = 7,8 Hz); 6,82-6,78 (m, 2H), 6,73-
6,67 (m, 1H); 4,52 (s, 2H).

RMN "C (50 MHz, CDCls): § 158,2; 144,0; 130,3; 119,1; 115,0; 114,7; 65,0.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 124 (97) (M"), 107 (23), 95 (85), 78 (46), 77
(100), 65 (36), 51 (28).

IV (Vimax, filme): 3353, 1591, 1459, 1274, 1155, 1012, 919, 865, 786, 748, 692

-1
cm .

5.1.20 - Preparacao do 3-(clorometil)fenol (35)

Em um baldo seco contendo 34 (2,90 g; 0,023 mol), sob agitacao
magnética e atmosfera de N,, adicionou-se uma mistura de tolueno:metanol 1:1
(20 mL), piridina (0,56 mL; 6,9 mmol) e finalmente o SOCl, (4,60 mL; 0,063
mol) lentamente sob banho de gelo. Manteve-se a agitacdo e atmosfera de N,
durante 2 horas.

Adicionou-se dgua (7,0 mL) e solucdo saturada de bicarbonato de
sodio (10,0 mL) a mistura reacional em banho de gelo. Aguardou-se alguns
minutos até que cessasse a efervescéncia e em seguida extraiu-se o produto com
acetato de etila (3 x 25 mL). Lavou-se a fase organica com solu¢ao saturada de
cloreto de sodio (2 x 7 mL), secou-se com sulfato de s6dio anidro e evaporou-se
o solvente a pressdo reduzida. Purificou-se o produto em coluna cromatografica
usando silica gel e hexano:acetato de etila (95:5) e depois (9:1) como eluente.

Obteve-se o produto desejado 18 (2,90 g; 0,020 mol) com 87% de rendimento.
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RMN 'H (200 MHz, CDCL): & 723 (, 1H, J = 7,8 Hz); 6095
(d, 1H, J = 7,6 Hz); 6,89-87 (m, 1H); 6,79 (dd, 1H, J = 8,0 e 2,3 Hz); 4,54 (s,
2H).

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 144 (6) (M*™), 142 (19) (M"), 105 (1), 107
(100), 78 (8), 77 (34), 51 (18).

IV (Vimax, filme): 3372, 1708, 1589, 1490, 1456, 1276, 1259, 1159, 960, 784, 709

-1
cm .

5.1.21 - Preparacao do  2-[3-(clorometil)fenoxi]tetraidro-2H-
pirano (36)

Em um baldo contendo 35 (4,00 g; 0,028 mol) e PPTS (0,14 g; 0,56
mmol) em diclorometano (11,2 mL), adicionou-se DHP (12,8 mL; 0,14 mol)
lentamente. Manteve-se sob agitagcdo magnética e atmosfera de N, durante 48
horas. Separou-se a fase orgénica e lavou-a com dgua (3 x 7 mL). Apds, secou-
se com sulfato de sodio anidro e evaporou-se o solvente a pressdo reduzida.
Purificou-se o produto em coluna cromatografica usando silica gel e
hexano:acetato de etila (97:3) e depois (95:5) como eluente. Obteve-se o produto

desejado 36 (4,0 g; 0,018 mol) com 64% de rendimento.

RMN 'H (200 MHz, CDCLy): § 7,26 (t, 1H, J = 7,8 Hz); 7,09-6,98 (m, 3H); 5,44-
5,42 (m, 1H); 4,55 (s, 2H); 3,96-3,84 (m, 1H); 3,66-3,55 (m, 1H); 2,07-1,81 (m,
3H); 1,73-1,57 (m, 3H).

RMN C (50 MHz, CDCls): § 157,3; 138.8; 129,6; 121,6; 116,7; 116,4; 96,4;
62,0; 46,1; 30,3; 25,2; 18,7.
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E.M. (intensidade relativa, %): m/z 191 (1), 186 (1), 109 (1), 107 (26), 85 (100),
67 (23), 57 (20), 55 (17).

