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RESUMO

Produtos naturais acetilénicos ou poliacetilénicos sdo denominacgdes utilizadas para
compostos que contém uma ou mais ligagdes triplas em sua estrutura e encontram-
se distribuidos em plantas, insetos, fungos e organismos marinhos. O Seselidiol € um
composto poliacetilénico isolado de uma planta, Seseli Mairei Wolff, em um
rendimento de apenas 0,0085% e possui atividade citotoxica e anti-inflamatéria. A
partir de uma analise retrossintética, o Seselidiol foi dividido em trés fragmentos
principais, sendo um destes um bromo-alquinol quiral. Esse trabalho descreve o
desenvolvimento de uma estratégia sintética para a preparagdo de um composto
analogo a esse fragmento de modo estereosseletivo. A sintese foi iniciada a partir da
preparagao do (x)-1-fenil-2-propin-1-ol, (x)-1, um alcool acetilénico, obtido a partir da
adicao do acetileto de sédio ao benzaldeido. A subsequente reacdo de bromacgao
utilizando N-Bromosuccinimida levou ao brometo correspondente, o 3-bromo-1-fenil-
prop-2-in-1-ol, (£)-2, em um rendimento de 26% o qual foi submetido a um estudo para
determinar a possibilidade de obtencao dos enantidmeros correspondentes a partir de
uma etapa de resolugao enzimatica. Para isso, inicialmente foi necessario descobrir
as melhores condigdes para a separacdo efetiva dos enantibmeros através de
cromatografia gasosa utilizando uma coluna quiral contendo B-ciclodextrina como fase
estacionaria. Diversos parametros foram analisados na tentativa de separacdo dos
sinais correspondentes aos enantibmeros obtidos e as melhores condigdes de
separagao foram determinadas. O composto (+)-2 foi entdo submetido a uma reagao
de resolugéo enzimatica empregando a enzima CAL-B (Candida Antarctica Lipase B)
e a reacao foi monitorada durante 6 h. Apesar da enzima promover a reagao de
acetilacdo, nao foi observado excesso enantiomérico nos produtos obtidos. Na
tentativa de explicar esse resultado, calculos do volume e comprimento dos
compostos sintetizados foram realizados e pdde-se observar que a presenga do
atomo de bromo no composto (+)-2 diminuiu a especificidade da acetilacdo pela
enzima por conta de tamanhos relativamente parecidos entre os grupos. Essa
hipétese foi confirmada a partir da realizagdo da etapa de resolugao enzimatica
utilizando o 1-bromo-pent-1-in-3-ol, (£)-4, que levou a elevados excessos
enantioméricos.

Palavras-chave: Poliacetilénicos; Seselidiol; CAL-B; Resolugédo enzimatica.



ABSTRACT

Acetylenic or polyacetylenic natural products are names used for compounds that
contain one or more triple bonds in their structure and are distributed in plants, insects,
fungi, and marine organisms. Seselidiol is a polyacetylenic compound isolated from a
plant, Seseli Mairei Wolff, in a yield of only 0.0085% and has cytotoxic and anti-
inflammatory properties. From a retrosynthetic analysis, Seselidiol was divided into
three main fragments, one of which is a chiral bromo-alkynol. This work describes the
development of a synthetic strategy for preparing a compound analogous to this
fragment in a stereoselective manner. The synthesis was initiated from the preparation
of (£)-1-phenyl-2-propyn-1-ol, (£)-1, an acetylenic alcohol, obtained from the reaction
of sodium acetylide and benzaldehyde. The subsequent bromination reaction using N-
bromosuccinimide led to the corresponding bromide, 3-bromo-1-phenyl-prop-2-yn-1-
ol, (£)-2, in 26% yield, which was subjected to a study to determine the possibility of
obtaining the corresponding enantiomers from an enzymatic resolution step. To this
end, it was initially necessary to find the best conditions for the effective separation of
the enantiomers through gas chromatography using a chiral column containing -
cyclodextrin as the stationary phase. Several parameters were analyzed in an attempt
to separate the signals corresponding to the enantiomers obtained, and the best
separation conditions were determined. The compound (+)-2 was then subjected to an
enzymatic resolution reaction using the enzyme CAL-B (Candida Antarctica Lipase B),
and the reaction was monitored for 6 h. Although the enzyme promotes the acetylation
reaction, no enantiomeric excess was observed in the products obtained. In an attempt
to explain this result, calculations of the volume and length of the synthesized
compounds were performed, and it was observed that the presence of the bromine
atom in compound (+)-2 decreased the specificity of acetylation by the enzyme due to
relatively similar sizes between the groups. This hypothesis was confirmed by
performing the enzymatic resolution step using 1-bromo-pent-1-yn-3-ol, (x)-4, which

led to high enantiomeric excesses.

Keywords: Polyacetylenic; Seselidiol; CAL-B; Enzymatic resolution.
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1. INTRODUGAO

Produtos naturais acetilénicos ou poliacetilénicos sdo denominagdes utilizadas
para compostos que contém uma ou mais ligagdes triplas em sua estrutura. Os
compostos poliacetilénicos sdo moléculas geralmente instaveis e estao distribuidos
por diversos grupos da natureza, dentre eles: plantas (WAT; JOHNS; TOWERS,
1980), insetos (HARITOS et al., 2012) e fungos (NEGRI, 2015). Adicionalmente, essas
substancias sdo comumente encontradas em organismos marinhos (JUAN et al.,
2014), e podem compreender eninos e enediinos. Mais de 2000 compostos
poliacetilénicos ja foram descritos, dos quais mais da metade sao originarios de
plantas da familia Asteraceae (MINTO; BLACKLOCK, 2008). Por conta de suas
insaturacdes, esses compostos costumam apresentar diferentes atividades bioldgicas
como antitumoral (BAILLY, 2021), antimicrobiana (WIDODO et al., 2024),
antibacteriana (TOBINAGA et al., 2009) e/ou antifingica (ZHAO et al., 2023). E
comum observar na medicina popular o uso desses compostos através de extratos de
plantas e raizes locais. Alguns exemplos de compostos poliacetilénicos isolados de

plantas sdo mostrados na Figura 1.

