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RESUMO

Didis propargilicos sdo intermediarios alquinilicos com grande potencial sintético.
Embora a utilizacdo destes compostos visando a sintese de produtos naturais bioativos seja
conhecida, até ao inicio deste trabalho, nenhum estudo envolvendo a resolucdo cinética
enzimatica (RCE) desta classe de compostos tinha sido relatada na literatura. Com isso, o
objetivo principal deste trabalho foi a obtencdo de didis propargilicos em sua forma
enantiomericamente enriquecida, a partir de um processo de RCE usando a lipase Candida
antarctica como biocatalisador. Os compostos quirais oriundos destas biotransformagdes
seriam entdo empregados como intermediarios sintéticos visando a preparacdo de moléculas
quirais de interesse biolégico. Um dos compostos sintetizados, o composto (R,S)-non-2-ino-1,4-
diol 20h, foi utilizado na sintese do 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) 19, um composto detoxicante
de ocorréncia natural, através do estudo da oxidacado regiosseletiva de sistemas alilicos. Além
disso, os didis (R,S)-pent-2-ino-1,4-diol 20a, (R,S)-hept-2-ino-1,4-diol 20c, (R,S)-hex-2-ino-1,4-
diol 20g (um produto natural) e 20h foram submetidos a ensaios de atividade citotdxica,

mostrando atividades antiproliferativas interessantes.

Palavras-Chave: Diol. Resolucdo Cinética Enzimatica. Enzimas. 4-HNE.



ABSTRACT

Propargyl diols are alkynylic intermediates with great synthetic potential. Despite their
use aiming at the synthesis of bioactive natural products be known, until the beginning of this
thesis, no enzymatic kinetic resolution studies of propargylic diols had been reported yet. Thus,
the main objective of this work was the obtaining propargylic diols in its enantiomerically
enriched form, from an enzymatic kinetic resolution (EKR) process using Candida antarctica
lipase as biocatalyst. Chiral compounds from these biotransformations would then be employed
as synthetic intermediates for the preparation of chiral molecules of biological interest. One of
the diols synthesized, the compound (R,S)-non-2-yn-1,4-diol (diol 20h) was used in the
synthesis of 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) (diol 19), a detoxicant naturally occurring compound,
through the study of regioselective oxidation of allylic systems. Furthermore, when diols (R,S)-
pent-2-yn-1,4-diol (diol 20a), (R,S)-hept-2-yn-1,4-diol (diol 20c), (R,S)-hex-2-yn-1,4-diol (diol
20g) (a natural product) and (R,S)-non-2-yn-1,4-diol (diol 20h) were subjected to cytotoxic tests,

interesting antiproliferative activities were observed.

Keywords: Propargylic diol. Enzymatic Kinetic Resolution. Enzymes. 4-HNE.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIOCATALISE

1.1.1 Definicao

Biocatélise pode ser definida como um processo no qual se utilizam enzimas isoladas ou
células integras para catalisar reagfes quimicas. Tipicamente, reacdes quimicas catalisadas por
enzimas sao aquelas que estéo relacionadas a processos biologicos, tais como, em processos
fermentativos para producéo de etanol, e também em processos digestivos onde as moléculas
presentes no alimento sdo fragmentadas para producéo de energia.*

1.1.2 Um breve historico

A humanidade tem utilizado as enzimas ha milhares de anos em processos de
fermentacdo como uma forma de produzir e conservar alimentos, tais como, queijo, cerveja,
vinagre e vinho. Esses procedimentos eram técnicas muito utilizadas no Egito antigo, onde
estes métodos foram registrados em papiros egipcios antigos.? A partir do século XVIII, a area
da biocatdlise comecou a receber mais atencédo, e teve seus primérdios na area cientifica. O
primeiro isolamento de enzimas foi realizado em 1833 por dois cientistas franceses, Payen e
Persoz, que conseguiram isolar uma mistura de amilases a partir de um extrato de malte.® Em
1835, o quimico sueco J. J. Berzelius demostrou a primeira reacdo de hidrolise enzimética do
amido, usado na producgéo de dextrinas. Um ano depois, em 1836, o alemdo Theodor Schwan
conseguiu isolar a primeira enzima proveniente de tecido animal, a “pepsina”. Com a explicagao
mecanistica para fermentagdes realizadas por leveduras apresentada por Justus Von Liebig em
1839, ocorreu 0 marco inicial para o melhor entendimento das reacdes enzimaticas.” Dois
acontecimentos isolados deram inicio a era moderna da biocatalise. Primeiramente, em 1858,
Louis Pasteur conduziu o primeiro registro de um experimento de resolugéo cinética enzimética,

onde tratou uma solucdo do sal de aménio do acido tartarico racémico com uma cultura de

! Johannes, T.; Simurdiak, M. R.; Zhao, H.; Biocatalysis, “Encyclopedia of Chemical Processing”, Taylor & Francis,
2007, pag. 101.

2 Ghanem, A.; Tetrahedron, 2007, 63, 1721.

* payen, A.; Persoz, J. F.; Ann. Chim. Phys., 1833, 53, 73.

* Hoffmann-Ostenhof, O.; Enzymologie; Springer: Wien, 1954.
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Penicillium glaucum, que levou apenas ao consumo do enantibmero acido (+)-tartarico e um
consequente enriquecimento do enantibmero (-)-tartarico.> Em 1897, Eduard Buchner
comprovou de forma indiscutivel que as transformac@es biolégicas ndo ocorrem apenas com o
uso de células vivas, relatando a fermentacdo alcodlica com células livres de extrato de

levedura. A célula de levedura produz a enzima, e a enzima provoca a fermentac&o.®

A motivagdo causada devido a todos esses avancgos, levaram ao desenvolvimento de
varias teorias, tais como, a teoria chave-fechadura de Emil Fischer (1894), e também a teoria
cinética enzimatica de Victor Henri (1903), que diz que o complexo enzima-substrato € a etapa
chave da catalise enzimatica. Leonor Michaelis e Maud L. Menten expressaram
matematicamente em 1913 a teoria de V. Henri, onde eles postularam que inicialmente a
enzima E se liga ao substrato S em uma etapa rapida reversivel para formar o complexo
enzima-substrato ES (E + S — ES), seguido por uma etapa lenta de formag¢éo do produto P

mais a enzima livre (ES — P + E).

Durante a primeira metade do século 20, os processos biocataliticos comecaram a ser
muito utilizados por grupos de pesquisas académicos e também na indUstria. Em 1913, L.
Rosenthaler realizou a sintese de (R)-mandelonitrila 2 pelo tratamento de benzaldeido 1 com
HCN na presenca de emulsina (contendo oxinitrilases) (Esquema 1), e deu inicio a catalise

assimétrica enzimatica moderna.

CHO HO__CN

emulsina
+ HCN

Esquema 1: Preparacéo biocatalisada da (R)-mandelonitrila 2

Outro marco da biocatalise moderna, mais voltado ao campo industrial, foi a hidroxilacédo
microbiana régio- e estereosseletiva de esteroides, demonstrada pelas empresas farmacéuticas
Schering, Pfizer e Merck. Como exemplo, podemos citar a hidroxilacdo oxidativa da

progesterona 3 promovida por cepas de Rhizopus arrhizus ou Aspergillus niger (Esquema 2).2

% (a) Pasteur, L. C. R.; Seances Acad. Sci., 1858, 46, 615. (b) Gal, J.; Chirality, 2008, 20, 5.

® (a) Buchner, E.; Ber. Dtsch. Chem. Ges., 1897, 36, 117. (b) Jaenicke, L.; Angew. Chem., Int. Ed., 2007, 46, 6776.

” (a) Rosenthaler, L.; Biochem. Z., 1908, 14, 238. (b) Dadashipour, M.; Asano, Y.; ACS Catal., 2011, 1, 1121. (c)
Effenberger, F.; Angew. Chem., Int. Ed. Engl., 1994, 33, 1555.

¥ Hogg, J. A.; Steroids, 1992, 57, 593.
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Esquema 2: Hidroxilacédo oxidativa da progesterona 3 catalisada por fungo.

Esses avancos culminaram na primeira obtencdo de uma enzima na sua forma
cristalina, possibilitando a James B. Sumner postular em 1926 que as enzimas séo constituidas

de proteinas.

Da década de 1980 até a atualidade, com o surgimento da tecnologia do DNA
recombinante,’ ocorreu uma revolugdo no campo do desenvolvimento de novas enzimas. A
engenharia de proteinas e o “screening” molecular se tornaram procedimentos Uteis para

fornecer enzimas derivadas das naturais.*®

% Glick, B. R.; Pasternak, J. J.; Patten, C. L.; Molecular Biotechnology: Principles and Applications of Recombinant
DNA. ASM Press: Washington, DC, 2010.
19 Ema, T.; Tetrahedron: Asymmetry, 2004, 15, 2765-2770.
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1.1.3 Enzimas

As enzimas sdo macromoléculas constituidas por proteinas que possuem a habilidade
de catalisar rea¢des quimicas e/ou bioquimicas com alta régio-, estéreo- e quimiosseletividade.
Essas proteinas sdo formadas por uma sequéncia de residuos de amino&cidos ligados
covalentemente entre si por ligacbes peptidicas (Esquema 3). Os aminoacidos podem possuir
caracteristicas hidrofilicas (polares) ou hidrofébicas (apolares), dependendo da natureza do
grupamento R, e a distribuicdo destes grupos ao longo da cadeia proteica determina a funcéo, o

arranjo tridimensional e o comportamento da enzima.™

0 \ R,

Ligacao peptidica

Esquema 3: Formacéo de proteinas através de ligacdes peptidicas.

As enzimas podem ser isoladas de diversas fontes, tais como, organismos animais e
vegetais, e micro-organismos. Estima-se que existam milhares de enzimas disponiveis na
natureza,'? onde apenas uma pequena fracdo desse total & conhecida.

As enzimas sdo classificadas em seis classes, de acordo com critérios da Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB),"® e sua classificacdo depende do

tipo de reacéo que catalisa (Tabela 1).

1|_ehninger, A.; Biochemistry, Worth Publ Inc, New York, 62 edicéo, 2013.

2 Kindel, S.; Technology, 1981, 1, 62.

3 International Union of Biochemistry and Molecular Biology, Enzyme Nomenclature. Academic Press, New York,
1992.
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TABELA 1: Classificacdo das enzimas de acordo com a IUBMB.

Classes de

Enzimas Tipo de reacgdo catalisada

Exemplos de enzimas

Oxidacdo/reducéo, envolvendo a
transferéncia de elétrons ou atomos de
hidrogénio e oxigénio.

Oxidorredutases

Desidrogenases, oxidases,
oxigenases, peroxidases

Transferéncia de grupos funcionais, tais

Transferases . . . ) ., .
como, acil, metil, fosforil, amino. Aminoacido transaminases
N e . Lipases, acilases, nitrilases,
. Reacdes de hidrolise, e em condi¢bes P
Hidrolases . o esterases,
especifica a reacao inversa. .
amidases, proteases
Liases Adicao/eliminacdo sobre ligacbes C=C, Aldolases, oxinitrilases,
C=N, C=0. hidroxinitrila liases
Isomerases ReacgOes de isomerizagéo Sintetases, glicina ligase
Lipoes Formacé&o/clivagem de duas moléculas Racemases, glicose,

frente a ligagcbes C-O, C-S, C-N, C-C.

isomerase

No campo industrial, as hidrolases possuem usos destacados (cerca de 63%), devido a

importancia comercial relativa dos produtos que elas fornecem (Figura 1).**

Transferases.
5%

Oxiredutases.

25%

Ligases. 1%

Isomerases.
1%

Liases. 5%

Hidrolases.

63%

Figura 1: Usos relativos das diversas classes de enzimas na industria.
A utilizacdo de enzimas, como qualquer outro catalisador, em rea¢cdes quimicas podem

apresentar suas vantagens e desvantagens como destacadas abaixo.

14 Faber, K.; Biotransformations in Organic Chemistry, Springer-Verlag, Berlin, 6" ed., 2011.
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- Vantagens no uso de enzimas:*®

1. Sdo catalisadores extremamente eficientes. Podem ser usadas em quantidades muito
pequenas (da ordem de 10° a 10 mol%), e aceleram o processo em cerca de 10% a 10®° em
relacdo as reacfes nado catalisadas.

2. Sao catalisadores “verdes”, reagentes ambientalmente aceitaveis, pois séo
biodegradaveis.

3. Atuam sob condi¢cdes médias, na faixa de temperatura entre 20-40 °C e de pH 5-8.

4. Sao compativeis umas com as outras, podendo ser utilizadas como sistemas multi-
enzimaticos em processos do tipo “cascata’.