IV (Vi filme): 2944, 2871, 2852, 1585, 1490, 1452, 1253, 1110, 1037, 979,
713 cm .

5.1.22 - Preparacao da N,N-dimetil-1-[3-(tetraidro-2H-piran-2-

iloxi)feniljmetanamina (37)

Procedimento idéntico ao descrito para a preparacdo do composto
11. Purificou-se o produto através de destilacdo a vacuo utilizando-se um
sistema bola-bola. O produto desejado 37 foi obtido com 88% de rendimento

(0,011 g; 0,047 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCl5): 87,22 (t, 1H, J = 7,5 Hz); 7,02-6,90 (m, 3H); 5,46-
543 (m, 1H); 3,98-3,86 (m, 1H); 3,65-3,54 (m, 1H); 3,38 (d, 2H, J = 2,1 Hz);
2,23 (s, 6H); 1,98-1,81 (m, 3H); 1,76-1,62 (m, 3H).

RMN "C (50 MHz, CDCls): & 157,1; 140,4; 129,1; 122.3; 117,3; 115,0; 96,3;
64,3; 62,0; 45,4; 30,4; 25,3; 18,8.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 151 (26), 108 (21), 107 (10), 85 (56), 67
(22), 58 (100).

IV (Vo filme): 696, 786, 871, 904, 970, 989, 1002, 1037, 1076, 1109, 1124,
1145, 1164, 1202, 1256, 1356, 1455, 1486, 1585, 1599, 2773, 2814, 2852, 2942,
3417 cm L.
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5.1.23 - Tentativa de preparacio do 2-(clorometil)-6-(tetraidro-
2H-piran-2-iloxi)benzoato de etila (38)

Procedimento idéntico ao descrito para a preparacao do composto
12. Foram feitos alguns testes variando-se as quantidades de reagentes e o tempo

de reacdo de cada etapa, porém o produto desejado ndo foi obtido (TABELA 3.8 ).

5.1.24 - Preparacao do 2-{[3-(3-metoxifenil)prop-2-in-1-
illoxi}tetraidro-2H-pirano (41a) e 2-[4-(3-metoxi-fenil)-3-

butiniloxi]-tetraidropirano (41b).

Em um frasco de Schlenk acoplado a um condensador de refluxo
contendo Pd(PPh;), e Cul sob atmosfera de argénio, adicionou-se, com o auxilio
de uma canula, uma solucdo degaseificada anteriormente do m-bromoanisol
com o respectivo alcino e pirrolidina em DMF. A mistura foi entdo aquecida até
80°C e mantida a esta temperatura e sob agita¢do magnética por 12 horas. Apds
este tempo adicionou-se 4gua a mistura reacional e extraiu-se o produto com éter
etilico. Secou-se com sulfato de sddio anidro e evaporou-se o solvente a pressdao
reduzida. Purificou-se o produto em coluna cromatografica usando silica gel e
hexano:acetato de etila 95:5 e depois 9:1 como eluente. Os produtos desejados
41a e 41b foram obtidos com 32 e 57% de rendimento respectivamente (Tabela

5.8).
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TABELA 5.8 - Quantidades dos reagentes utilizados na prepara¢ao dos compostos

41a-b.
alcino m- Pd(PPh3), pirrolidina Cul DMF Rend
(g/mmol) bromoanisol (g/mmol) (mL/mmol) | (mg/mmol) (mL) (%)
(g/mmol)
2-propin-1- | 0,110/0,57 | 0,066/0,057 | 0,072/0,86 5,7/0,03 0,57 32
ol
0,120/0,86
3-butin-1-ol 1,2/6,5 0,75/0,65 0,8/9,75 62,0/0,32 6,5 57
2,0/13,0

Dados espectroscopicos do composto 41a

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 87,21 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 7,07-7,02 (m, 2H); 6,99-
6,98 (m, 1H); 6,87 (ddd, 1H, J = 2,0; 4,0 e 8,0 Hz); 4,90 (tl, 1H, J = 4,0 Hz),
4,49 (d, 2H, J = 4,0 Hz); 3,95-3,84 (m, 1H); 3,79 (s, 3H); 3,62-3,52 (m, 1H);
1,85-1,53 (m, 6H).