Figura 1 — Exemplos de compostos poliacetilénicos isolados de plantas

= OH Z

HO

Lobetiolina Falcarinol Citopiloina

Fonte: O autor (2025).

A Lobetiolina e seus derivados sdo encontrados em plantas dos géneros
Codonopsis e Lobelia, e dentre outras propriedades, apresentou atividade contra
células cancerigeras do tipo PC-3 (cancer de prostata; ICso = 5,7 uM) e efeito
cardioprotetor (BAILLY, 2021). O Falcarinol € um composto também encontrado em
plantas (familia Asteraceae) e apresentou efeito antineoplasico contra céancer
colorretal (in vivo) e efeito anti-inflamatério (KOBAEK-LARSEN et al., 2019). A
citopiloina foi isolada de cepas de Bidens Pilosa (UBILLAS et al., 2000) e reduziu os
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niveis de glicose no sangue, também aumentando os niveis de insulina de forma mais
eficaz do que a glimepirida, um antidiabético tradicional.

E comum compostos poliacetilénicos possuirem centros quirais em sua
estrutura, o que faz essas substancias possuam enantidbmeros, isdbmeros 6pticos que
tém propriedades quimicas idénticas, mas podem interagir com o meio bioldgico de
forma distinta. Desse modo, faz-se necessario obter compostos de maneira
estereosseletiva, para que as suas propriedades farmacoldgicas sejam determinadas
separadamente.

Assim, esse trabalho visa a sintese de um composto poliacetilénico para
posterior atribuicdo da sua estereoquimica absoluta e estudo de suas possiveis

atividades farmacoldgicas.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Seselidiol

O Seselidiol € um composto poliacetilénico isolado a partir das raizes de Seseli
mairei Wolff (Umbelliferae), uma planta utilizada na medicina popular chinesa e que
exibiu atividade citotdxica e anti-inflamatdria. No entanto, o rendimento do isolamento
deste produto natural a partir de 2 Kg das raizes foi de apenas 0,0085% (HU; LEE;
CHANG, 1990). Esse fato impossibilitou novos estudos e a atribuicdo da
estereoquimica absoluta do produto natural e compostos analogos isolados. O
Seselidiol € um composto poliacetilénico natural que possui dois centros quirais e,
portanto, quatro isbmeros Opticos ativos (IOA = 2"; n = numero de centros quirais)
(Figura 2).

Figura 2 — Estrutura do Seselidiol

AN
=
_ = HO 3

OH
Seselidiol

Fonte: O autor (2025).

Estudos recentes envolvendo o género de plantas Seseli investigaram a
composicao quimica dos extratos dessas plantas através de analise por GC-MS e
avaliaram a atividade bioldgica dos seus respectivos 6leos essenciais (OZTURK et al.,
2024; SHI et al., 2023; VAGLICA et al., 2023, 2024), porém na literatura, ndo ha
estudos recentes envolvendo a sintese total do Seselidiol ou estruturas analogas além
da preparagdo de um fragmento desse composto descrito por nosso grupo de
pesquisa (OLIVEIRA et al., 2010).

No contexto farmacoldgico, a conformacgao espacial de um composto quimico
pode influenciar diretamente na sua interagdo com uma estrutura bioldgica, ou seja,
os isbmeros de uma molécula podem apresentar diferentes niveis de atividade
(CERAMELLA et al., 2022). Como € o caso do Ibuprofeno, farmaco muito bem
estabelecido no mercado e que possui 0 seu isbmero (S) muito menos ativo
biologicamente do que o isémero (R) (BORAH et al., 2024) (Figura 3)
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Figura 3 — Ibuprofeno

\(\©\/002H CO,H

I\:/Ie Me
(R)-ibuprofeno (S)-ibuprofeno

Por falta de material publicado sobre o Seselidiol, ndo ha entendimento sobre
sua estereoquimica absoluta e, por consequéncia, a compreensao plena sobre sua
atividade farmacoldgica. Ainda assim, esse composto apresentou atividade citotoxica
(EDso < 20 pug.mL") contra células tumorais KB (carcinoma nasofaringeo humano),
HCT-8 (carcinoma do colon humano), P-388 e L-1210 (ambas de leucemia linfocitica
de camundongos) em testes in vitro, como comprovou o trabalho de Hu e
colaboradores. Contudo, ndo se sabe qual ou quais isbmeros do Seselidiol possuem
os melhores valores de atividade. Esses fatos demonstram a importancia da

preparacao estereosseletiva dos isbmeros desse composto.

2.2 Resolucao Enzimatica

A resolucdo enzimatica € uma estratégia bastante empregada para a
separacdao de enantibmeros e consiste no principio de que enantibmeros, que
possuem propriedades fisico-quimicas semelhantes, podem reagir de forma distinta
na presenca de uma enzima (BERRY; JONES, 2021). O método de resolugdo
enzimatica costuma ser indicado para a separacao de isdmeros Opticos uma vez que
a maioria dos métodos de separacgao de substancias se baseia na diferenca entre as
propriedades quimicas das substancias, o que ndo ocorre nessa classe de compostos.
A especificidade da resolugao se da pela interagao entre os diferentes grupos ligados
(ligantes) ao carbono quiral presente na molécula em estudo e o sitio ativo da enzima
em questdo. Quanto mais distintos os ligantes entre si, mais eficiente sera a resolugao.
As reacgdes catalisadas por enzimas sao saturaveis, e a sua velocidade de catalise
nao indica uma resposta linear frente ao aumento da concentragdo de substrato.
Portanto, é necessario que a quantidade de enzima empregada aumente de acordo
com a quantidade de substrato utilizado, caso seja de interesse escalonar a resolugao.
Se a velocidade inicial da reacdo € medida sobre uma escala de concentracdes de
substrato [S], a velocidade de reagao (v) aumenta com o acréscimo de [S]. Todavia, a