5. Podem biotransformar substratos ndo naturais, e podem atuar em ambientes
diferentes do seu ambiente natural, tais como em solventes orgéanicos.

6. Catalisam uma grande gama de reacdes quimicas, apresentando elevadas
seletividades, tais como:

I.  Quimiosseletividade: Atuam em apenas um unico grupo funcional especifico, na
presenca de varias outras fungdes quimicas.

Il.  Regiosseletividade: Discriminam entre grupos funcionais idénticos, mas que
estdo em regides distintas do arranjo da molécula.

lll.  Enantiosseletividade: Como as enzimas propiciam um ambiente quiral para 0s
substratos, elas podem levar a formacdo de apenas um enantidmero no caso da
biotransformacdo de um substrato pré-quiral, ou desempenhar uma resolucao
cinética frente a uma mistura racémica, onde um dos enantibmeros reage mais

rapidamente que o outro.

- Desvantagens no uso de enzimas:*

O uso de enzimas em biotransfomacdes de compostos ndo naturais muitas vezes
encontra algumas dificuldades. Pois, as enzimas apresentam certa sensibilidade, sendo
algumas sensiveis a solventes e reagentes organicos, a temperaturas elevadas e a altas

pressdes. O custo para a utilizacdo de enzimas isoladas em reacfes quimicas € relativamente

5 (a) Wolfenden, R.; Snider, M.J.; Acc. Chem. Res., 2001, 34, 938. (b) Garcia-Junceda, E.; Multi-step Enzyme
Catalysis. Wiley-VCH, Weinheim, 2008.
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alto. Geralmente, algumas enzimas s6 apresentam atividades frentes a seus substratos naturais

e estando em seu ambiente natural (a atividade catalitica enzimatica € maximizada em agua).

- Enzimas isoladas vs. sistemas de células integras:

As reac0Oes biocatalisadas podem ser realizadas através do uso de enzimas isoladas ou
de células integras. As enzimas isoladas apresentam alguns beneficios, como por exemplo, a
alta produtividade devido a maior concentracdo, facilidade no processo de purificacdo dos
produtos, e em muitos casos podem ser reutilizadas. Mas, muitas vezes estdo associadas ao
inconveniente da necessidade dos cofatores para desempenharem suas funcdes.'® Ja a
aplicacdo com células integras dispensa a dependéncia de cofatores, no entanto podem levar a
formacéo de subprodutos (pois sdo sistemas multi-enziméticos).*

1.1.3.1 Teorias e aspectos mecanisticos da catélise enzimatica

No decorrer dos anos, foram desenvolvidos varios modelos no sentido de explicar os
mecanismos de acdo das enzimas e com isso fornecer um entendimento molecular sobre a
catalise enzimatica. Dentre essas teorias, podemos citar principalmente o modelo chave-
fechadura desenvolvida por Emil Fischer em 1894, o modelo do encaixe ou ajustamento
induzido proposta por D. Koshland em 1958, a regra da ligacéo a trés pontos postulada por A.
G. Ogston em 1948, juntamente com os principios dos efeitos entrépicos (termodindmicos) e os
fatores cinéticos.™

No modelo chave-fechadura, a enzima é tratada como uma estrutura totalmente rigida e
0 substrato apresenta uma interagcdo com o sitio ativo da enzima da mesma forma que uma
chave e uma fechadura (Figura 2), ou seja, de acordo com essa teoria apena o substrato que
tivesse um encaixe perfeito com o sitio ativo era passivel de ser biotransformado. Essa teoria
apresentou algumas falhas, pois ndo conseguia explicar a “promiscuidade enzimatica”,’ ou
seja, o fato das enzimas ndo serem totalmente especificas a substratos naturais e poderem

catalisar outros tipos de reacdes envolvendo substratos ndo naturais incomuns a elas.

16 Milner, S. E.; Maguire, A. R.; Arkivoc, 2012, 321.
7 Khersonsky, O.; Tawfik, D. S.; Annu. Rev. Biochem., 2010, 79, 471-505.
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SUBSTRATO

) Ql?= EQ l/, Sitio ativo

CHAVE (SUBSTRATO) FECHADURA (ENZIMA)

(b) QF-QJ

COMPLEXO CHAVE-FECHADURA

COMPLEXO
ENZIMA-SUBSTRATO

Figura 2: Representacdo esquemética do mecanismo chave-fechadura.

Um modelo mais consistente é o proposto pela teoria do ajustamento induzido, onde
estabeleceu que as enzimas ndo eram estruturas completamente rigidas, e sim possuiam uma
certa flexibilidade, principalmente em seu sitio ativo, adquirindo conformacdes variadas de
acordo com o arranjo espacial do substrato (Figura 3).*® Esse modelo, mais sofisticado que o
chave-fechadura, conseguiu explicar o fenébmeno da “promiscuidade enzimatica” que ocorre na

maioria da enzimas.

Smo

S

,‘+

Conformacéo
do estado de
transicdo

SUBSTRATO PRODUTO

" Sitio ativo

]
Complexo
Enzima-substrato

Figura 3: Representacao esquematica do mecanismo por ajustamento induzido.

18 (a) Koshland, D. E.; Nature, 2004, 432, 447. (b) Koshland, D. E.; Neet, K.E.; Annu. Rev. Biochem., 1968, 37, 359.



19

Para explicar como as enzimas catalisam as reacbes com uma elevada
enantiosseletividade, sendo seletiva a apenas um dos enantibmeros numa mistura
enantiomérica, Ogston postulou a regra dos trés pontos, onde para a enantiosseletividade ser
maximizada o substrato deveria se fixar no minimo a trés diferentes pontos de ligacdo dentro do
sitio ativo da enzima (Figura 4).* Por exemplo, de acordo com a figura 4, o substrato A é o

Unico que satisfaz a regra dos trés pontos (Caso |).

Caso | Caso ll Caso lll Caso IV
(produtivo) (ndo-produtivo) (ndo-produtivo) (n&o-produtivo)

Substrato A Substrato B

=

T W-Xx-O
o
Q

» Wex-O
4

plano de simetria

Figura 4: Representacdo esquemética da discrimina¢do enantiomérica enzimatica.

A alta seletividade das reacdes enzimaticas também pode ser explicada levando-se em
consideracdo os fatores cinéticos. As enzimas aceleram a velocidade das reagfes através do
abaixamento da barreira energética (energia de ativacdo — E,) entre reagentes e produtos,
estando essa diminuicdo da E, relacionada com a estabilizacdo do estado de transi¢do pela
enzima (Figura 5).”° De acordo com a lei de Arrhenius, k., = A.e"Fa/RT quando a energia de
ativacdo é diminuida o termo (e %«/RT) é aumentado, consequentemente a constante de

velocidade (k.q,) também aumenta.*

19 Ogston, A.G.; Nature, 1948, 162, 963.

20 Kraut, J.; Science, 1988, 242, 533.

2! (a) Georlette, D.; Blaise, V.; Collins, T.; D_Amico, S.; Gratia, E.; Hoyoux, A.; Marx, J.C.; Sonan, G.; Feller, G.;
Gerday, C.; FEMS Microbiology Reviews, 2004, 28 ,25. (b) Lonhienne, T.; Gerday, C.; Feller, G.; Biochim. Biophys.
Acta, 2000, 1543, 1.
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“ ‘ﬂ‘G Si K k:at E+P

A
Y

Reacéo ndo ' Reacéao catalisada
catalisada por enzima

Figura 5: Diagrama de energia para reagédo catalisada por enzima vs. rea¢do néo catalisada. (Eane) —
Energia de ativagdo da reagdo néo catalisada; E,cg — Energia de ativagéo para reacéo catalisada por
enzima).

Como consequéncia, a estereosseletividade enzimética surge da diferenca de energia
existente no estado de transi¢éo, associado a formacgdo dos dois complexos diastereomeéricos
no sitio ativo da enzima. Estes complexos diastereoméricos possuem energias livres (AG)
diferentes, permitindo sua “discriminagéo quiral”’, ou seja, que um dos enantidbmeros (A ou B)

seja biotransformado mais rapidamente que o outro (Figura 6).
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A
AG
[EA] (lento) E+p
y
\R\ (rapido)
[EB] 2 E+Q
E+P E+Q

Figura 6: Diagrama de energia para uma catalise enzimatica enantiosseletiva.

Por ultimo, a eficiéncia catalitica das enzimas esta ligada a fatores termodinamicos,
como o efeito entropico.?? O termo da entropia (AAS”) esta relacionado com as diferencas das
energias de ativacdo dos complexos diastereoméricos (AAG®). A entropia contribui para o
balanco energético do processo através da “ordem” do sistema, sendo influenciada pela
orientacdo dos reagentes e flexibilidade conformacional do sitio ativo durante o ajuste induzido,

e também por efeitos de concentracdo e solvatacdo, o que torna a catalise enzimatica favoravel.

22 Ottosson, J.; Rotticci-Mulder, J. C.; Rotticci, D.; Hult K.; Protein Science, 2001, 10, 1769.
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1.1.3.2 Lipases

Da classe das hidrolases, as lipases (triacilglicerol acil-hidrolase, EC 3.1.1.3) s@o as
enzimas mais bem estabelecidas como biocatalisadores na area de sintese organica. Além de
catalisarem com eficiéncia uma ampla faixa de rea¢des quimicas e serem suscetiveis a um
grande numero de substratos n&o-naturais, as lipases apresentam a vantagem de nao
dependerem do uso de cofatores.”® Em geral, as lipases sdo muito utilizadas em trés tipos de
reagOes, onde compostos enantiomericamente puros séo fornecidos. Sao estas: reacdes de
hidrolise, reacdes de esterificacdo e transesterificacdo (Esquema 4).”* Mais recentemente,
publicacbes na literatura mostraram que as lipases possuem a habilidade “promiscua” (outros
tipos de reacdes podem ser catalisadas. Um exemplo s&o as reacdes alddlicas assimétricas).*
ApOGs a descoberta por Klibanov que lipases sdo capazas de catalisar reacdes em solventes
organicos,” a faixa de possibilidades para aplicacdo desses biocatalisadores em processos
guimicos aumentou. Atualmente, € possivel encontrar na literatura aplicagbes com o uso de

CO, supercitico® e também em liquidos idnicos? como solventes.

1. Hidrélise
Q lipase Q
R NoR, = R oM *+ ReOH

2. Esterificagao

o) OH 0 R

lipase
/M\OH Rj/l\R3 R{/u\o/i\R + HO

solvente organico

R

3. Transesterificagdo

0 OH 0 Rj

lipase
R Nor,  ReR RN0R, * ROM

3 4 solvente organico

Esquema 4: Algumas reacOes catalisadas por lipases.

% Gotor-Fernandez, V.; Brieva, R.; Gotor, V.; J. Mol. Cat. B: Enzymatic, 2006, 40, 111.

%4 (a) Guan, Z.; Fu, J.P.; He, Y.H.; Tetrahedron Lett., 2012, 53, 4959. (b) Li, C.; Feng, X.W.; Wang, N.; Zhou, Y.J.;
Yu, X.Q.; Green Chem., 2008, 10, 616.

% Kirchner, G.; Scollar, M. P.; Klibanov, A. M.; J. Am. Chem. Soc., 1985, 107, 7072.



23

1.1.3.2.1 Resolucao Cinética Enzimatica (RCE)

Dentre os métodos estereosseletivos usados para obtencdo de compostos
enantiomericamente puros (Figura 7), a Resolucao Cinética Enzimatica (RCE) se destaca como
uma das principais e mais eficientes alternativas.”® Com isso, a RCE de racematos tem se
tornado uma ferramenta importante para obtencdo de substancias quirais de interesse
biolégico.*’

Fontes quirais [Substratos pré-quirais]

Resolugéao

|S|’ntese assimétrica |

Sint
inteses |Cinética| |Crista|izagéo| |Cromatografia|

|Enzimética | | Quimica | (bio)Catalise

— Compostos enantiomericamente puros ]7

Figura 7: Métodos para obtencdo de compostos enantiomericamente puros.

A RCE é um procedimento, usado para separagdo de enantibmeros de uma mistura
racémica, onde um dos enantidbmeros é mais facilmente transformado por um biocatalisador,
resultando assim em uma amostra enantioenriquecida do enantibmero menos reativo. Nesse
processo é requerido que kg # ks, onde R e S séo as configuracdes dos enantibmeros. Assim,
por exemplo, se o (R)-substrato é o Unico que reage, entdo ks=0 e a mistura racémica fornece
50% do (S)-substrato e 50% do (R)-produto (a conversdo maxima para a RCE de dois

enantidbmeros é de 50%) (Figura 8).