RMN "C (50 MHz, CDCl3): & 159,2; 129,2; 124,3; 123,7; 116,6; 115,0; 96,8;
85,6; 84,9; 62,0; 55,1; 54,7; 30,3; 25,3; 19,0.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 246 (3), 145 (100), 131 (13), 102 (21), 85
(17), 67 (14), 55 (27).

IV (Vi filme): 687, 785, 869, 1034, 1070, 1164, 1200, 1286, 1318, 1489,
1574, 1737, 2871, 1941 cm’.

Dados espectroscopicos do composto 41b
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RMN 'H (200 MHz, CDCl;): 87,19 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 7,01-6,92 (m, 2H); 6,84
(ddd, 1H, J = 2,0 e 8,0 Hz); 4,70 (tl, 1H, J = 4.0 Hz); 3,98-3,86 (m, 2H); 3,79 (s,
3H); 3,71-3,63 (m, 1H); 3,59-3,48 (m, 1H); 2,72 (t, 2H, J = 8,0 Hz); 1,94-1,53
(m, 6H).

RMN "“C (50 MHz, CDCls): § 159.2; 129,2; 124,7; 124,1; 116,5; 114,3; 98.7;
85,8; 81,3; 65,7; 62,1; 55,2; 30,6; 25,4; 20,9; 19,4.

E.M. (intensidade relativa, %): m/z 260 (1), 158 (52), 145 (24), 129 (27), 115
(29), 85 (100), 67 (37), 57 (43).

IV (Vmax, filme): 687, 785, 865, 1030, 1070, 1121, 1200, 1286, 1318, 1465,
1575, 1596, 1737, 2872, 1941 cm’".

5.1.25 - Preparacao do 2-[4-(3-metoxifenil)butoxi]tetraidro-2H-
pirano (43).

Procedimento idéntico ao descrito para a preparacdo do composto
20. Obteve-se o produto desejado 43 com rendimento de 90 % (90,0 mg; 0,34

mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCLy): & 7,23-7,15 (m, 1H); 6,8-6,7 (m, 3H); 4,57 (4, 1H,
J = 4,0 Hz); 3,92-3,82 (m, 1H); 3,80 (s, 3H); 3,77-3,71 (m, 1H); 3,55-3,35 (m,
2H); 2,62 (tl, 2H, T = 8,0 Hz); 1,88-1,51 (m, 10H).

RMN C (50 MHz, CDCly): 8 159.4; 144,0; 129,0; 120,7; 114,0; 110,8; 98.6;
67,2; 62,0; 54,9; 35,6; 30,6; 29,2; 27,9, 25,3; 19,5.
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E.M. (intensidade relativa, %): m/z 264 (1), 180 (4), 161 (9), 134 (38), 121 (23),
85 (100), 67 (23), 57 (26).

5.1.26 - Tentativa de preparacao dos compostos 42a-b e 44

Procedimento idéntico ao descrito para a preparacdo do composto
12. A reacdo de substituicdo com cloroformato de etila foi realizada com os
compostos 41a-b e 43, porém em nenhum dos casos o produto desejado foi

obtido.

5.2 - Condicoes experimentais utilizadas nos ensaios contra a

enzima gGAPDH de 7. cruzi.