medida que [S] aumenta, a enzima satura-se e a velocidade atinge o valor maximo
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Vmax. No modelo da cinética de Michaelis-Menten de uma reagao envolvendo um unico
substrato inicialmente ocorre a reacado bimolecular entre a enzima E e o substrato S
para formar o complexo ES. Embora o mecanismo enzimatico para a reagao
unimolecular ES — E + P possa ser bastante complexo, ha tipicamente um passo na
determinacao da velocidade que permite que se modele o mecanismo como uma
etapa catalitica simples de velocidade constante k2, também designado como kcat ou
turnover, o valor maximo de reagdes enzimaticas catalisadas por segundo v = k2[ES].

A resolugao cinética enzimatica (EKR) é uma das ferramentas mais praticas
para produzir alcoois secundarios quirais e o uso de solventes menos tdxicos e
enzimas se apresenta como uma abordagem ambientalmente amigavel e econémica
para produzir compostos opticamente ativos (YANG et al., 2016). A seguir serao
mostrados alguns exemplos dessas transformagdes.

A resolucgao cinética enzimatica (EKR) de alcoois propargilicos ja é descrita na
literatura. Em 1996, Schneider e colaboradores (Schneider et al., 1996) descreveram
um estudo precursor onde diversas lipases foram utilizadas na reacao de esterificagcao
dessa classe de compostos. Das lipases estudadas, apenas duas derivadas da
especie Pseudomonas foram capazes de catalisar essas reacdoes, embora em
enantiosseletividades e rendimentos moderados e em longos tempos reacionais
(Esquema 1).

Esquema 1 — Resolugéo enzimatica de alcoois propargilicos
OH OH ?Ac

Lipase
> X X
% acetato de vinila N ©/\\

t-BuOMe, 60 °C, 5 d
(S) (R)

25%, 72% ee 39%, 85% ee

Fonte: Schneider et al. (1996).

a-alendis quirais tém sido amplamente utilizados como blocos de construcéo
em quimica sintética e também podem ser facilmente convertidos em compostos
ciclicos quirais de elevado valor agregado (ADAMS et al., 2014). Zhu e colaboradores
(ZHANG; ZHU, 2024) desenvolveram um método EKR eficiente para a preparagéo de
a-alendis quirais utilizando uma lipase imobilizada disponivel comercialmente,
Lipozyme TL-IM. Os compostos desejados foram obtidos em excelentes excessos

enantioméricos (Esquema 2).
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Esquema 2 — Resolugédo cinética enzimatica de a-alendis

OH OAc
OH :
L TL-IM Z NF
Az yposyme - Cq st)\/ + CirHas
Cq1Ho3 acetato de vinila (S) (R)
c-hexano, N, 61%, 48% ee 35%, 88% ee

25°C, 24 h
Fonte: Zhu et al. (2024).

Ma e colaboradores (XU; LI; MA, 2003) descreveram a utilizagdo de Novozym-
435 (uma forma imobilizada da enzima Candida antarctica lipase B - CALB) como um
biocatalisador eficaz para a resolugcdo cinética de uma variedade de alcoois
propargilicos arilicos terminais. Os autores descreveram como vantagem do método
a facil disponibilidade dos materiais de partida e do biocatalisador, condicbes de

reacao simples, facil operacéo e elevada estereosseletividade (Esquema 3).

Esquema 3 — Resolugéo cinética enzimatica de alcoois propargilicos arilicos

7
HO, Z~ How Z AcO, F
Novozym 435
OO acetato de vinila OO * OO
60 °C, 22 h
(S) (R)
61%, 53% ee 36%, > 99% ee

Fonte: Ma et al. (2003).

2.3 Sintese de Diinos

Os 1,3-diinos s&o compostos conjugados com estruturas unicas pois possuem
um formato molecular semelhante a uma haste com elevada rigidez (SHI; LEI, 2014).
Os quatro atomos de carbono nessas estruturas sdo arranjados linearmente, embora
cadeias mais longas contendo 8 ou mais atomos de carbono hibridizados sp ligados
possam ser ligeiramente curvadas (BOCK; LOW, 2018).

Os diinos podem ser divididos em dois tipos: simétricos ou nao-simétricos, de
acordo com os grupos substituintes ligados a ambos os lados da estrutura. Estudos
iniciais foram dedicados para a sintese de diinos simétricos, no entanto, os diinos nio-

simétricos sdo os mais comuns na natureza.
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Exemplos de estratégias sintéticas para a preparacéo de diinos simétricos sao
o acoplamento de Glaser—Eglinton—Hay (SIEMSEN; LIVINGSTON; DIEDERICH,
2000), a dimerizagao de alquinos utilizando CuCl em DMF (NISHIHARA et al., 2000),
a dimerizagao de estananas acetilénicas (ZHU; JIN; TONG, 2008), e a dimerizagéo
de compostos de boro acetilénicos (GHOSH; KUMAR CHATTOPADHYAY, 2022).

A preparacdo de diinos nao-simétricos € um topico mais importante e
desafiador uma vez que a mistura de dois alquinos terminais diferentes em uma
atmosfera oxidativa leva a uma mistura de diinos. Esse fato, fez com que diversos
métodos para a sintese de diinos ndo-simétricos fossem desenvolvidos. Exemplos
sdo as reagbes de metatese (LI et al., 2013), descarbonilagdo (DERMENCI;
WHITTAKER; DONG, 2013) e eliminagdo de halo-eninos (NEGISHI et al., 1984)
(Esquema 4).