% (a) Gotor-Fernandez, V.; Busto, E.; Gotor, V.; Adv. Synth. Catal., 2006, 348, 797. (b) Ghanem, A.; Aboul-Enein,
H. Y.; Tetrahedron: Asymmetry, 2004, 15, 3331. (c) Ghanem, A.; Aboul-Enein, H. Y.; Chirality, 2005, 17, 1.
%" Brabcova, J.; Filice, M.; Gutarra, M.; Palomo, J. M.; Curr. Bio. Compd., 2013, 9, 113.
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Produto-(R)

kg
trato-(R
Substrato~(R) 50% de rendimento maximo

k
Substrato-(S) ----- S ... Produto-(S)

Figura 8: Resolugéo cinética convencional (conversdo maxima de 50%).

1.1.3.2.2 RCE de alcoois quirais

A RCE de alcoois quirais, catalisada por lipases, € um método assimétrico muito atrativo
para obtencdo de intermediarios sintéticos enantiomericamente puros ou enriquecidos. Dentre
estes métodos, a transesterificacdo em meio orgéanico catalisado por lipase € uma das técnicas
mais exploradas pelos quimicos organicos. Assim, na presencga de um doador de acila, solvente
e temperatura adequados, um dos enantibmeros da mistura racémica é seletivamente acilado,

enquanto que o outro enantibmero permanece inalterado em sua forma enantiopura.®®

O processo de transesterificacdo irreversivel pode ser alcancado quando ésteres
endlicos sao utilizados como doadores de acila, onde a reagéo inversa é desfavorecida devido a
tautomerizacdo do enol resultante, que leva a formacdo de um composto carbonilico volatil
(Figura 9).%®

(0] (0]
(a) /\O)J\R R1OH R1\O)kR2 + /\OH

—_—

Lipase “
A,

o) o)
(b) )\OJ\RZ _RoH R1\O)LR2 + )\OH

Lipase

>:Ow_—‘

Figura 9: Transesterificagfes irreversiveis catalisadas por lipase.

%8 Hanefeld, U.; Org. Biomol. Chem., 2003, 1, 2405.
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O modelo empirico mais recente para explicar o reconhecimento quiral pelas lipases é a
regra de Kazlauskas.?® Esta regra estabelece que a maioria das lipases possuem a mesma
enantiopreferéncia frente a determinado substrato, apresentando apenas diferencas no grau de
enantiosseletividade. Nesta regra, o0 modelo do sitio ativo da lipase € considerado como

consistindo de duas cavidades de tamanhos diferentes, um grande e outro pequeno (Figura 10).

Enantiomero favorecido Enantiémero desfavorecido
oH oH
®
(a) (b)

Figura 10: llustracéo exemplificativa da interacéo entre o sitio catalitico de uma lipase e os enantibmeros
de um alcool secundario quiral de acordo com a regra de Kazlauskas. O grupo volumoso é
representadopor G, e 0 grupo pequeno € representado por P.

Embora o modelo proposto por Kaslauskas e colaboradores tenha sido destinado para a
hidrélise de ésteres, esta regra também tem sido extrapolada e bem aceita para a acilagéo de

alcoois secundarios (Esquema 5).

OAc OAc
AN : :
—~ T @ @ ® -
(S) : (R)
OAc H OH

)\ H,0 ; Doadpr de
™ @ — + ! + | acila ®
Lipase | Lipase

Ester racémico Alcool racémico

(RS) /(')i OH (RS)
~ 0@ @ °—
(R) (S)
[reagio de hidrélise] [reagéo de transesterificagéo]

G = grupo volumoso; M = grupo médio.

Esquema 5: Reacdes de hidrdlise e transesterificagdo de alcoois secundarios catalisadas por lipase. A
enantiopreferéncia das reacdes segue o modelo empirico de Kazlauskas.

2 Kazlauskas, R. J.; Weissfloch, A. N. E.; Rappaport, A. T.; Cuccia, L. A.; J. Org. Chem. 1991, 56, 2656.
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Para alcoois secundarios, possuindo um substituinte grande e um médio ligados ao
centro assimétrico, submetidos a resolugcdo cinética mediada por uma lipases, a
estereosseletividade é explicada observando-se o modelo, onde o enantidbmero ativo interage
com o sitio catalitico através de um arranjo espacial favoravel (Figura 10).

A enantiosseletividade de uma RCE catalisada por lipase pode ser definida pelo excesso
enantiomérico (ee) e pela razdo enantiomérica ou fator de seletividade E.? O ee determina a

pureza enantiomérica do composto, e seu valor pode ser dado pela equagéo 1:
R-S
[ = —
Yoeep = — X 100 (1),

para o caso em que R > S. [R — concentracdo do enantibmero (R). S — concentracdo do
enantiomero (S)].

A estereosseletividade é descrida pelo valor de E, que é definido pela razédo das

constantes cinéticas especificas para cada enantibmero:

_ (keat/kmdr
Ers = (kcat/km)s (2),

onde k.5 € a constante de velocidade e ky é a constante de Michaelis-Menten.
O valor de E também pode ser expresso em funcdo dos excessos enantioméricos do
produto (ee,) e do substrato (ees), e da converséo (c), numa equacéo desenvolvida por Sih e

colaboradores:*®

In[l1—c(1+eep)] Ln[l—c(1—ees)]

E= Ln[1 —c(1 —eep)] - Ln[1 —c(1 + ees)] )

A conversao (c) é expressa pela seguinte equacao 4,

eeg

c=——— (4),

ees+ eep

%0 (a) Chen, C.-S.; Wu, S.-H.; Girdaukas, G.; Sih, C. J.; J. Am. Chem. Soc., 1987, 109, 2812. (b) Chen, C.-S.; Sih, C.
J.; Angew. Chem., Int. Ed. Engl., 1989, 28, 695.
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e logo apls substituicdo do termo ¢ e manipulacdes algébricas, a seletividade E pode ser

expressa apenas em termos dos excessos enantiomericos ee, e ees na seguinte equagao 53

1—eeg
n|————
E = [1+(ee5/eep) (5)

[ 1+eeg
1+(ees/eep)

Uma RCE que apresenta um valor de E igual a 1, é considerada uma reagdo nao
seletiva. Para a resolucdo ser aceitavel, E deve possuir um valor minimo igual a 20.

O mecanismo reacional que ocorre no sitio ativo da lipase envolve uma triade catalitica
(residuos dos aminoéacidos serina-histidina-aspartato — Figura 11), que esta presente na maioria

das hidrolases.

His
Asp Ser
DN o T
070" HNWY OH

Figuras 11: Triade catalitica.

O arranjo espacial desses trés residuos de aminoé&cidos favorece a formacdo do
alcoolato na unidade serina, que por sua vez faz um ataque nucleofilico na carbonila do
substrato doador de acila, levando a formacéo do intermediario acil-enzima (Esquema 6 — etapa
1). Na etapa seguinte, um nucledfilo apropriado (H,O, alcool ou amina) ataca o intermediario
acil-enzima, fornecendo o produto acilado e regenerando a enzima que retorna ao ciclo

catalitico (Esquema 6 — etapa 2).*

3 Straathof, A. J. J.; Jongejan, J. A.; Enzyme Microb. Technol., 1997, 21, 559.
%2 (a) Raza, S.; Fransson, L.; Hult, K.; Protein Science, 2001, 10, 329. (b) Heffner, F.; Norin, T.; Hult, K.; Biophys.
J., 1998, 74, 1251.
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Complexo Acil-Enzima

Nu = H,0, RNH,, ROH...

Esquema 6: Mecanismo promovido pela triade catalitica no sitio ativo de uma lipase.
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No esquema 7 é mostrado o ciclo catalitico para uma resolucao cinética enzimética de

nos intermediarios tetraédricos por outros residuos de aminoacidos presente na enzima.*®

0 ,H’N\;*
HiS—»\\ 4\0J\ His_»\\ (/ oﬁ/_/__-—H—O
= N = o/ "~
r— -H-NZN-- ' = H-NEN— /. “Hey
So HTN "H'°> Subsrato 1 go HTORN H‘°> U\
Asp O [Enzima Livre| ser Asp O Ser '

Intermedidrio
tetraédrico /

Z2N0H =—= o

Produto 2 Produto 1
Hi Ve Hi
|s—>\\ o |s—>\‘ o
o— -H—N@H\H’l_c?( . o—-H-N_N oij\
Asp o Ser> Asp o Ser
Intermediario Complexo
tetraédrico Il Acil-Enzima

Esquema 7: Ciclo catalitico para a RCE de um alcool secundario catalisado por lipase.

um éalcool secundario catalisado por uma lipase, onde é evidenciado a estabilizacdo do oxianion

%3 (a) Ema, T.; Curr. Org. Chem., 2004, 8, 1009. (b) Kwon, H. C.; Shin, D. Y.; Lee, J. H.; Kim, S. W.; Kang, J. W.;
J. Microbiol. Biotechnol., 2007, 17, 1098.
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1.1.3.3 Lacases

As Lacases (Oxidorredutases, E.C.1.10.3.2) sdo enzimas biologicamente importantes
que pertencem ao grupo das oxidases. Elas catalisam a oxidacdo de uma vasta gama de
substratos organicos tais como, fenois, polifendis, anilinas, arilaminas, hidroxi-inddis,
benzenotidis, e compostos metalicos organicos/inorganicos aos correspondentes radicais,
usando oxigénio molecular como aceptor de elétrons.?* Essa ampla especificidade das lacases
frente a diversos tipos de substratos fazem delas enzimas “ambientalmente amigaveis” com
elevados potenciais industriais. Alguns exemplos das aplicacfes biotecnoldgicas das lacases no
campo industrial sdo, a delignificacdo e branqueamento da pasta de papel, o tratamento de
efluentes provenientes da industria de tintura, téxtil, couro, e petroguimica, na preparacéo de
biossensores, como marcadores de DNA, em ensaios imunoquimicos, e nas sinteses de
moléculas organicas.*

A enzima Lacase foi primeiramente obtida a partir da arvore laca-japonesa (Rhus
vernicifera), no ano de 1883 por Yoshida, que anos depois chegou a elucidagdo da enzima.
Posteriormente, em 1896, Bertrand e Laborde, observaram a presenca de lacase em fungos.*
Os principais fungos produtores de lacase sdo os ligninoliticos basidiomicetos (“fungos da
podriddo branca”), que excretam a enzima extracelularmente, proporcionando assim uma
purificagdo enzimética mais simples. Atividade biolégica das lacases tem sido encontrada em
fungos, bactérias, plantas, e insetos. Entretanto, as lacases fungicas possuem grande interesse
comercial devido ao seu potencial redox mais elevado, comparado com as outras formas dessa
enzima que sdo isoladas a partir de outros organismos.**

Estruturalmente, as lacases sao glicoproteinas diméricas ou tetraméricas, contendo
quatro atomos de cobre por monémero. Estes sitios de cobre das lacases séo classificados em
trés grupos (Figura 12): tipo 1 ou centro de cobre azul, tipo 2 ou cobre normal e tipo 3 ou
centros de cobres binucleares acoplados.®*® O cobre tipo 1 mostra coordenacdo com duas
histidinas, uma cisteina e uma metionina como ligantes. O centro de cobre de tipo 1 mostra uma
banda de absorgéo eletronica intensa perto de 600nm (¢ = 5000M-1 cm-1), que é responsavel
pela sua cor azul. O cobre tipo 2 possui duas histidinas e uma molécula de 4gua como ligantes.

O cobre do tipo 3 esta coordenado com trés histidinas e uma ponte de hidroxila. Dependendo

% (a) Khomutov, S. M.; Shutov, A. A.; Chernikh, A. M.; Myasoedova, N. M.; Golovleva, L. A.; Donova, M. V.; J.
Mol. Catal. B: Enzymatic, 2016, 123, 47. (b) Senthivelan, T.; Kanagaraj, J.; Panda, R. C.; Biotech. Bioprocess Eng.,
2016, 21, 19.

% Upadhyay, P.; Shrivastava, R.; Agrawall, P. K.; Biotech., 2016, 6, 15.

% Dwivedi, U. N.; Singh, P.; Pandey, V. P.; Kumar, A.; J. Mol. Catal. B: Enzymatic, 2011, 68, 117.



da estrutura e das propriedades desses centros de cobre, as lacases sdo divididas

de baixo potencial redox e de elevado potencial redox.
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em lacases

o Cobre Tipo 1
.7 mononuclear

Cluster Trinuclear

Figura 12: Representagdo esquematica dos centros de coordenacdo de cobre nas lacases.