Os ensaios de atividade foram feitos pela medida espectrofométrica
de NADH formado em 30 segundos a 340 nm. As misturas reacionais
continham (volume final de 1 mL): 50 mM de tampao Tris-HCI (pH 7,5) com 1
mM de EDTA e 1 mM de B-mercaptoetanol, 30 mM de arseniato de sédio, 400
uM de NAD", 13 nM de proteina e, por tltimo 600 pM de G3P. A reagio
enzimaética € iniciada a partir da adi¢dao do substrato. Para os ensaios de inibicdao
da atividade enzimatica foram preparadas solucdes em DMSO, que foram
adicionadas ao meio reacional, fornecendo concentracdes finais variadas entre
25 e 200 pg/mL. Ensaios controle foram realizados na auséncia das substincias,
mas com adicdo de igual volume de DMSO. Todas as medidas foram feitas em
triplicatas e considerou-se o valor médio. O resultado da reagdo enzimdtica foi
obtido pela diferenca de absorbancia entre os tempos de t=30 s e t=0 s. Com o
valor desta diferenca de absorbancia, calculou-se a atividade especifica da
enzima, com e sem a adicdo da substancia avaliada e determinou-se a

porcentagem de inibicao da atividade enzimatica da mesma.
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5.3 - Condicoes experimentais utilizadas nos ensaios contra a

enzima PNP de S. mansoni.

Os ensaios de atividade foram feitos pela medida espectrofométrica
da taxa de formacdo de 4cido turico a 293 nm durante um tempo ideal de 2
minutos. O meio reacional para a realizacdo do ensaio consiste de 50 mM
tampado fosfato composto por solu¢des de fosfato mono e dibdsico; 10 uM
nosina; 100 mM tampao TRIS-HCI; 0,04 U xantina oxidase; DMSO (solvente);
e uma concentracao padrao da substincia quimica candidata a inibidor.

A reacdo enzimatica € iniciada a partir da adi¢cdo do substrato. Para
os ensaios de inibi¢do da atividade enzimatica foram preparadas solucdes em
DMSO, que foram adicionadas ao meio reacional, fornecendo concentragdes
finais variadas entre 25 e 200 pug/mL. Ensaios controle foram realizados na
auséncia das substancias, mas com adi¢do de igual volume de DMSO. Todas as
medidas foram feitas em triplicatas e considerou-se o valor médio. O resultado
da reacdo enzimatica foi obtido pela diferenca de absorbancia entre os tempos de
t=2 min e t=0 seg. Com o valor desta diferenca de absorbancia, calculou-se a
atividade especifica da enzima, com e sem a adicdo da substancia avaliada e

determinou-se a porcentagem de inibi¢ao da atividade enzimdtica da mesma.
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Espectro de RMN 'H do 2-hidroxi-6-nonil-benzoato de etila (22d)
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27 Mar 2007
Acquisition Time (sec) 14.4703 ‘ C Amostra: D11 ‘ Date 00/00/1980 00:00:00 ‘ Frequency (MHz) 400.21 ‘
Nucleus 1H \ Original Points Count 65536 Points Count 65536 \ Sweep Width (Hz) 4528.99 | Temperature (grad C) 0.000 \
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Espectro de RMN 'H do 2-dodecil-6-hidroxi-benzoato de etila (22e)
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1 Apr 2007
‘ Acquisition Time (sec) 12.1897 ‘ Comment Amostra: Ac 5 ‘ Date 00/00/1980 00:00:00 ‘ Frequency (MHz) 400.21
‘ Nucleus 1H ‘ Original Points Count 65536 ‘ Points Count 65536 ‘ Sweep Width (Hz) 5376.34 ‘ Temperature (grad C) 0.000
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Espectro de RMN "H do 4cido 2-hidroxi-6-(6-hidroxi-hexil)-benzéico (24a)