Esquema 4 — Alguns métodos para sintese de diinos ndo-simétricos

Acoplamento

Cadiot-Chodkiewicz Descarbonilagao
RI—— + Xx—R? o
\ / 14 A )
R R

Rl!Y?———
1,3-diinos

Metatese / \ Eliminacao
X

Rl———R" ,
—R
R'— /

RZ———R?
Fonte: O autor (2025).

O procedimento mais comumente utilizado para a preparagao de diinos nao-
simétricos € a reagao de Cadiot—Chodkiewicz (SINDHU et al., 2015). A reacéo é
baseada no acoplamento cruzado entre alquinos terminais e halo-alquinos catalisada
por cobre e é conhecida desde meados da década de 1950 (LI, 2006) (Esquema 5).

Esquema 5 — Reagao de Cadiot—Chodkiewicz

Cu(l
RI— + X—R? Wy | RI-—— — R2
base, solvente

R', R? = alquila, arila
X =Cl, Br, |

Fonte: Adaptado de Li (2006).
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O mecanismo da reacao é baseado na formacéo inicial de um complexo do sal
de cobre com o alquino terminal A, seguido da remogao do proton acetilénico por uma
base para levar a formacdo do acetileto de cobre correspondente, B. A adicdo
oxidativa do acetileto de cobre ao halo-alquino leva a uma espécie de cobre bis-
alquinilica C que sofre eliminagao redutiva a partir da formagao de uma nova ligacéao

C—C para levar ao 1,3-diino, regenerando a espécie Cu(l) (Esquema 6).

Esquema 6 — Mecanismo da reacao de Cadiot—Chodkiewicz
X——R?
halo-alquino
‘/_Awergéo oxidativa
Cu

X
|
C
/sz %
R4 c R

® o
R" B B—H X
eliminagéo B
redutiva
H B = base
RI-——=—R2 ® © = o
CUI X R1 \C ®X
1,3-diino _ u
X=Cl, Br, | A

RI—
alquino
terminal

Fonte: Adaptado de Li (2006).

2.4 Retrossintese

A analise retrossintética de um composto é uma estratégia muito comum em
quimica organica quando se trabalha com moléculas grandes e deseja-se sintetiza-
las. Durante essa analise, pode ser buscado na literatura a sintese de estruturas
semelhantes ao composto alvo, para formular sua retrossintese. Por definicao, a
retrossintese nada mais é do que a procura pelos fragmentos iniciais, necessarios
para formar o produto desejado (CLAYDEN et al., 2012).

A estratégia retrossintética para a preparacdo do Seselidiol e compostos
analogos foi baseada na obtencdo de trés fragmentos principais: A, B e C. O
fragmento A, um telureto vinilico, poderia ser obtido a partir de uma reagédo de
hidroteluragcao estereosseletiva (OLIVEIRA et al., 2010). O fragmento B, o
trimetilsililacetileno, € comercialmente disponivel, e o fragmento C (um bromo-

alquinol) poderia ser preparado a partir da acroleina (Esquema 7).
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Esquema 7 — Retrossintese proposta para o Seselidiol

= R e Br. “
* ebu
OH % * f— /\/\/\/*(\ \\TMS AN N
o OH
OH OH
Seselidiol A B c

Fonte: O autor (2025).

O Seselidiol possui ainda dois centros quirais (*) e, nesse plano de trabalho,
espera-se a obtengao do fragmento C do produto natural de maneira assimétrica.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Esse trabalho teve como objetivo geral a sintese total do Seselidiol a partir do

desenvolvimento de uma nova metodologia para a obtencdo de bromo-alquindis de

maneira assimétrica.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar um bromo-alquinol analogo ao fragmento necessario para a sintese
total do Seselidiol;

e Ultilizar reacbes de resolugdo cinética enzimatica a partir da utilizacdo de
diferentes enzimas comerciais para a obtencdo dos fragmentos de modo
estereosseletivo;

e Desenvolver um método analitico através de cromatografia gasosa para a
separagao dos enantibmeros obtidos e determinagdo os possiveis excessos
enantiomeéricos;

e Determinar a configuragcao absoluta dos produtos obtidos apds a etapa de

resolugido enzimatica.
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4. METODOLOGIA

4.1 Generalidades

Todos os reagentes foram utilizados sem purificagdo adicional, conforme
recebidos. O acetileto de sddio foi obtido comercialmente na forma de uma suspenséao
11 — 15% em xileno. Os solventes, com excecdo da acetona, foram destilados antes
do uso. As reacgdes foram monitoradas através de CCD (ALUGRAM® Xtra SIL G
UV2s4) e para visualizagdo utilizou-se luz ultravioleta ou solugdo reveladora de
vanilina. Os demais reagentes foram adquiridos da empresa Aldrich Chemical Co.

As purificagdes em coluna cromatografica foram realizadas utilizando silica-gel
Merck (230-400 mesh) de acordo com o procedimento descrito por Still e
colaboradores. (STILL, et al,1978). Os espectros de RMN 'H (400 MHz) foram obtidos
em CDCIs utilizando o pico residual do solvente como referéncia interna (5 7,258). As
constantes de acoplamento (J) estao descritas em Hertz (Hz).

Os cromatogramas foram obtidos em um cromatografo a gas Agilent
Technologies 7820 com detector de ionizagao por chama equipado com uma coluna
capilar Chrompack CP-SPL5CB (30 m x0,25 mm x 0,25 um) utilizando nitrogénio como
gas de arraste.

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrdmetro modelo Agilent
Trace 1300 acoplado a um detector de massas single quadrupole equipado com

coluna TG-5MS (3 m x 0,25 mm x 0,25 um) utilizando hélio como gas de arraste.