Ao contrério das enzimas peroxidases, as lacases consomem O, em vez de H,O, para

oxidar os monoligndis. Para desempenhar essa fung¢do catalitica, as lacases dependem de

atomos de Cobre que estéo distribuidos nos sitios ativos como mencionado acima.®
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As reacdes catalisadas por lacases ocorrem pela oxidacdo monoeletrdnica de uma
molécula do substrato adequado ao radical reativo correspondente. Inicialmente, a enzima retira
elétrons dos substratos e converte estes em radicais livres, 0s quais podem ser polimerizados.
Apbs receber quatro elétrons, a enzima doa-os para o oxigénio molecular para este formar
moléculas de agua (Equacdo 6 e Esquema 8).°°**" No geral, existem trés etapas principais

durante o processo de oxidacao catalitica realizada pela lacase:

1. Reducéao do cobre tipo 1 pelo substrato;
2. Transferéncia interna de elétrons do Cu tipo 1 para o cluster (aglomerado) trinuclear
de Cobres tipo 2 e tipo 3.

3. Reducé&o do oxigénio a agua pelos Cobres tipo 2 e tipo 3.

4R* + 2H,0 (6)

A reacédo global é a seguinte: 4RH + O,

a) His 452, His 111
/Cu
His 4007 !
H :
|20 : His 395 Cys 453
c ! .
P2 u\ 1 OH Cu\
His 396 His 64 5 /" TPhe4s3
His 454, His 458
S
His 66 His 109
T2 T3 T1
b) 4 Sub 4 Sub*
cu cu'
cu cu' cu' cu'
cu" cu'
Cluster de cobres Cluster de cobres
completamente completamente
oxidados reduzidos
2H,0 0,

Esquema 8: (a) Modelo do sitio catalitico da lacase de Trametes versicolor. (b) Representacdo
esquematica do ciclo catalitico promovido pela lacase, produzindo duas moléculas de 4gua a partir da
reducdo de uma molécula de oxigénio molecular e da concomitante oxidacdo de quatro moléculas do
substrato aos correspondentes radicais (no sitio de cobre T1).

3" Riva, S.; Trends Biotech., 20086, 24, 219.
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Muitas vezes, o0s substratos de interesse ndo podem ser oxidados diretamente pelas
lacases, ou porque sdo compostos volumosos e muito grandes para penetrar no sitio ativo da
enzima ou porque possuem um potencial redox particularmente elevado. De forma a “imitar a
natureza”, é possivel driblar esta limitacdo com o uso dos chamados 'mediadores quimicos', 0s
quais sdo compostos adequados que atuam como substratos intermediarios para a lacase,
cujas formas radicais oxidadas s@o capazes de interagir com os substratos de potenciais redox
elevados.®” No esquema 9 é mostrado um esquema mecanistico para a oxidac&o catalisada por

lacase na presenca de um mediador.

H,O Lacase oy Mediador ;eq) Substrato oy

02 Lacase(red} Mediador(ox) Substrato(red)

Esquema 9: Representacdo esquemética do ciclo redox catalisado por lacase na presenca de um
mediador quimico.

O sistema mediador de lacase (LMS) foi primeiramente descrito por Bourbonnais e Paice
em 1990, quando utilizaram o ABTS [2,2-azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] como
mediador quimico. Ele foi desenvolvido originalmente para solucionar os problemas existentes
durante o processo de biobranqueamento das celuloses de madeira.*> O mecanismo dessa
reacdo mediada por ABTS procede da seguinte forma: a lacase € ativada pelo oxigénio, que em
seguida oxida o mediador. Em seguida, o mediador difunde-se na celulose e oxida a lignina,
que é convertida em fragmentos menores e, portanto, esses sdo facilmente removidos da

celulose com o auxilio da extrag&o alcalina.
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Com o passar dos anos, novos mediadores quimicos foram sendo descobertos e
empregados na oxidacdo catalitica promovida por lacase de diversos substratos.?” Exemplos de

mediadores quimicos, utilizado no sistema mediador/lacase, sdo mostrados na figura 13.
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Figura 13: Exemplos de mediadores da lacase: (a) Acido 3-hidroxiantranilico (HAA); (b) 2,2-azino-bis-
[acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico] (ABTS); (c) N-hidroxibenzotriazol (HBT); (d) Acido violurico (VLA);
(e) N-hidroxiacetanilida (NHA); (f) N-hidroxiftaimida (HPI); (g) Metil éster do acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxi-
benzéico (Acido siringico); (h) N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO).



1.1.3.4 Glutationas S-transferases (GSTSs)

Glutationas S-Transferases (GSTs; EC 2.5.1.18) sdo enzimas encontradas na maioria
dos organismos vivos. As GSTs sdo responsaveis principalmente pelo processo de
detoxificacdo celular, metabolizando uma grande variedade de substancias xenobidticas de
origem exdgenas (drogas, pesticidas, carcinogénicos, etc.), assim como compostos toxicos de
origem enddgena, resultante, por exemplo, da peroxidacdo de lipideos a partir do estresse
oxidativo.®® A bioativacdo dos xenobidticos ocorre através da conjugacdo catalisada por GST
entre o tripeptideo glutationa (GSH) e a respectiva toxina possuindo um grupo eletrofilico,
levando a formacdo de substratos mais solUveis em meio aquoso, facilitando assim a

excrecdo.* Essa acdo da GST acontece durante a fase Il do processo de detoxificacdo (Figura

14), chamada também de fase de conjugac&o.*’

FASE |

FASE I

FASE i

<

-

[ ATIVAGAO OXIDATIVA ]

Conjugacgéo de
Glutationa

Glucuronidacao

/
:

MRP1 Celular

Figura 14: Fases do processo de detoxificacao.

% Hayes, J. D.; Flanagan, J. U.; Jowsey, I. R.; Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 2005, 45, 51.

% Lumjuan, N.; Stevenson, B. J.; Prapanthadara, L.; Somboon, P.; Brophy, P. M.; Loftus, B. J.; Severson, D. W.;
Ranson, H.; Insect Biochem. Mol. Biol., 2007, 37, 1026.

40| iska, D. J.; Altern. Med. Rev., 1998, 3, 187.
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Dentre as reacfes quimicas catalisadas pelas GSTs, podemos citar principalmente as

reacdes de conjugacao, de reducéo e de tidlise (Esquema 10).%®

Cl SG
NO, NO,
a) Conjugacdo: GSH + — + HCI
NO, NO,

b) Redugdo: 2GSH + Q/ﬁ/\o —= 070+ GSSG + HNO,

| | |
NO, Q NO, NO, OH NO,
OOH OH
2GSH + 5 —_— Eg + GS-SG + H,0
(0}

ok OH
(e}
c) Tidlise: 2GSH + — + )J\SG
NO, NO,

Esquema 10: Principais tipos reacdes catalisadas pelas GSTs.

1.1.3.4.1 Atividades das GSTs e resisténcia a inseticidas

Um grande nimero de doengas desenvolvida em humanos esta associado ao efeito de
transmissao através de mosquitos vetores. Uma forma muito comum de combater esse tipo de
problema é através da utilizacdo de inseticidas quimicos. Devido ao numero limitado de
inseticidas usados no controle de pragas em salde publica, levando a uma auséncia na
rotatividade de praguicidas com mecanismos de acdes diferenciados, popula¢gbes de insetos
passam a desenvolver uma resisténcia pronunciada a esses inseticidas.**

Essa resisténcia pode ser entendida como a habilidade desenvolvida por determinada

linhagem de suportar uma dose de composto toxico que normalmente a levaria a morte. Ela

' (a) Lumjuan, N.; Rajatileka, S.; Changsom, D.; Wicheer, J.; Leelapat, P.; Prapanthadara, L.; Somboon, P.; Lycett,
G.; Ranson, H.; Insect Biochem. Mol. Biol., 2011, 41, 203. (b) Hemingway, J.; Ranson, H.; Annu. Rev. Entomol.,
2000, 45, 371.
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surge principalmente devido a dois efeitos: mutacdes genéticas, em muitos casos, resultantes
da alteracdo de um Unico gene regulador, podendo desencadear efeitos cascatas complexos de
expressao de genes nao relacionados, aumentando o nivel metabdlico; e modificacdo do sitio-
alvo pela alteracdo dos aminoacidos que se ligam aos inseticidas, tornando estes menos
efetivos e inofensivos.**"*2

Trés grupos de enzimas (Esterases, Monooxigenases e Glutationa S-Transferases) sao
responsaveis pela acdo metabdlica que confere resisténcia a pesticidas organoclorados,
organofosfatos, carbamatos e piretroides.*”® A atividade dehidroclorinase das GSTs frente a
moléculas de diclorodifeniltricloroetano (DDT) foi primeiramente observada em espécies de
moscas domésticas.”> O mecanismo dessa detoxificacéo se inicia com a formacdo do anion
tiolato proveniente da GSH no sitio ativo da GST, e este anion atua como uma base e abstrai
um atomo de hidrogénio do DDT que resulta na eliminacdo de um atomo de cloro, levando a
formacdo do Diclorodifenildicloroetileno (DDE) (Figura 15).>* A resisténcia evidenciada em
insetos esta relacionado ao elevado nivel de atividade das GSTs, como demonstrado em
diversos estudos e pesquisas.**

cl
8.
Z >l

Cl
DDE

Figura 15: Mecanismo hipotético comum para a atividade dehidroclorinase das GSTs.

*2 (a) Weill, M.; Lutfalla, G.; Mogensen' K.; Chandre, F.; Berthomieu, A.; Berticat, C.; Pasteur, N.; Philips, A.; Fort,
P.; Raymond, M.; Nature, 2003, 423, 136. (b) Hemingway, J.; Field, L.; Vontas, J.; Science, 2002, 298, 96. (c)
Brogdon, W. G.; McAllister, J. C.; Emerg. Infect. Dis., 1998, 4, 605.

3 Clark, A.G.; Shamaan, N.A.; Pestic. Biochem. Physiol., 1984, 22, 249.

* Enayati, A. A.; Ranson, H.; Hemingway, J.; Insect Mol. Biol., 2005, 14, 3.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brogdon%20WG%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McAllister%20JC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Enayati%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15663770
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ranson%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15663770
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hemingway%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15663770
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15663770
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As GSTs sdo dividas em trés principais classes: Citosélicas, Microsomais e
Mitocondriais. Apenas as duas primeiras classes sdo encontradas nos organismos dos

° sendo que o grupo das citosolicas estd subdividido em seis subclasses: Delta,

insetos,®
Epsilon, Omega, Sigma, Theta e Zeta.** Apesar dessa grande diversidade de classes de GSTs,
os estudos mostram que apenas as citosolicas das subclasses Delta e Epsilon estio
diretamente ligadas ao fendmeno da resisténcia,*® sendo observado para a Epsilon que os seus
niveis de expressao e de atividade foram significativamente aumentados em insetos resistentes

a inseticidas.*?

As GSTs citosélicas sdo formadas por duas subunidades resultando em homodimeros
ou heterodimeros. Cada subunidade possui dois sitios de ligacdo, o sitio G e o sitio H. O sitio
G, que é altamente conservado, esta localizado na regido N-terminal da enzima e tem a fungéo
de se ligar a glutationa (GSH). Esse residuo N-terminal pode atuar como base interagindo com
o grupo sulfidrila da GSH, gerando anions tiolatos.*” O sitio H, que é mais variavel
estruturalmente, se encontra na regido C-terminal e sua fungdo € a interacdo com o0s
substratos. Essa variabilidade caracteristica do sitio H confere as GST, em parte, a

possibilidade de biotransformar uma ampla gama de substratos eletrofilicos.**°

* Ranson, H.; Rossiter, L.; Ortelli, F.; Jensen, B.; Wang, X.; Roth, C. W.; Collins, F. H.; Hemingway, J.; Biochem.
J., 2001, 359, 295.

*® Hemingway, J.; Hawkes, N. J.; McCarroll, L.; Ranson, H.; Insect Biochem. Mol. Biol., 2004, 34, 653.