Aperdice 168

27 Mar 2007
Acquisition Time (sec) 5.9376 C Imported from UXNMR. ‘ Date 00/00/1980 00:00:00 ‘ Frequency (MHz) 400.21 ‘
Nucleus 1H Number of Transients 8 ‘ Original Points Count 32768 ‘ Points Count 32768 ‘ Solvent MeOD ‘ Sweep Width (Hz) 5518.76 ‘
Temperature (grad C) 22.100
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Espectro de RMN 'H do 4cido 2-hidroxi-6-(8-hidroxi-octil)-benzéico (24b)
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27 Mar 2007
Acquisition Time (sec) 15.3092 | C Amostra: Ac9 | Date 00/00/1980_00:00:00 | Frequency (MHz) 40021 |
Nucleus 1H \ Original Points Count 65536 Points Count 65536 \ Sweep Width (Hz) 4280.82 | Temperature (grad C) 0.000 \
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Espectro de RMN 'H do 4cido 2-hidroxi-6-(10-hidroxi-decil)-benzdico (24c¢)
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24 Mar 2007
Acquisition Time (sec) 9.2406 C Imported from UXNMR. Date 00/00/1980 00:00:00 ‘
Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H \ Number of Tr i 16 Original Points Count 32768 Points Count 32768 \
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) 3546.10 ‘ Temperature (grad C) 27.000
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Espectro de RMN 'H do 4cido 2-hidroxi-6-nonil-benzéico (24d)
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Apenrdice
27 Mar 2007
Acquisition Time (sec) 5.4657 C Imported from UXNMR. Date 00/00/1980 00:00:00
Frequency (MHz) 400.21 Nucleus 1H \ Number of Tr i 16 Original Points Count 32768 Points Count 32768 \
Solvent MeOD Sweep Width (Hz) 5995.20 \ Temperature (grad C) 23.000
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Espectro de RMN 'H do 4cido 2-dodecil-6-hidroxi-benzéico (24e)
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Acquisition Time (sec) 10.0270
Frequency (MHz) 200.13
Solvent CDCI3

C
Nucleus
Sweep Width (Hz)

13 Apr 2007
Imported from UXNMR. Date 00/00/1980 00:00:00
1H | Number of Transi 8

Original Points Count 32768 Points Count
3267.97 ‘ Temperature (grad C) 27.000
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Espectro de RMN 'H do 4cido 2-hidroxi-6-(8-oxooctil) benzdico (4)
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Apendice
QASZLON ODANSLIANDONOCCONNONMNOWINAUNNOVYMONNMMID TwI0STT~NUDON o < Current Data Parameters
T OO o NN (.DLD('\JN(Dmf\LDHP\LDCU—!ﬁV“U'JﬂVﬁmOmlDCDCDNLDﬂLﬂU]—‘-"m AU IDO0OOCOINDWO W
QDO RE MO or\r\mlnvmmommr-zommmvommmmmmmmomvo-—-hmm T DO U AN = O« NAME A462B2045
Q'OOOU}O]U]r\r\V\"‘-r‘-f\l\i\l\V\l\l\l\r\l\hl\f\lﬂ Lﬂlnlﬂv vm mmmmm-—--—«-—--—« -—vOOOOOo
= = T PROCNO 1
/ V/H/ \N%///‘/‘////I////‘ \’\\// \\\\l//// \W F2 - Acquisition Parameters
Date_ 701109
Tima 22.43
INSTRUM . arx200
PROBHD 5 mm Multinu
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT coc13
NS 8
Ds "]
SWH 3546.095 Hz
FIDRES 0.054109 Hz
AQ 9.2406263 sec
RG 512
oW 141.000 usec
DE 176.25 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
P1 7.50 ugec
’ DE 176.25 usgec
SF01 200.1336413 MHz
NUCLEUS H
F2 - Processing parameters
51 65536
5F 200.1323415 MHz
WOW EM
558 0
LB 0.30 Hz
GB Q
PC 1.00
1D NMR plot paramsters
CX 22.00 cm
FiP 10.687 ppm
Fi 2138.75 Hz
JL L FopP -0.475 ppm
F2 -95.04 Hz
. A PPMCM 0.50734 ppm/t
HZCM 101.53603 Hz/ci
J
\ e
— ~ ~ (=]
£ 2 o ]
S @ m o
] T o 2
& o @ o
L]
..|..yv...|rr.-..-;y..-.,.Iv.r...y|.|-<-y'|.
ppm 10 8 6 4 2 0