4.2 Sintese do 1-fenil-2-propin-1-ol, (x)-1

Um bal&do de fundo redondo com uma barra de agitagdo magnética sob atmosfera de
argonio contendo uma solug¢do do benzaldeido (1 mL, 10 mmol, 1 equiv) em THF
anidro (60 mL) foi resfriado a -78 °C. Em seguida, acetileto de sddio (suspensao 11 —
15 % em xileno) [8,3 g (0,9 — 1,2 g de acetileto), 19 — 26 mmol; 1,9 — 2,6 equiv)] foi
adicionada em pequenas porg¢des. Apds 25 min a reagao foi conduzida a temperatura
ambiente e monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD) até o consumo
total do aldeido (12h de reag¢ado). Ao final da reagado, o baldo foi resfriado com um
banho de gelo e a reagao foi interrompida a partir da adi¢ao lenta de uma solugao
saturada de NH4Cl (30 mL). A mistura foi extraida com Et20 (3 x 20 mL) e a fase
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organica foi seca com Na2SOs anidro, filtrada e o solvente removido em
rotaevaporador. O xileno foi destilado sob pressao reduzida (100 °C/ 10 mmHg) para
levar a 1,0 g (82 %) do produto desejado na forma de um 6leo amarelado. A obtengao
de (z)-1 foi comprovada através da comparagdo com um padréo comercial existente

no laboratério através de analise de GC.

4.3 Sintese do 3-bromo-1-fenil-prop-2-in-1-ol, (*)-2

Um baldo de fundo redondo com uma barra de agitagdo magnética contendo
uma solugao de (+)-1 (2,4 g, 18 mmol, 1 equiv.) e NBS (3,2 g, 18,3 mmol, 1 equiv.) em
acetona (30 mL) resfriado a 0 °C foi adicionado AgNOs (680 mg; 4 mmol; 0,2 equiv.)
O balao foi coberto com uma folha de aluminio e a mistura reacional foi agitada a 0 °C
por 10 minutos. Apds esse periodo, o banho de gelo foi removido e a reagao foi
mantida a temperatura ambiente durante 2 horas. A reagao foi monitorada por CCD e
revelada com vanilina, e apos a total conversao do reagente de partida, a mistura
reacional foi diluida com acetona (20 mL) e filtrada em um plug de celite/silica. A fase
organica foi lavada com solugao saturada de tiossulfato de sédio (30 mL), seca com
Na2S04 anidro, filtrada e o solvente removido em rotaevaporador. O material bruto foi
purificado por coluna cromatografica utilizando uma mistura de hexano:EtOAc (9:1 até
6:4) como eluente. Apés a purificagdo na coluna foram obtidos 0,98 g (26%) na forma
de um oleo alaranjado. RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 7,52 — 7,32 (m, 5H); 5,48 (s, 1H);
2,31 (s, 1H). Os dados estdo de acordo com o composto descrito na literatura
(BOWLING, 2010).

4.4 Resolugao Enzimatica

Em um tubo de ensaio contendo uma solu¢do do composto (+)-2 (106 mg, 0,5
mmol), acetato de vinila (0,125 mL, 1,5 mmol) em hexano (5 mL) foi adicionada a
enzima lipase CAL-B (44 mg). A reacéo foi mantida sob agitacdo durante 6 h sob
atmosfera de argbnio a temperatura ambiente. Aliquotas do meio reacional foram
retiradas em intervalos de 1 h e analisadas através de cromatografia gasosa para a

determinacao de possiveis excessos enantioméricos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Sintese de Alquindis

Como citado anteriormente, o Seselidiol pode ser obtido através de trés
fragmentos principais. O fragmento A ja sintetizado e caracterizado em nosso grupo
de pesquisa (SILVA, 2020). O fragmento B € um produto comercial, descartando a
necessidade de etapas adicionais de sintese e purificagdo. Portanto, o fragmento em
foco neste trabalho foi o C.

A estratégia retrossintética para a preparagdo do fragmento C de maneira
estereosseletiva € mostrada no Esquema 8. O fragmento desejado poderia ser obtido
a partir da resolugao enzimatica do racemato correspondente (+)-C o qual poderia ser
obtido a partir da bromagao do precursor alquinol, obtido a partir da adicdo de um

acetileto metalico a acroleina.

Esquema 8 — Estratégia retrossintética para obtencao do fragmento C

Br Br N
AN X AN
\(k P— \/\ — \(\ — \M + Ol//\
OH OH OH

acetileto

(R) ou (S)-C (+/-)-C alquinol metalico acroleina

Fonte: O autor (2025).

Apesar de aparentar ser de facil execugao, a estratégia ndo se mostrou viavel
uma vez que a acroleina ndo é mais disponivel comercialmente e a sua preparacao
requer um aparato bastante complexo (ADKINS; HARTUNG, 1926).

No entanto, a partir de uma pesquisa na literatura, foi observado que néao
existem metodologias para a resolugdo enzimatica de 1-bromo-alquindis descritas na
literatura. Nesse sentido, uma vez que espera-se com o desenvolvimento de uma
estratégia sintética a preparacao do Seselidiol e compostos analogos para o estudo
de suas possiveis atividade farmacoldgicas, optou-se pela preparagao do 1-fenil-2-
propin-1-ol, (x)-1 escolhido como composto-modelo (Figura 4).
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Figura 4 — Estrutura do 1-fenil-2-propin-1-ol, ()-1

OH

X
(+-)11

Fonte: O autor (2025).