" Armstrong, R.N.; Chem. Res. Toxicol., 1991, 4, 131.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ranson%20H%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rossiter%20L%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ortelli%20F%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jensen%20B%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20X%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roth%20CW%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hemingway%20J%5Bauth%5D
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1.2 QUIRALIDADE E ATIVIDADE BIOLOGICA

A quiralidade é um fendmeno natural muito abrangente, sendo formalmente definida
como uma propriedade geométrica. Uma molécula é denominada como quiral quando ela pode
coexistir como duas formas (enantibmeros) possuindo estruturas quimicas iguais, mas que sao
entre si imagens especulares ndo-sobreponiveis. A quiralidade desempenha um papel muito
importante em nosso cotidiano, estando relacionada ao contexto de aplicagdo no
desenvolvimento de substancias bioativas.*®

Enantibmeros possuem as mesmas propriedades quimicas e fisicas em um ambiente
aquiral. Entretanto, em um ambiente quiral ambos enantibmeros podem apresentar
propriedades bastante distintas. Como o ambiente fisiolégico dentro de um organismo vivo é
quiral, entdo dois enantibmeros geralmente possuem acdes diferenciadas sobre este, levando
por exemplo, a diferentes sabores, odores, toxicidades e acdes biologicas. Esse
comportamento diferenciado produzido pelas substancias quirais, é conhecido como atividade
biologica.*

Exemplo de enantibmeros com efeitos farmacolégicos distintos sdo muito comuns
(Figura 16): (S)-warfarina 5 é um anticoagulante seis vezes mais potente que seu respectivo
enantibmero R; (S)-propanolol 6 € um anti-hipertensivo e anti-arritmico usado no tratamento de
doencas do coragdo enquanto que o enantibmero R atua como um anticoncepcional.® Outro
caso é o da talidomida 7, que durante a década de 60 era administrado em mulheres gravidas
na forma racémica para o alivio do mal-estar matinal. No entanto, enquanto o isbmero R é um
sedativo que alivia o mal-estar matinal como nduseas e vomitos, o isbmero S é um agente
teratogénico (que causa méa formacéo em fetos, como deformac&o nos bracos e nas pernas).
Pesquisas posteriores mostraram que mesmo se administrando apenas o enantiomero (R)-
talidomida este levaria também aos efeitos colaterais, pois 0 enantibmero R sofre um processo
de tautomerizacdo em pH &cido (pH estomacal) levando a formacdo do enantibmero S

teratogénico.*

8 Blaser, H.-U.; Rend. Fis. Acc. Lincei, 2013, 24, 213.

* (@) Tumlinson, J. H.; Klein, M. G.; Doolitle, R. E.; Ladd, T. L.; Proveaux, A. T.; Science, 1977, 197, 789. (b)
Stephen, C. S.; Chem. Eng. News, 2001, 79, 79. (c) Breuer, M.; Ditrich, K.; Habicher, T.; Hauer, B.; Kesseler, M.;
Stlimer, R.; Zelinski, T.; Angew. Chem. Int. Ed., 2004, 43, 788.

*0 Parker, D.; Chem. Rev., 1991, 91, 1441,

°L Lima, L. M.; Fraga, C. A. M.; Barreiro, E. J.; Quim. Nova, 2001, 24, 683.

52 (a) Ali, I.; Gupta, V; K.; Aboul-Enein, H. Y.; Singh, P.; Sharma, B.; Chirality, 2007, 19, 453. (b) Eriksson, T.;
Bjorkman, S.; Roth, B.; Fyge, A.; Hoglund, P.; Chirality, 1995, 7, 44.
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Figura 16: Exemplos de moléculas onde os enantidbmeros possuem atividades biolégicas distintas.

Devido a essas observacfes, tornou-se iminente uma maior exigéncia a partir dos
6rgdos governamentais para que compostos farmacologicamente ativos sejam produzidos e
comercializados em suas respectivas formas enantiopuras. Como exemplo, podemos citar a
U.S. Food and Drugs Administration (FDA), uma espécie de “Agéncia de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) dos Estados Unidos”, que é responsavel pela fiscalizagdo do comércio de alimentos e
farmacos. A partir de 1992 a FDA passou a exigir a avaliacdo dos efeitos biolégicos dos
farmacos antes de serem langcados no mercado e também que estes fossem preferencialmente
encapsulados como enantidmeros puros.>

Farmacos quirais sdo muito importantes ndo somente devido as suas funcdes
biolégicas, mas também por possuirem um potencial econémico bastante elevado. O mercado
farmacéutico apresenta um crescimento médio anual de aproximadamente 6,0%,
desenvolvendo-se cerca de 51% de 2008 a 2015, representando um aumento de US$ 372
bilhdes de délares no faturamento global (Tabela 2).>* Estima-se que o mercado farmacéutico
mundial devera atingir o faturamento global de cerca de US$ 1,4 trilhdes de dolares no ano de
2019.%%*

53 (a) Pelletier D. L.; Nutr. Rev., 2005, 63, 171; (b) US Food & Drug Administration (2004) Pharmaceutical Current
Good Manufacturing Practices (¢cGMPs) for the 21* Century — a Risk-Based Approach: Final Report.

% (a) Santos, E. C.; Ferreira, M. A.; Revista Nexos Economicos, 2012, 7, 95. (b) 2016 Global life sciences outlook,
Moving forward with cautious optimism. Deloitte, 2016. (c) Top 10 Pharma Companies in World 2015, fonte de
pesquisa na web: http://www.mbaskool.com/fun-corner/top-brand-lists/13558-top-10-pharmaceutical-companies-in-
world-2015.html?limitstart=0, pesquisado em 18/04/2016.



http://www.mbaskool.com/fun-corner/top-brand-lists/13558-top-10-pharmaceutical-companies-in-world-2015.html?limitstart=0
http://www.mbaskool.com/fun-corner/top-brand-lists/13558-top-10-pharmaceutical-companies-in-world-2015.html?limitstart=0

Tabela 2: As 10 maiores empresas em vendas no mundo até o ano de 2015.

Ranking 2015 2011 2010 2009 2008
2015 Vendas | Vendas | Vendas Vendas Vendas
(US$) (US$) (US$) (US$) (US$)
o 1 71,3 56,4 56,8 58,6 60,6
NOVARTIS 2 58,8 51,6 46,9 41,9 39,5
ROCHE 3 50,3 34,9 32,9 32,6 30,1
PFIZER 4 49,6 56,4 56,8 58,6 60,6
MERCK 5 44,0 40,1 37,5 37,9 38,5
SANOFI 6 43,9 39,5 38,5 38,2 38,9
GLAXO(SGI\Q}I)HKLINE 7 41,4 34,5 34,0 35,4 36,9
ASTRAZENECA 25,7 36,9 35,9 34,7 32,7
ELILILLY 23,1 | e | e e e
ABBVIE 10 188 |- |- |- | e
Mercado Global | -------- 1.100,0 855,5 794,8 753,8 727,3
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A tabela 3 mostra o ranking mundial entre 10 principais paises no mercado farmacéutico,

onde também é mostrada a evolugdo entre os anos de 2013 e 2015.*°

Tabela 3: Ranking mundial do mercado farmacéutico.

Ranking 2013 2015
1 Estados Unidos Estados Unidos
2 China China
3 Japéao Japéo
4 Alemanha Alemanha
5 Franca Franca
6 Brasil Reino Unido
7 Italia Brasil
8 Reino Unido Italia
9 Espanha Canada
10 Canada Espanha

55

Fonte web:

http://sbcc.com.br/brasil-ocupa-a-7a-posicao-no-ranking-mundial-do-mercado-de-medicamentos/,

pesquisado em 18/04/2016.


http://sbcc.com.br/brasil-ocupa-a-7a-posicao-no-ranking-mundial-do-mercado-de-medicamentos/
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O Brasil ocupa uma posicdo muito importante no cenario mundial do mercado
farmacéutico, e a estimativa € que no ano de 2018 o Brasil esteja na 4° posi¢cdo do ranking

mundial.>®

O mercado farmacéutico desempenha uma grande contribuicdo para o mercado
nacional brasileiro, onde teve um faturamento de cerca de R$ 41,8 bilhdes de reais no ano de
2014. Na figura 17 é mostrado um grafico com a evolugéo dos valores das vendas no mercado

farmacéutico brasileiro.

Vendas no Mercado Farmacéutico Brasileiro
(em bilhdes de R$)
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Figura 17: Evolugcdo das vendas no mercado farmacéutico brasileiro. Seta em vermelho mostra o
crescimento de 2010 a 2014 (em porcentagem).

% Fonte web: http://www.interfarma.org.br/quia2015/site/guia/index.php?val=34&titulo=Dados%20de%20mercado,
pesquisado em 18/04/2016.



http://www.interfarma.org.br/guia2015/site/guia/index.php?val=34&titulo=Dados%20de%20mercado
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Como consequéncia a inddstria, juntamente com os quimicos orgéanicos e biélogos
sintéticos tem um enorme interesse no desenvolvimento de metodologias eficientes e de baixo
custo para 0 acesso a compostos quirais enantiopuros. Existem trés principais vias para a

obtencdo de compostos opticamente ativos:>’

» através da utilizacdo de matéria prima quiral (“chiral-pool”) a partir de uma fonte
natural de moléculas quirais, tais como, L-aminoacidos, carboidratos, alcaloides,
terpenos, etc.;

» através de sinteses assimétricas, que usam reagentes auxiliares quirais em
guantidades cataliticas ou estequiométricas para induzir assimetria. Estes
apresentam na maioria dos casos a desvantagens pelo alto custo e também por
nao serem reutilizaveis.

» E por ultimo, pelo uso de enzimas como biocatalisadores indutores de
quiralidade, através da resolugcéo de racematos, biotransformacédo de substratos
pro-quirais, etc.

Desses trés métodos, a biocatélise se apresenta como um dos mais promissores, sendo
que a sua aplicacao industrial em quimica fina vem crescendo a cada ano, devido as inumeras
vantagens que as enzimas oferecem e aos avancos cientificos e tecnolégicos no campo da
biotecnologia.

*" Rougf, A.; Taneja, S. C.; Chirality, 2014, 26, 63.
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1.3 COMPOSTOS ALQUINILCARBINOIS

Produtos naturais acetilénicos é uma classe de compostos organicos que possuem pelo
menos uma ligacao tripla carbono-carbono. Estes compostos sdo vastamente encontrados em
plantas, fungos, algas e esponjas marinhas, insetos e também estdo presentes em humanos
em quantidades tracos. O primeiro produto natural acetilénico a ser isolado foi o éster (E)-
dehidromatricaria (8a, Figura 18), que foi isolado em 1826, seguido pelo isolamento e

caracterizacdo de outros compostos acetilénicos até o ano de 1952 (Figura 18).>®

Me———=— \ HO
CO,Me ——=——=—"—CONH,
8a 8b
Ester (E)-deidromatricaria Agrocibina
O o] O
L 5 X 8 XX
7 OH 7 OH 5 OH
) 8c 8d 8e
Acido crepeninico Acido esteariolico Acido taririco

Figura 18: Produtos naturais acetilénicos historicamente e biossinteticamente importantes

E relatado na literatura que estes compostos acetilénicos possuem elevados potenciais
bioativos, e dentre essas moléculas acetilénicas biologicamente ativas, aquelas que possuem
uma ligagéao tripla na posi¢cdo geminal a um grupo hidroxila (isto é, possuem uma funcéo alcool
propargilico), merecem ser destacadas.* Esta classe é bem representada em quase todos 0s
farmacos acetilénicos comercializados, incluindo as progestinas esteroidais associadas ao
etinilestradiol nos contraceptivos orais, o agente abortivo mifepristona (9b), o gestodeno (9c),*

e no efavirenz (9d)®!, um inibidor da transcriptase reversa do HIV-1 (Figura 19).

% Minto, R. E.; Blacklock, B. J.; Prog. Lip. Res., 2008, 47, 233.

% Listunov, D.; Maraval, V.; Chauvin, R.; Genisson, Y.; Nat. Prod. Rep., 2015, 32, 49.

% Hofmeister, H.; Annen, K.; Laurent, H.; Petzoldt, K.; Wiechert, R.; Arzneim. Forsch., 1986, 36, 781.

® Thompson, A. S.; Corley, E. G.; Huntington, M. F.; Grabowski, E. J. J.; Tetrahedron Lett., 1995, 36, 8937.
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Figura 19: Ocorréncia da unidade alcool propargilico (circulo vermelho) em alguns farmacos.

Também podem ser destacados alquinilcarbinéis isolados a partir de organismos
marinhos, que sdo compostos que apresentam efeitos citotoxicos elevados. Exemplos sé@o os
alquinilpolicarbonéis Osirisina E (10)%? e a Nefeliosina A (11)%, que exibe efeito citotdxico contra
a leucemia (LCso = 25uM) (Figura 20).

(0] OH
HO OH OH OH OH
X = Z X P
13
OH OH  Osirisina E (10) OH
OH OH OH OH OH OH
— X XD
Ho Z » I XX ZF T, A
Nefeliosina A (11)
o OH

Figura 20: Exemplos de alquinilpolicarbindis bioativos isolados a partir de organismos marinhos.