Espectro de RMN 'H do 3-(benziloxi)-benzaldeido (28)
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Apendice

Current Data Parameters
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/ / e PROCNO |
i P dggaidis 11\ s o
Date_ : 701109
Time 23.27
INSTRUM arx200
PROBHD 5 mm Multinu
PULPROG g
OH ™ 65536
SOLVENT CDhC13
N3 32
Ds 0
SWH 3546.095 Hz
0 FIDRES 0.054109 Hz
AQ 9.2406263 sec
RG 128
X W 141.000 usac
DE 176.25 usac
o TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
P1 7.50 usec
DE 176.25 ugec
SFO1 200.1336113 MHz
NUCLEUS iH
F2 - Processing parameters
51 65536
SF 200.1323495 MHz
WOW EM
558 Y]
LB 0.30 Hz
6B 0
PC 1,00
1D NMR plot paramaters
CX 22.00 cm
F1P ~7.900 ppm
Fi 1581.13 Hz
FaP =0.371 ppm
F2 ~74.28 Hz
PPMCM 0.37598 ppm/i
L i HZCM 75.24611 Hz/ci
[ s
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g @ 2 = S 3
5 © o a o o
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Espectro de RMN 'H do [3-(benziloxi)fenilJmetanol (29)
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Apendice
AN O DN D A O TMITDONMAOT AN CTOUNNDDIDWNGDOTNSM Current Data Parameters
ONOINN~NO NN LVLVOULOOMTVDWLOAUIN"TIOYONOYN—" OO0 OMUN—IOYT O
= NOICOCHNNDMON-T OOV TOCOMOWNDOKNITINOTRNOOOMID O A482B2048
& SRTTONNNOHAUAUSOSININI-OoCHIARITITDIMAU-SOANDAS EXPNO 1
a @SN NSAENSNAERRRRSNANNNOOOOONDDINTYSTSYTTOUAUMMS S O
T PROCNO 1
\’Nﬂz{%ﬂ/n‘%/’l////‘// F2 - Acquisition Parameters
Date_ 704121
Time 0.58
INSTRUM arx200
PROBHD 5 mm Multinu
PULPROG zg
™ 65536
SOLVENT CDC13
NS 16
' 0s 0
SH 3546.095 Hz
FIDRES 0.054109 Hz
AQ 9.2406263 sec
RG 256
DW 141.000 usec
DE 176.25 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
P1 7.50 usec
DE ! 176.25 usec
SFO4 200.1336113 MHz
MNUCLEUS iH
F2 - Processing parameters
5I 65536
5F 200, 1323404 Mz
WOW EM
558 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.00
10 NMR plot parameters
CX 22.00 cm
FiP 15.170 ppm
F1 3036.01 Hz
FeP -2.548 ppm
F2 -510.09 Hz
PPMCM 0.80540 ppm/i
HZCM 161.18614 Hz/ci
- D ~ o (<2} m (=]
2 o| @ ~| | o @
g g|ia glis gl (=
5 o |a aif | ol |o

758 vl ) P A P e s S el I I D e e 3] (g

Espectro de RMN 'H do 1-(benziloxi)-3-(clorometil)benzeno (30)
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Cyrrent Data Parameters
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Q -—cooocnmcnmmwmhhl\hhhr\hl\f\l\rxf\l\l\r\:xmmmmvmmmmmmmmmm«ooo
e PROCNO 1
I\\H\'\‘\H\‘\ /T%/WW/]// F2 - Acquisition Parameters
Date_ 701121
Time 1.26
INSTRUM arxz200
PROBHD 5 mm Multinu
PULPROG 29
o 65536
NMe, SOLVENT CoC13
NS 16
DS 0
SHH 3546.095 Hz
[0) ; FIDRES 0.054109 Hz
AQ 9.2406263 sec
RG 180
DW 141.000 usec
DE 176.25 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 nec
P1 7.50 ugec
DE 176.25 usec
SFO1 200.1336113 MHz
NUCLEUS iH
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 200.1323384 MHz
WDW EM
558 0
LB 0.00 Hz
68 0
PC 1.00
1D NMR plot parameters
CX 22.00 cm
FiP 15.220 ppm
F1 3045.96 Hz
F2pP —-2.499 ppm
F2 -500.13 Hz
PPMCM 0.80540 ppm/i
J¢ HZCM 161.18644 Hz/ci
l
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& ol Y S S
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& ©||m Y a 7
e i e T e U e T R ) s e L L L e e
ppm 14 12 10 8 6 4 2 0 -2