Como citado anteriormente, existem diversas estratégias sintéticas para a
preparacao de alquindis, sendo a mais comum baseada na adicdo de um acetileto
metalico a um aldeido (ou cetona) correspondente; nesse caso, o benzaldeido, uma
vez que a resolugado enzimatica de diversos alquindis aromaticos ja foram descritos
na literatura. Um exemplo de acetileto metalico € o brometo de etinilmagnésio,
disponivel comercialmente, no entanto com um custo elevado: 100 mL de uma

solugao 0,5 M corresponde somente a 50 mmol do reagente (Figura 5).

Figura 5 — Prego de 100 mL de uma solug¢ao 0,5M do brometo de etinilmagnésio em THF

346152 W Sigma-Aldrich ) Compartilhar
. . .
Ethynylmagnesium bromide solution
H C = C M g Br (0) Writeareview Askaquestion

0.5MinTHF

Sindnimo(s): Acetylenemagnesium bromide, Bromoethynylmagnesium, Ethynylmagnesium bromide
Todas as fotos (2)

Faca login para ver os pregos organizacionais e de contrato

Documentos Principais

Selecione um tamanho Alterar visualizagio E =
4 sps Q coorcoa

100 ML 800 ML
& Folhade R$52900 || R$2.01800
especificacdo

Fonte: Sigma-Aldrich® (2025).

Uma vez que esse reagente ndo se encontrava disponivel no laboratério, optou-
se pela utilizagdo do acetileto de sddio. Esse composto é disponivel na forma de uma
suspensdo 11-15% em xileno. Desse modo, a adicdo do benzaldeido a esse
composto em THF levou ao produto desejado (£)-1 em um rendimento de 82%

(Esquema 9).
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Esquema 9 — Sintese do 1-fenil-2-propin-1-ol, (+)-1

N
H———Na _— ©)\\
THF, -78 °C

12 h (+/-)-1
82%

Fonte: O autor (2025).

A reacdo mostrou-se de facil execugdo, no entanto, a remogao do xileno do
produto final mostrou-se problematica. O composto (+)-1 foi obtido a partir da remogao
do xileno através de destilacdo sob pressao reduzida, seguido de purificacao através
de coluna cromatografica.

5.2 Sintese de Bromo-Alquinois

Com a obtencgao do alquinol (+)-1, a proxima etapa consistiu na bromacgao deste
para a obtencdo do 1-bromo-alquinol correspondente, o 3-bromo-1-fenil-prop-2-in-1-
ol (¢)-2. Existem diversos métodos descritos na literatura para a preparagao de 1-halo-
alquinos. Alguns exemplos sao a utilizagao de cloramina B e NaBr (LIU GUOJUN; LI
CHENGLONG; LIU PEIJUN, 2018), NBS e acidos cinamicos (DAS; ROY, 2002), l2em
NHs (VAUGHN; NIEUWLAND, 1933), ou morfolina (SOUTHWICK; KIRCHNER, 1962),
BrCCls/DBU (HORI et al., 1978), CBr4/PPhs (WAGNER; HEITZ; MIOSKOWSKI, 1990),
Nal/oxidagédo anddica (CASARINI et al., 1991), entre outros. No entanto, a utilizagao
de NBS e uma quantidade catalitica de AgNOs em acetona (HOFMEISTER et al.,
1986) foi a estratégia escolhida devido a simplicidade e facilidade de execucao

(Esquema 10).
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Esquema 10 — Sintese de (+)-2 a partir da bromagao de (+)-1

OH OH
AgNOj3 acetona Br
25°C, 2 h (+/-)-2
(+/-)-1 26%

Fonte: O autor (2025).

O composto desejado foi purificado através de coluna cromatografica e teve a
sua estrutura determinada inicialmente através de GC-MS onde pode-se observar que
a massa obtida corresponde a estrutura proposta (Figura 6).

Figura 6 — Espectro de massas (m/z) obtido para o bromo-alquinol, (+)-2

x10 6 +El Scan (rt: 10.13-10.77 min, 63 scans) LR05.D

131.2

1.5

1.25 Br

N N g Chemical Formula: CgH;BrO
™~ (=] .
0.75 ™7 Exact Mass: 210
o™
054 - ~
0.25 R o 2
0 | @ o

0 : II T | T 1 T 1 T 1 T T T
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Fonte: O autor (2025).

O bromo possui dois isétopos: °Br e 8'Br em uma proporgdo de
aproximadamente 1:1 (50,5: 49,5). Desse modo, o composto (+)-2, que contém um
atomo de bromo, apresenta dois picos semelhantes em altura na regido do ion
molecular. O composto (+)-2 também foi analisado através de RMN 'H e os sinais
estdo de acordo com a estrutura proposta (BOWLING et al., 2010) (Figura 7).
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De acordo com o espectro pode-se observar entre 6 7,52 — 7,32, um multipleto
com integracao para 5 H correspondente aos hidrogénios do anel aromatico. O sinal
correspondente ao hidrogénio carbindlico, Ha pode ser observado 4 5,48 na forma de
um simpleto com integracdo para 1 H. Finalmente, em & 2,31 pode-se observar um

simpleto largo correspondente a He.