®2 shin, J.; Seo, Y.; Cho, K. W.; Rho, J. R.; Tetrahedron, 1998, 54, 8711.
% Kobayashi, J.; Naitoh, K.: Ishida, K.; Shigemori, H.; Ishibashi, M.; J. Nat. Prod., 1994, 57, 1300.
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Embora a maioria dos estudos publicados tenha sido realizada com foco em
macromoléculas dessa classe, alguns exemplos de moléculas pequenas contendo a fun¢ao diol
propargilico também tém sido relatados na literatura. Exemplos séo os didis propargilicos de
cadeias pequenas (12-14) que séo produtos naturais produzidos por fungos Clitocybe catinus®
e 0s metabolitos bioativos estrongilodiois (15-18) obtidos a partir de esponjas marinhas (Figura
21).%°

OH OH
OH
(S,S)- 13 (S,9)-14
estrongllod|ol A (15) estrongllodlol B (16)
estrongllodlol c (17) estrongllodlol D (18)

Figura 21: Exemplos de diéis propargilicos bioativos de cadeias pequenas.

Apesar de existirem trabalhos envolvendo testes de atividades citotdxicas desses tipos
de compostos, poucos sdo os trabalhos que envolvem sua preparacdo, empregando métodos
guimioenzimaticos. Esse foi um dos fatores que direcionou um dos objetivos do nosso grupo de

pesquisa em trabalhar com essa classe de compostos.

% Arnone, A.; Nasini, G.; Pava, O. V. Phytochemistry 2000, 53, 1087-1090.
% (a) Liu, F.; Zhong, J.; Li, S.; Li, M.; Wu, L.; Wang, Q.; Mao, J.; Liu, S.; Zheng, Wang, M.; Bian, Q. J. Nat. Prod.
2016, 79, 244-247. (b) Ankisetty, S; Slattery, M. Mar. Drugs 2012, 10, 1037-1043.
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14 COMPOSTOS 4-HIDROXI-2-ALQUENAIS

A classe de compostos 4-hidroxi-2-alquenais foi descoberta na década de 1960 em
estudos que visavam a caracteriza¢do de substancias toxicas provenientes da auto-oxidacao de
acidos graxos poli-insaturados e triglicerideos.®® 4-Hidréxi-2-alquenals sdo produtos endégenos
resultante da peroxidacdo de lipideos, sendo o aldeido «,f-insaturado trans-4-hidréxi-2,3-
nonenal (4-HNE 19) (Figura 22) o produto majoritario dessa peroxidacgao lipidica proveniente do

processo de estresse oxidativo.®’

(0]
k/\(\/\/
OH
4-HNE (19)

Figura 22: Estrutura quimica do 4-hidréxi-2-nonenal 19.

O estresse oxidativo celular ocorre, por exemplo, devido a exposicdo do organismo vivo
a agentes diversos, como oxidantes, inseticidas, radiacdo UV, etc. Esse fenbmeno leva a
formacdao de radicais livres, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, causando a modificacdo
de biomoléculas tais como lipideos, proteinas e acidos nucléicos, podendo ocasionar a morte
celular.®®

A peroxidacao de lipideos é desencadeada por radicais livres, e ocorre em trés etapas:
iniciagdo, propagacdo e terminagdo (Esquema 14). Na primeira etapa uma espécie reativa
abstrai um atomo de hidrogénio do acido graxo, gerando um carbono radical. Em meio aerdbio,
esse radical formado se combina com oxigénio, produzindo o radical peroxila, que por sua vez
pode abstrair outro hidrogénio de outro acido graxo, promovendo a etapa de propagacado. Na
Ultima etapa os radicais sdo aniquilados originando produtos nao radicalares, ou também, os
radicais peroxilas e alcoxilas podem sofrer clivagens e gerar aldeidos, como por exemplo, o 4-
HNE.®

% (a) Esterbauer, H.; Schaur, R. J.; Zollner, H.; Free Radic. Biol. Med., 1991, 11, 81. (b) Redox Biology 1 (2013)
145-152.

%" petersen, D. R.; Doorn, J. A.; Free Radic. Biol. Med., 2004, 37, 937.

%8 Yang, Y.; Sharma, R.; Sharma, A.; Awasthi, S.; Awasthi, Y.C.; Acta Biochim. Pol., 2003, 50, 319.

% (a) Lima, E. S.; Abdalla, D. S. P.; Brazilian J. Pharm. Sci., 2001, 37, 293. (b) Schneider, C.; Porter, N. A.; Brash,
A. R.; J. Biol. Chem., 2008, 283, 15539. (c) Shoeb, M.; Ansari, N. H.; Srivastava, S. K.; Ramana, K. V.; Curr. Med.
Chem., 2014, 21, 230.
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Esquema 14: Esquema representativo do processo de peroxidacao lipidica.

O 4-HNE possui trés sitios funcionais, sendo um grupo aldeido, uma dupla ligagéo
conjugada a carbolina, e um grupo hidroxila que contribui para a reatividade pelo efeito de
polarizacdo que causa sobre a ligacdo C=C e também facilita a reacdo de ciclizacdo interna
levando a formacéio de tio-acetais.”® Devido a esta multifuncionalizacdo o 4-HNE pode sofrer

diversos tipos de reagdes frente a biomoléculas (Esquema 15).

" poli, G.; Schaur, R. J.; IUBMB Life, 2000, 50, 315.
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Esquema 15: Algumas reacdes do 4-HNE com diferentes biomoléculas.

Trés rotas metabdlicas basicas para o 4-HNE tém sido propostas: reducdo do grupo
carbonila a alcool, oxidacdo do aldeido ao respectivo &cido carboxilico, e conjugacdo a
glutationa (GSH) via adicdo de Michael catalisada por GST.”

Adicédo 1,4 do tiol ao 4-HNE ocorre rapidamente, resultando em um enolato que sofre
rearranjo tautomérico subsequente para a forma ceto seguido da protonacdo. Devido a
liberdade de rotagdo da ligacdo C2-C3, a forma ceto sofre reacdo de ciclizagdo gerando o
hemiacetal ciclico (lactol) (Esquema 16). O equilibrio favorece a ciclizacao e o aduto ciclico é a
forma predominante. Para conjugados da GSH em solucdo aquosa, a espécie lactol representa
95% do produto final.®’
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Esquema 16: Adicdo de Michael de tiol ao 4-HNE seguida de uma ciclizacdo intramolecular.

A interacdo de 4-HNE com nucledfilos protéicos celulares é refletida na capacidade de
uma célula biotransformar esse xenobidtico em um intermediario menos reativo, e isso pode

ocorrer por diversas vias biocatalisadas (Esquema 17).%’

OH SG

OH (0]
WW HO)W\/\/ K/S/\/\/
OH OH OH
TH IA TE
o 0 0O SG
k/Y\A/ D W B UY\/\/
- = E—
OH OH OH
le lc lp
OH SG
Q/\/\/ \\/Y\/\/ 5
° OH %
HO HO

Esquema 17: Principais vias para biotransformacdo do 4-HNE. (A) oxidacdo a 4-HNA catalisada por
ALDH2. (B) conjugacdo a GSH catalisada por GST. (C) biorreducdo ao diol DHN. (D) biorreducédo da
ligacdo C=C levando ao 4-HAA. (E) biorreducdo fornecendo o GS-DHN. (F) rearranjo espontaneo
levando ao hemiacetal ciclico. (G) rearranjo espontaneo levando ao lactol. (H) biorreducdo do 4-HAA.

Estudos recentes evidenciaram que o 4-HNE esté relacionado também na patogénese
de diversas doencas, tais como, aterosclerose, Alzheimer e Parkinson.®® Isto se deve as
propriedades reativas elevadas do 4-HNE frente & modificac@o de proteinas e do DNA.

Em contra partida, relatos na literatura indicam que o 4-HNE também pode
desempenhar um efeito benéfico, dependendo de sua concentragdo celular. Em concentracéo

sub-letal ou pouco acima do nivel endégeno, o 4-HNE estimula a expressdo de enzimas
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antioxidantes e detoxificantes e induz uma resposta adaptativa, levando a uma protecao celular
contra o estresse oxidativo.”™

Outros diferentes estudos sugerem que tal composto pode ser substrato natural das
GSTs e de acordo com pesquisas realizadas em insetos do género Drosophila melanogaster,

as classes Delta e Epsilon estéo envolvidas diretamente no metabolismo do 4-HNE."

14.1 metodologias sintéticas para o (E)-4-Hidréxi-2,3-nonenal (4-HNE)

O composto (E)-4-hidroxi-2,3-nonenal (4-HNE, 19) é um produto da peroxidacao lipidica,
vastamente utilizado como biomarcador em processos patofisiologicos.”® Este exibe varias
atividades bioldgicas tais como citoxicidade, genotoxicidade e atividade quimiotatica.” Devido a
essas caracteristicas, e a escassez de métodos de sintese, o 4-HNE apresenta um elevado
valor comercial (1 mg dessa substancia custa cerca de $ 80 délares).”

O 4-HNE foi primeiramente sintetizado por Grée e colaboradores em 1986, usando como
reagente de partida o fumaraldeido monodimetil acetal, seguido pela utilizacdo de um reagente

de Grignard para aumentar a cadeia da funcéo &lcool (Esquema 18).”

MeQ 1) n-CsH,,MgBr OH
MeO CHO  2) H,S04(aq) (2,5%)
o]

4-HNE (19)

Esquema 18: Sintese do 4-HNE a partir do fumaraldeido monodimetil acetal.

Nos anos seguintes, outras metodologias foram propostas para a sintese do 4-HNE (19),
tais como: em 1992 por Gardner (Esquema 19a) a partir do (Z2)-3-nonenol e usando técnicas de

epoxidacdo;”” em 1995 por Matsushita (Esquema 19b) usando técnicas de hidroxilagc&o

"t Chen, Z. H.; Niki, E.; IUBMB Life, 2006, 58, 372.

"2 Sawicki, R.; Singh, S. P.; Mondal, A. K.; Benes, H.; Zimniak, P.; Biochem J., 2003, 370, 661.

"3 (a) Poli, G.; Biasi, F.; Leonarduzzi, G.; Mol. Asp. Med., 2008, 29, 67. (b) Petersen, D. R.; Door, J. A.; Free Radic.
Biol. Med., 2004, 37, 937. (c) Zarkovic, N,; Mol. Asp. Med., 2003, 24, 281.

" (a) Pryor, W.A.; Porter, N.A.; Free Radic. Biol. Med. 1990, 8, 541. (b) Esterbauer, H., Schaur, R.J., and Zoliner,
H.; Free Radic. Biol. Med. 1991, 11, 81. (c) Sodum, R.S., and Chung, F.; Cancer Res., 1988, 48, 320.

» Fontes da web: (a) http://www.scbt.com/datasheet-202019-4-hydroxynonenal.html. (b)
http://www.caymaneurope.com/app/template/Product.vm/catalog/32100/a/z. Pesquisado em 18/04/2016.

’® Grée, R.; Tourbah, H.; Carrié, R.; Tetrahedron Lett., 1986, 27, 4983.

" Gardner, H. W.; Bartelt, R. J.; Weisleder, D.; Lipids, 1992, 27, 686.
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o1

regiosseletiva de compostos a,f,y,5-insaturados;’® em 2006 por Kurangi (Esquema 19c) a partir

de reagentes de Wittig;’® e em 2007 por Soulére (Esquema 19d) a partir da reacéo de metatese

cruzada de olefinas usando catalisador de Grubbs de 22 geracéo.?
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Esquema 19: Metodologias usadas na preparacéao do 4-HNE.

A escassez de métodos simples para a sintese do 4-HNE, as suas aplicacbes

bioquimicas e o seu elevado valor de comércio, foram alguns dos motivos que estimularam

Nosso grupo a realizar estudos vizando a obtencdo do 4-HNE a partir de rotas mais simples e

eficientes.

’® Matshusita, Y-I; Sugamoto, K.; Nakama, T.; Sakamoto, T.; Matsui, T.; Tetrahedron Lett.,1995, 36, 1879.

¥ Kurangi, R. F.; Tilve, S. G.; Blair, I. A.; Lipids, 2006, 41, 877.
% Soulére, L.; Queneau, Y.; Doutheau, A.; Chem. Phys. Lipids, 2007, 150, 239.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sinteses de compostos alquinilcarbindis e suas aplicacdes destes na preparagdo de
moléculas de interesses biologicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar didis propargilicos racémicos. Submeter os dibis propargilicos racémicos a
reacdo de resolugéo cinética enzimatica mediada por lipase em meio organico para a obtencao
dos respectivos didis em suas formas enantiomericamente puras. Aplicar entdo os dibis
propargilicos enantiopuros e/ou seus derivados na preparacdo de moléculas de interesse
biolégico.

2. Avaliar os potenciais citotdéxicos dos didis propargilicos e derivados preparados frente
a linhagens de células tumorais.®

3. i) Sintetizar o composto 4-hidréxi-2-nonenal (4-HNE, 19); ii) aplica-lo como
biomarcador para verificar se a resisténcia a inseticida presente em populacées de mosquitos

Aedes Aegypti esta relacionada & atividade das GSTs totais frente & metabolizacdo do 4-HNE.#

81 Todos os testes de atividades antitumorais foram realizados em colaboragdo com o grupo de pesquisas da Profé Dr
Teresinha Gongalves do Departamento de Antibi6ticos da Universidade Federal de Pernambuco.