1

Espectro de RMN 'H da 1-[3-(benziloxi)fenil]-N, N-dimetilmetanamina (31)
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28 Dec 2006
[ Acquisition Time (sec) 18.4812 [ cc t | Date |
‘ Freq 'y (MHz) 200.13 \ Nucleus 1H \ Original Points Count 65536 \ Points Count 65536 \ Sweep Width (Hz) 3546.09 ‘
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Espectro de RMN 'H do 3-(hidroximetil)fenol (34)
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28 Dec 2006
[ Acquisition Time (sec) 18.4813 [ cc t | Date |
‘ Freq 'y (MHz) 200.13 ‘ Nucleus 1H ‘ Original Points Count 65536 Points Count 65536 ‘ Sweep Width (Hz) 3546.07 ‘
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Espectro de RMN 'H do 3-(clorometil)fenol (35)
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16 Apr 2007
[ Acquisition Time (sec) 18.4813 [ cc t | Date |
Freq 'y (MHz) 200.13 ‘ Nucleus 1H Original Points Count 65536 Points Count 65536 ‘ Sweep Width (Hz) 3546.07 ‘
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Espectro de RMN 'H do 2-[3-(clorometil)fenoxi]tetraidro-2 H-pirano (36)
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28 Dec 2006
[ Acquisition Time (sec) 18.4813 [ cc t | Date |
‘ Freq 'y (MHz) 200.13 ‘ Nucleus 1H Original Points Count 65536 Points Count 65536 ‘ Sweep Width (Hz) 3546.07 ‘
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Espectro de RMN 'H da N,N-dimetil-1-[3-(tetraidro-2H-piran-2-iloxi)fenil Jmetanamina (37)
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28 Dec 2006
Acquisition Time (sec) 9.2406 C Imported from UXNMR. ‘ Date 00/00/1980 00:00:00 ‘ Frequency (MHz) 200.13 ‘
Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 32768 ‘ Points Count 32768 Solvent CDCI3 ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10 ‘
Temperature (grad C) 27.000
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Espectro de RMN 'H do 2-{[3-(3-metoxifenil)prop-2-in-1-il]oxi }tetraidro-2 H-pirano (41a)
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182

28 Dec 2006
Acquisition Time (sec) 9.2406 C Imported from UXNMR. ‘ Date 00/00/1980 00:00:00 ‘ Frequency (MHz) 200.13 ‘
Nucleus 1H Number of Tr i 8 Original Points Count 32768 ‘ Points Count 32768 Solvent CDCI3 ‘ Sweep Width (Hz) 3546.10 ‘
Temperature (grad C) 27.000
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Espectro de RMN 'H do 2-[4-(3-metoxi-fenil)-3-butiniloxi]-tetraidropirano (41b)
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28 Dec 2006
Acquisition Time (sec) 9.2406 Comment Imported from UXNMR. \ Date 00/00/1980 00:00:00 \ Frequency (MHz) 200.13
Nuch 1H Number of Transi 8 Original Points Count 32768 | Points Count 32768 | Solvent CDCI3 | Sweep Width (Hz)  3546.10 |
Temperature (grad C) 27.000
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8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0

Espectro de RMN 'H do 2-[4-(3-metoxifenil)butoxi]tetraidro-2 H-pirano (43)