5.3 Estudos de Resolugao Enzimatica

Com a obtencgéo do composto (+)-2, foram iniciados estudos para determinar a
possibilidade de obtengao dos enantidmeros do mesmo a partir de uma etapa de
resolucdo enzimatica. Para isso, inicialmente foi necessario um estudo das rampas
cromatograficas para descobrir as melhores condigdes para uma separagao efetiva
dos enantidmeros obtidos. Para isso, uma aliquota do composto (+)-2 foi analisada
através de CG utilizando uma coluna quiral HP contendo B-ciclodextrina como fase
estacionaria (20% Permethylated B-cyclodextrin 30 m x 0,32 mm x 0,25 ym) na
tentativa de separacdo dos enantibmeros obtidos apdés a etapa de resolucao
enzimatica. Desse modo, diversos parametros foram analisados na tentativa de
separagao dos sinais correspondentes aos enantidbmeros obtidos. As condigbes

aplicadas no cromatografo encontram-se descritos na Tabela 1 (Apéndice A).
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Tabela 1 — Condi¢des aplicadas para separagao de (+)-2
Método .T(,CT)" .T(:". Hold i Temp2 Mol ocy, Temps hold  Total DT;Z‘)E
1 275 100 40 - - - - - - 40 290
2 275 180 40 - - - - - - 40 290
4 275 100 40 25 220 - - - - 44.8 290
5 275 60 30 10 220 4 - - - 50 290
6 275 100 40 5 160 4 5 180 0 60 290
7 275 100 40 2 160 4 2 180 0 84 290
8 275 60 40 2 160 4 - - - 94 290

Fonte: O autor (2025)

O critério utilizado para determinar uma boa separag¢ao da rampa foi observar
os dois sinais equivalentes aos enantibmeros com uma boa separagado na linha de
base. As temperaturas do injetor e detector foram mantidas constantes para todos os
métodos estudados. Para explicar os parametros que foram variados, sera utilizado o
método 7 como referéncia. Para este método, a Temperatura Inicial do forno foi de
100 °C e foi mantida constante (“Hold”) durante 40 min. Apds esse periodo, foi
realizada uma taxa de aquecimento de 2 °C.min"', até atingir Temperatura 2 (160 °C).
Essa temperatura foi mantida constante durante 4 minutos e depois aumentada mais
uma vez a uma taxa de 2 °C.min-! até atingir a Temperatura 3 (180 °C), totalizando
um tempo total de 84 minutos da amostra dentro da coluna.

Na Figura 8 dois cromatogramas séo apresentados para fins comparativos, a
Figura 8a se refere ao resultado obtido quando foi utilizado o método 4 (Tabela 1)
onde n&o foi observada a separacgéo, e a Figura 8b se refere ao resultado obtido
quando foi utilizado o método 7 (Tabela 1), onde foi observada a melhor separagéo

dos sinais correspondentes aos enantibmeros.
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Figura 8 — Cromatogramas obtidos nos testes de melhor rampa cromatografica do (a) Método 4; (b)
Método 7

44.418

(b) oH

70.612

70.975

68 69 70 n 12 73 74 min

Fonte: O autor (2025).

Vale salientar que a separag¢ao dos enantidmeros foi eficiente, no entanto, ndo
foi possivel atribuir a configuragcdo absoluta de cada enantibmero ao sinal
correspondente.

Apds determinar a rampa cromatografica adequada para a separagado, o
composto (+)-2 foi submetido a uma reagao de resolugédo enzimatica. Para isso, foi

utilizada a CAL-B e a reag&o foi monitorada durante 6 h (Esquema 11).

Esquema 11 — Resolugéo enzimatica de (t)-2

OH OH OAc
Z>0Ac .
> * R * R
Br CAL-B, Hexano, Ar N Br N Br
25°C, 6h
(+/-)-2 (R) ou (S)-2 (S) ou (R)-3

Fonte: O autor (2025).

Aliquotas da reacdo foram analisadas a cada hora. No entanto, ndo foi
observada especificidade da enzima para o composto (£)-2 uma vez que excessos
enantioméricos ndo foram observados. A Figura 9 mostra o a analise através de GC

empregando a coluna quiral da aliquota retirada apés 1 h de reacgao.
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Figura 9 — Cromatograma obtido no GC quiral ap6s 1 h de resolugédo enzimatica

FID B, Sinal Posserior (LOAMUCAS_ResEnz_27_11_34 2084-11.27 12-27-3RLR0S_Th_T.0)
ol

OH OH OAc OAc
N X AN \
E 2 (R)-2 (S)-2 (5)-3 (R)-3 -
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10 12 T 76 i L] B2 e

Fonte: O autor (2025).

De acordo com a Figura 9, pode-se observar a presenga de 4 sinais de mesma
intensidade evidenciando que a enzima promoveu a reagao de acetilagdo, no entanto
sem excesso enantiomérico. Vale salientar que os quatro sinais correspondem aos
quatro possiveis compostos presentes na mistura, no entanto, ainda nao foi possivel
realizar a atribuicdo da configuragdo absoluta. Mesmo apds 6 h de reagdo nao houve
progresso. Este € um resultado interessante, visto que na literatura uma estrutura
muito similar ja foi resolvida enzimaticamente com alto excesso enantiomérico
(RAMINELLI et al., 2004) (Esquema 12).

Esquema 12 — Comparacéo entre os resultados deste trabalho e do estudo de Raminelli et al.

OH OH OAc
Z>0Ac . N 7
X - X X
N CAL-B, benzeno, N ©/\\
o .
(+/)1 hexano, 32 °C, 40 min (S)-1 (R)-1
>99% ee 98% ee
39% 46%

Fonte: Adaptado de Raminelli et al. (2004).

O fato de nao ter havido resolucao levantou a hipétese de que o atomo de
bromo é grande o suficiente para diminuir a especificidade da enzima, uma vez que o
anel aromatico também é considerado um ligante volumoso.

Uma questao importante na discussao sobre a seletividade da enzima CAL-B
€ a natureza dos modos de ligac&o dos alcoois secundarios (FERRARIO et al., 2015).
A regra de Kazlauskas (KAZLAUSKAS, 2011) é uma ferramenta bastante utilizada na
tentativa de avaliar o modo de ligagdo mais provavel do enantibmero de reagao rapida.
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A regra, também confirmada por experimentos (KWON et al., 2007) sugere que
a CAL-B possui uma preferéncia pelo enantidmero (R) de alcoois secundarios quirais
volumosos. Em geral, o modo de ligagdo mais estavel tem o substituinte de tamanho
grande apontando para a entrada do sitio ativo, enquanto o substituinte de tamanho

médio esta localizado dentro do bolso de estereoespecificidade (Figura 10).