82 Os testes bioquimicos serdo realizados pelo grupo de pesquisa da Prof? Dr? Constancia Ayres, do Departamento de
Entomologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes-CPgAM-FIOCRUZ. Resultados iniciais desse trabalho de
testes bioquimicos, resultaram em parte da dissertacdo de mestrado da aluna Elisama Helvecio, apresentada no
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes-CPqgAM-FIOCRUZ, Recife, 2014.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SINTESES DE DIOIS PROPARGILICOS INTERNOS RACEMICOS

3.11 Sinteses usando di-anions de litio

A etapa inicial deste trabalho consistiu na preparacdo da mistura racémica dos didis
propargilicos internos. A metodologia empregada para obtencao desses compostos foi baseada
nas reacOes de adicao 1,2 a carbonila de aldeidos e cetonas (comercialmente disponiveis) e de
substituicdo nucleofilica em epdxidos (abertura do anel oxiranico) utilizando como nucledfilo o
correspondente di-anion alquinil-litio,®* levando a formacdo dos respectivos didis em

rendimentos que variaram de razoaveis a bons (Esquema 20).

OH . OH n2 R
M 1) 2eq. BuLi/ THF/ -78°C WH(R")
R, R OH

R n4

0 O
2)[R.)J\ ) ou /A] 20a-u

HR Rendimentos: 32-79%
3) NH4Clag)

Esquema 20: Esquema geral para as sinteses dos dibis propargilicos internos racémicos.

Inicialmente foram utilizados dois equivalentes de n-butillitio para desprotonarem as
funcgbes alcool e acetileno do precursor alcool propargilico. A primeira etapa de desprotonacao
ocorre na hidroxila, devido o hidrogénio dessa funcdo ser mais acido (pKa = 16) que o
hidrogénio acetilénico (pKa = 25), seguida pela segunda etapa de desprotonacédo da funcéo
alquino, levando a formacgdo do respectivo dianion (Esquema 2l1a). Por sua vez, 0 anion
acetileto por possuir uma maior nucleofilicidade que o anidn alcéxido,®* atua preferencialmente
como o nucledfilo (a C-alquilacdo é mais favorecida que a O-alquilagédo) frente aos respectivos
eletréfilos (aldeido, cetona ou epo6xido), levando a formacgéo do diol desejado (Esquema 21b). A
vantagem no uso desses tipos de espécies dianibnicas na preparacdo dos dibis propargilicos,

esta no fato de que etapas de protecdo/desprotecdo sdo desnecesséarias nesses casos.

8 (a) Brandsman, L.; Preparative acetylenic chemistry. Elsevier, 22 Ed., pag. 79, 1998. (b) Yamaguchi, M.; Hirao, I.;
Tetrahedron Lett., 1983, 24, 391.
8 |senmann, A. F.; Principios da Sintese Organica. Armin Franz Isenmann — Tim6teo/MG, 22 Edicéo, 2013.
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Esquema 21: Mecanismos gerais para formacao dos didis propargilicos internos racémicos.

Todas as reagdes para obtencdes dos didis propargilicos, foram acompanhadas atraves

de cromatografia em camada delgada (CCD). Na figura 23 abaixo estdo mostrados os exemplos

dos didis propargilicos sintetizados. Todos os didis preparados no presente trabalho se

mostraram estaveis a luz ambiente e também n&o sofreram nenhum tipo de degradacéo quando

armazenados a -5°C por varios meses, exceto o diol 20e que apresentou sinais de

decomposi¢do em condi¢cdes ambientes e a -5°C, se tornando com o tempo um 6leo escuro e

formando um precipitado preto. Vale ressaltar que, até o presente momento, ainda ndo tem sido

relatado na literatura as sinteses dos didis propargilicos 20s e 20u.

H OH OH
20a° 20b 20c
OH OH OH OH OH
OH N
x ™
A \{\ \/\/\/ \%\ )\<Ph
Ph
OH OH . OH OH
20f 20g 20h 20i 20j
OH OH OH OH OH
“ “ OH
X OH Xx__Ph X A X
OH OH
201 20m 20n 200 OH 20p

OH OH OH
\/k \/v \(Ph . O\
20d OH ZOeOH

OH

OH OH

20s 20t 20u

Rendimentos: 32-79%

Figura 23: Didis propargilicos internos sintetizados.
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Todos os didis sintetizados foram submetidos a técnicas de caracterizacdo através de
RMN de 'H e RMN de **C. Nos espectros de RMN de 'H foi possivel observar os sinais
caracteristicos de hidrogénios carbindlicos caindo numa faixa espectral que variou de 3,5 ppm
até 5,5 ppm, sendo gque 0s sinais gque cairam em regido de campo mais baixo (préximo de 5,5
ppm) sdo relativos aos hidrogénios carbindlicos vizinhos a sistemas aromaticos e por isso

sofrem o efeito anisotrépico aromatico de desblindagem (Figura 24).%°
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Figura 24: Espectros parciais de RMN de "H (300 MHz, CDCls) para regido dos hidrogénios carbinélicos
dos compostos (a) diol 20e e (b) diol 20d.

Para os didis possuindo anéis aromaticos em suas estruturas, foram observados nos
espectros de RMN de 'H sinais em regifes espectrais caracteristicas na faixa de 6,0 ppm até
8,0 ppm (Figura 25).

8 Baranac-Stojanovi¢, M.; Koch, A.; Kleinpeter, E.; Chem. Eur. J., 2012, 18, 370.
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Figura 25: Espectros parciais de RMN de H (300 MHz, CDCl3) para regido dos hidrogénios aromaticos
dos compostos (a) diol 20d e (b) diol 20e.

Também, a partir dos espectros de RMN de 'H, foram possiveis as caracterizagdes de
todos os hidrogénios hidroxilicos que apresentaram sinais na faixa de 2,0 ppm a 4,0 ppm, e de

todos os hidrogénios alquilicos com sinais variando na faixa de 0,5 ppm a 2,5 ppm (Figura 26).
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Figura 26: Espectros parciais de RMN de 'H (300 MHz, CDCly) para regides dos hidrogénios hidroxilicos
e alquilicos dos compostos (a) diol 20q e (b) diol 20r.

Complementarmente, os espectros de RMN de **C vieram a confirmar estruturalmente
todos os didis sintetizados, onde os carbonos carbindlicos, acetilénicos, alquilicos e aromaticos

caracteristicos nas moléculas, foram devidamente atribuidos.
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Na figura 27 é mostrado espectro de RMN de **C do diol 20d onde é possivel observar
os sinais referentes aos carbonos carbindlicos C, e C4 em 51,0 ppm e 64,5 ppm, 0s sinais
referentes aos carbonos alquinilicos C, e C. em 84,8 ppm e 85,4 ppm, e 0s sinais referentes

aos carbonos aromaticos C. e C; em 126,5 ppm, 128,4 ppm, 128,6 ppm e 140,2 ppm.
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Figura 27: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl,) do diol 20d.

Na figura 28 é mostrado espectro de RMN de **C do diol 20h onde é possivel observar
os sinais referentes aos carbonos alquilicos C, em 13,9 ppm, 22,5 ppm, 24,8 ppm, 31,4 ppm e
37,4 ppm, os sinais referentes aos carbonos carbindlicos C, e C; em 50,6 ppm e 62,2 ppm, € 0S
sinais referentes aos carbonos alquinilicos C,e C. em 82,8 ppm e 86,7 ppm.
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Figura 28: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl5) do diol 20h.

Para maiores informacdes e detalhes espectrais dos didis sintetizados, ver a se¢ao “6
ANEXOS” (pag. 136) ao final deste trabalho.
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3.1.2 Sinteses mediadas por CeCl;

A quimica de organolantanideos € uma &rea amplamente aplicada em sinteses
organicas. Dentre esses compostos organometalicos, 0s compostos de organocério apresentam
grandes destaques em sinteses organicas devido as caracteristicas especiais de reatividades
desses reagentes, e também devido a elevada abundancia natural relativa do cério e do baixo
custo desse metal e de seus derivados.®® Na literatura diversos trabalhos mostram a grande
aplicabilidade dos reagentes de organocério frente a formacéo de ligacdes carbono-carbono.?’

Existem varios métodos usados para a preparacdo de didis propargilicos, mas a
metodologia geralmente utilizada € através da reacado de adi¢céo 1,2 a carbonilas de aldeidos e
cetonas usando quantidades estequiométricas de reagentes organoalquinillitio, derivados de
alcoois propargilicos protegidos, ou de forma alternativa, pelo adicao direta dos respectivos sais
de litio di-funcionalizados.?® Contudo, essas reacbes de adicdo 1,2 sdo muitas vezes
acompanhas de reacdes laterais, tais como enolizacdo, reducdo e condensacdo, levando a
formacdo de subprodutos indesejaveis.®® Essas reacfes secundarias ocorrem devido a
elevada basicidade e potencial de oxidagdo dos reagentes organolitio, e levam a formacao dos
produtos desejados em baixos rendimentos. Formas de evitar essas reac¢fes secundarias
indesejadas sdo através do uso de técnicas para diminuir a basicidade dos reagentes
organolitio ou usando etapas de protecdo/desprote¢cdo. Com isso, uma das estratégias que
podem ser usadas com o objetivo de minimizar esses efeitos indesejados é transformar as
espécies de organolitio em outras espécies organometalicas através de reacdes de
transmetalacdo. E como alternativa para esse fim, reagentes organolantanideos, em especial
reagentes organocério, podem ser utilizados por possuirem muito baixa basicidade e alta
nucleofilicidade.®®® Outra caracteristica importante é a capacidade dos sais de lantanideos em
serem excelentes acidos de Lewis, devido ao elevado carater oxofilico e em ser capaz de

coordenar com compostos carbonilicos.

% Hartley, F. R.; The chemistry of the Metal-Carbon bond, Molander, G. A., Jonh Wiley and Sons: England, 1989, 5,

Capitulo 8, pg. 319.
8 (a) Imamoto, T.; Kusumoto, T.; Yokoiama, M.; J. Chem. Soc., Chem. Commun.; 1982, 1042. (b) Imamoto, T.;
Kusumoto, T.; Tawarayama, Y.; Sugiura, Y.; Mita, T.; Hatanaka, Y.; Yokoyama, M; J. Org. Chem., 1984, 49, 3904,

8 (a) Brandsman, L.; Preparative acetylenic chemistry. Elsevier, 22 Ed., pag. 79, 1998. (b) Li, J.; Kong, W.; Fu, C.;
Ma, S.; J. Org. Chem., 2009, 74, 5104; (c) Ferreira, J. G.; Princival, C. R.; Oliveira, D. M.; Nascimento, R. X;
Princival, J. L.; Org. Biomol. Chem., 2015, 13, 6458.

% Evans, D. F.; Fazakerley, G. V.; Phillips, R. F.; J. Chem. Soc., 1971, 1931.
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Entdo, na tentativa de otimizar todos os rendimentos obtidos nas sinteses dos didis
propargilicos internos a partir das reacdes entre os respectivos di-anions de litio com aldeidos e
cetonas (secéo 3.1.1), todas essas reacfes foram realizadas utilizando anions de organocério
obtidos através do processo de transmetalacdo. Ja é conhecido que o0s reagentes de

organocério possuem baixas basicidade e altas nucleofilicidades,®®

0 que torna essas
espécies mais seletivas e seus usos evita a ocorréncia de reacdes secundarias e fornece os
produtos desejados em elevados rendimentos.

Baseado no rendimento obtido na preparacdo do diol propargilico 20a (preparado em
32% de rendimento usando o respectivo di-anion de litio), foi avaliada a possibilidade da
utilizacdo de outros reagentes organometalicos. Uma das alternativas, seria o0 emprego do sal
de lantanideo CeCl;, que apresenta como caracteristicas sua alta oxofilidade e baixa
basicidade. Com isso, primeiramente, o di-anion de litio 22a, derivado do alcool propargilico 3-
butin-2-ol 21a, foi preparado e entédo a solu¢do desse di-anion em THF a -40 °C foi adicionada a
uma solucdo equimolar de paraformaldeido e CeCl; em THF a -40 °C, que apés tratamento da
mistura reacional e purificacdo do bruto reacional forneceu o diol 20a em um rendimento de
44% (Esquema 22). A partir deste diferente resultado, essa reacao foi realizada nas mesmas
condicdes reacionais usando quantidades de CeCl; que variaram de 0,1 a 2,0 equivalentes. Os
rendimentos obtidos para todas essas rea¢des sdo mostrados na tabela 4.