Figura 10 — Representacéo esquematica da Regra de Kazlauskas

H  Sers

@
O\o

H, OH
H, OH 3 0 NH
_ CAL-B = ;e
C NH Trp 104
enantibmero o
sitio
(R)

estereoespecifico

Fonte: Adaptado de Ferrario et al. (2015).

A enantiosseletividade ocorre devido a um encaixe preferencial de um dos
enantidbmeros no bolsdo hidrofébico da enzima (modo favoravel), enquanto o outro
enantidmero ndo tera um encaixe perfeito (modo desfavoravel).

Para avaliar o tamanho dos grupos ligados ao (+)-2, foram realizados calculos
no Gaussian para calcular volumes das moléculas e distancias especificas. O método
considerou a densidade eletrénica da molécula e aplicou uma abordagem estatistica
para estimar o volume. Além disso, foram feitas corre¢coes para simular efeitos do
solvente. Os calculos foram feitos em colaboragdo com o Prof. Ricardo Longo, do
Departamento de Quimica Fundamental. Foram calculados tanto o volume (A%) quanto
a extensdo maxima (pm) dos grupos presentes nos compostos (+)-1 e (+)-2 (Figura
11).
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Figura 11 — (a) Distancias entre o carbono central e as extremidades dos grupos; (b) Volume dos

grupos ligados; (c) Estrutura dos compostos (+)-1 e (1)-2.

Fonte: O autor (2025).

De acordo com a Figura 11a, pode-se observar que a presencga do atomo de
bromo no composto (+)-2 altera o comprimento do grupo em relagao ao carbono
central para 440 pm, fazendo com que este figue com um comprimento mais préximo
ao do anel aromatico (540 nm). No caso do composto (+)-1, a extensao do grupo a
direita, correspondia a 69% de extensdo em relagdo ao anel aromatico. Ja no
composto (1)-2, aumenta ainda mais, passando a equivaler a 81%.

Ao avaliar o volume do composto (+)-2 (Figura 11b) observa-se um incremento
de 12 unidades, tornando o grupo que possuia 57% de volume relativo ao anel
aromatico com um volume relativo de 74%. Esses dados deixam ainda mais robusta
a hipotese de que a presenga do bromo diminui a especificidade da acetilacdo pela
enzima por conta de tamanhos relativamente parecidos entre os grupos.

Essa hipoétese foi confirmada a partir da repeticdo de uma reacgao realizada por
outro membro do grupo onde foi realizada a resolugdo enzimatica utilizando o bromo-

alquinol, (x)-4, contendo o grupo etila ao invés do fenila (Esquema 13).



36

Esquema 13 — Resolugéo enzimatica de (x)-4.

OH OH
\/é\ /\OAC \)\ . OAc
NG, CAL-B, Hexano X 5 \)\
o r
25°C, 24 h Br

(+/-)-4 (R) ou (S)-4 (S) ou (R)-5

Fonte: O autor (2025).

Pela regra de Kazlauskas, o alcool acetilado 5 possuiria configuragdo absoluta
(S), porém, preferiu-se manter a estereoquimica dos produtos em aberto, uma vez
qgue nao foram feitos testes para identificar qual dos enantidmeros foi de fato acetilado.
Assim, o alcool desejado, (R) ou (S)-4, foi obtido em uma conversao de 49%, e com
99% ee. Ja o acetato correspondente, (S) ou (R)-5 foi obtido com 84% ee. Esses
resultados podem ser visualizados na Figura 12a onde é mostrado o cromatograma
obtido apds 1 h de reagéo e na Figura 12b onde € mostrado o cromatograma obtido
ap6s 24 h onde pode-se observar a separagao dos enantibmeros (R) e (S)-4, no

entanto, ainda n&o foi possivel realizar a atribuicdo da configuragao absoluta.
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Figura 12 — Cromatograma da reagao de resolugéo cinética do composto ()-4 utilizando CAL-B: (a)

apos 1 h e (b) apos 24 h.
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Fonte: O autor (2025).
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6. CONCLUSAO

o Nao foi possivel executar a sintese do fragmento C, necessario para obtencgéo
do Seselidiol devido a indisponibilidade comercial da acroleina;

o A preparagcdo do composto analogo (+)-1 e do brometo correspondente, (+)-2
foram realizadas com sucesso e os compostos caracterizados;

o A tentativa de resolugcédo enzimatica da mistura racémica de (x)-2 nao foi bem
sucedida, provavelmente devido a similaridade entre o tamanho dos grupo, o
que nao permitiu a enantio-diferenciagao;

o Esse fato foi comprovado a partir de calculos tedricos de algumas propriedades
da molécula onde foi evidenciado um aumento no volume e no comprimento da
porcao alquinilica quando o atomo de bromo foi inserido;

o A resolugao enzimatica da mistura racémica de (+)-4 levou ao alcool desejado
(R) ou (S)-4 em uma conversao de 49% e em um excesso enantiomérico de
99%.
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7. PERSPECTIVAS

o Realizar a sintese da acroleina para a obtencao do fragmento C, necessario para
a sintese total do Seselidiol;

o Realizar a etapa de resolugcédo enzimatica do fragmento C apds sua obtencéo;

o Encontrar alternativas para obtencdo de bromo-alquindis com excesso
enantiomérico, quando nao for possivel aplicar a etapa de resolugdo enzimatica;

o Realizar testes farmacoldgicos com os compostos finais sintetizados.
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APENDICE A - Cromatogramas das metodologias aplicadas as rampas

cromatograficas

Cromatogramas respectivos a Tabela 1. A) Método 1; B) Método 2; C) Método 4; D)
Método 5; E) Método 6; F) Método 7; G) Método 8.
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