OH OLi OH
)\ 2 equiv. n-BuLi [(CH50),, CeClj] N
X\ THF, -40°C X .| THF.-40°ca0cc X_ _OH
|
21a 22a 20a
(44%)

Esquema 22: Preparagéo do diol propargilico 15a usando di-anion de cério a -40 °C.
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Tabela 4: Resultados da preparacédo do diol propargilico 20a na auséncia e presenca de CeCls.

Entrada CeCl; (equiv..) Temperatura (°C) Tempo (h) Rendimento (%)

1 0 -78°C 20 32
2 0,1 -40°C 4 67
3 0,3 -40 °C 4 82
4 0,5 -40°C 4 90
5 0,5 -78°C 4 90
6 0,5 0°C 4 35
7 1,0 -40 °C 4 44
8 1,5 -40 °C 4 34
9 2,0 -40°C 4 30

Observando os resultados mostrados na tabela 4, é possivel ver que dentre todas as
condicdes, o uso de 0,5 equivalentes de CeCl; levou a formacgédo de 20a em melhor rendimento
(tabela 4, entradas 4 e 5), ao contrario do que ocorre quando a razao estequiométrica do sal de
lantanideo € aumentada, que forneceu o diol 20a em apenas 30% de rendimento com o uso de
2,0 equivalentes de CeCl; (tabela 4, entrada 9).

Animados por esses resultados, essa metodologia foi empregada na preparacdo de
todos os diois propargilicos obtidos a partir da reacdo de adicdo 1,2 em aldeidos e cetonas
(diéis 20a-e, 20g-m e 200-t). Os resultados sdo mostrados na tabela 5, onde foi possivel a

obtencao de rendimentos na faixa de 90-100%.%

% Os resultados desse trabalho estdo em processo de escrita para publicagao.
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Tabela 5: Resultados das sinteses dos dibis propargilicos catalisadas por CeCl;. Condi¢8es: alcool
propargilico (3mmol), n-butillitio (6,6mmol), composto carbonilico (3mmol), CeCl; (0,5mmol), THF, -40 °C.

Entrada Diol Propargilico Rendimento (%) sem CeCl; Rendimento (%) com CeCl;

1 20a 32 90
2 20b 71 100
3 20c 70 91
4 20d 79 100
S 20e 71 100
6 20g 67 94
7 20h 75 100
8 20i 36 90
9 20j 77 100
10 20 61 90
11 20m 69 100
12 200 58 93
13 20p 48 91
14 20q 72 100
15 20r 43 90
16 20s 51 92
17 20t 59 97

Os resultados satisfatorios dessas reacdes podem estar relacionados as caracteristicas
intrinsecas dos reagentes que leva a uma forte interacdo entre o alcoxido de litio com o CeCls,
assim a formacao de um complexo de cério poderia ser gerado. A formagcado desse complexo
deve alterar a reatividade da espécie di-anidnica de acordo com 0s seguintes possiveis efeitos:
i) ativacdo do composto carbonilico, através da interacdo CeCls;-OR,, levando a formacao do
complexo intermediario 23a; ou ii) formacdo do complexo intermediario [alcoxi-CeCl,]LiCl 23b,
devido o ataque nucleofilico do anion alcoxido ao CeCl; liberar um equivalente de LiCl. Um

mecanismo plausivel € mostrado no esquema 23.



Esquema 23: Mecanismo plausivel proposto para as sinteses dos dibis propargilicos catalisadas por

CeCls.
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3.2 RESOLUGAO CINETICA ENZIMATICA (RCE) DAS MISTURAS RACEMICAS
DOS DIOIS PROPARGILICOS INTERNOS

Na parte anterior foram discutidas as sinteses e as caracterizagbes de todos os dibis
propargilicos internos. Uma vez que tinhamos todos esses compostos em suas formas
racémicas em maos, devidamente purificados e caracterizados, partimos para a etapa seguinte
do projeto que foi o0 estudo da resolucao cinética enzimatica (RCE) desses compostos.

S&o0 muitos os trabalhos na literatura que descrevem a resolugéo cinética enzimatica de
alcoois secundarios racémicos,”™ mas poucos descrevem a resolucdo de &lcoois propargilicos
funcionalizados®™. No entanto, nenhum trabalho descreve a resolucdo de didis propargilicos,
que sao importantes intermediarios nas sinteses de substancias bioativas e estdo

frequentemente presentes como partes em produtos naturais.?®%*°

Em geral, uma eficiente resolucdo cinética de &lcoois racémicos para produzir
compostos enantiopuros pode ser alcangada pelo uso de uma Lipase como biocatalisador,
como ja foi mencionado na introdugdo, por exemplo, a Candida Antarctica Lipase B (CAL-B),
um agente acilante e um solvente apolar. E a partir de uma observacdo estrutural dos didis
propargilicos sintetizados anteriormente, estes poderiam ser passiveis de resolucdo enzimatica

29,94

de acordo com a regra de Kazlauskas™ ™", considerando que a parcela alcool secundéario na

molécula possui um grupo volumoso e um grupo médio ligados ao estereocentro.

Inicialmente, foi necesséria a obtencédo dos parametros cromatograficos em coluna quiral

para todos os compostos, primordial para o acompanhamento da cinética da RCE através de

% (a) Ferreira, H. V.; Rocha, L. C.; Severino, R. P.; Porto, A. L. M.; Molecules, 2012, 17, 8955. (b) Chojnacka, A.;
Obara, R.; Wawrzenczyk, C.; Tetrahedron: Asymmetry, 2007, 18, 101. (¢) Rocha, L. C.; Rosset, I. G.; Luiz, R. F.;
Raminelli, C.; Porto, A. L. M.; Tetrahedron: Asymmetry, 2010, 21, 926. (d) Rocha, L. C.; Rosset, I. G.; Melgar, G.
Z.; Raminelli, C.; Porto, A. L. M.; Jeller, A. H.; J. Braz. Chem. Soc., 2013, 24, 1427. () Andrade, L. H.; Barcellos,
T.; Org. Lett., 2009, 14, 3052. (f) Comasseto, J. V.; Santos, A. A.; Costa, C. E.; Princival, J. L.; Tetrahedron:
Asymmetry, 2006, 17, 2252. (g) Comasseto, J. V.; Costa, C. E.; Clososki, G.; Zanotto, S.; Nascimento, M. G.;
Barchesi, H. B.; Tetrahedron: Asymmetry, 2004, 15, 3945.

92 (a) Morgan, B.; Oehlschlager, A. C.; Stokest, T. M.; J. Org. Chem., 1992, 57, 3231. (b) waldinger, C.; Schneider,
M.; Botta, M.; Corelli, F.; Summa, V.; Tetrahedron: Asymmetry, 1996, 7, 1485. (c¢) Xu, D.; Li, Z.; Ma, S
Tetrahedron: Asymmetry, 2003, 14, 3657. (d) Xu, D.; Li, Z.; Ma, S.; Tetrahedron Lett., 2003, 44, 6343. (e)
Raminelli, C.; Comasseto, J. V.; Andrade, L. H.; Porto, A. L. M; Tetrahedron: Asymmetry, 2004, 15, 3117. (f) Chen,
P.; J. Mol. Catal. B: Enzymatic, 2013, 97, 184.

9 (@) Amador, M.; Ariza, X.; Garcia, J.; Sevilla, S.; Org. Lett., 2002, 4, 4511. (b) Amador, M.; Ariza, X.; Garcia, J.;
Ortiz, J.; Tetrahedron Lett., 2002, 43, 2691. (c) Ariza, X.; Bach, J.; Berenguer, R.; Farras, J.; Fontes, M.; Garcia, J.;
Lopez, M.; Ortiz, J.; J. Org. Chem., 2004, 69, 5307. (d) Liu, S.; Kim, J. T.; Dong, C.G.; Kishi, Y.; Org. Lett., 2009,
11, 4520. (e) Serra, S.; Cominetti, A. A.; Tetrahedron: Asymmetry, 2013, 24, 1110. (f) Reddy, A. S.; Srihari, P.;
Tetrahedron Lett., 2013, 54, 6370. (g) Srihari, P.; Reddya, A. S.; Yadava, J. S.; Yedlapudi, D.; Kalivendi, S. V.;
Tetrahedron Lett., 2013, 54, 5616.

% Jing, Q.; Kazlauskas, R. J.; Chirality, 2008, 20, 724.
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cromatografia gasosa (CG) em fase estaciondria quiral. Com isso, os di6is 20a-u e o0s
respectivos diacetatos, obtidos de acordo com o0 esquema 24.% foram submetidos a varias
rampas cromatograficas (variando-se a temperatura da coluna e a pressdo do gas de arraste)
utilizando-se uma coluna quiral com composicao de 10% de B-ciclodextrina em cianopropil-fenil-

metilpolisiloxano.

OH 2 R OAc 2 R
a) WH(R") ACzO, DMAP . // H(Ru)
R ny OH CHCly R OAc

R

2
H_+
F O Rt W |
z e 0 ) T
4 NN RTOR
/N\ PN Q
=
N 0
AOH
OAc
R R'

Esquema 24: (a) Método geral utilizado na preparacao dos diacetatos. (b) Mecanismo geral para
acetilagéo de alcool catalisada por DMAP.

% (@) Xu, S.; Held, I.; Kempf, B.; Mayr, H.; Steglich, W.; Zipse, H.; Chem. Eur. J., 2005, 11, 4751. (b) Klemenc, S.;
Forensic Sci. Int., 2002, 129, 194.
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Dentre todos os compostos submetidos a varredura por CG quiral, apenas os didis 20d,
20e, 20i, 20j, 20I, 20m, 20n e 20p, e seus respectivos diacetatos, ndo apresentaram nenhuma
separacao cromatografica relativa a seus enantibmeros apos exaustivas analises.

De posse dos dados cromatrograficos otimizados para os dibis e/ou diacetatos, realizou-
se inicialmente uma RCE do diol 20a em escala analitica (uso de 0,1 mmol do substrato) com o
intuito de verificar a melhor condi¢do reacional. Entdo, a partir de resultados prévios obtidos em
nosso grupo e também de dados reportados na literatura®?¢, 0,1 mmol do diol 20a foi
submetido a reacdo biocatalisada utilizando-se CAL-B, acetato de vinila como doador de acila e
n-hexano como solvente, em um shaker orbital a rotacao de 150 rpm e a temperatura de 35 °C,
com o objetivo de obter ambos enantibmeros (monoacetato e diacetato) isolados em elevados
excessos enantioméricos (Esquema 25). Aliquotas foram retiradas do meio reacional entre
periodos de 30 minutos, e o progresso da resolucdo enzimética foi acompanhada a partir de
cromatografia gasosa acoplada a fase estacionaria quiral, tendo-se como referéncia o
cromatograma do padrao racémico do diacetato de 20a. Os dados cromatogréaficos mostraram
gue a resolucdo sob essas condicbes se processa muito rapidamente, e com isso pobres
excessos enantioméricos foram obtidos para os produtos desejados.

OH OAc OAc
N CAL-B, acetato de vinila . \/ + N
o n-hexano, 35°C, 150 rpm o - N
OH OH OAc
(R,S)-20a (S)-24a (R)-25a

Esquema 25: Resolugao cinética enzimatica do diol (R,S)-20a.

E conhecido na literatura que a polaridade do solvente pode afetar a
enantiosseletividade enzimatica, e alguns trabalhos relacionam o aumento da seletividade em
lipases ao uso de solventes polares.*® Logo, a partir dessas informacdes, a reacéo anterior foi
repetida utilizando-se dessa vez uma mistura dos solventes THF:n-hexano numa proporcéo de
1:1. Da mesma forma, aliquotas do meio reacional foram retiradas de tempos em tempos e o

progresso da RCE foi acompanhado por CG quiral (Figura 29).

% (a) Costa, V. E. U.; Amorim, H. L. N.; Quim. Nova, 1999, 22, 863. Mezzetti, A.; Keith, C.; Kazlauskas, R. J.;
Tetrahedron: Asymmetry, 2003, 14, 3917; (c) Duan, Z.Q.; Du, W.; Liu, D.H.; Biores. Technol., 2011, 102, 11048.
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Figura 29: (a) cromatograma da RCE em escala analitica do diol (R,S)-20a no tempo de 4 horas. (b)
cromatograma do diacetato racémico de 20a.

Sob essas novas condigfes, as analises via CG quiral mostraram que o melhor tempo

para se obter excelentes excessos enantioméricos foi 4 horas (Tabela 6).

Tabela 6: Resultados da RCE de (R,S)-20a em escala analitica.
Entrada Tempo (h) e.e.(%) - (S)-24a e.e.(%) - (R)-25a

1 0,5 85,9 62,2
2 1 59,8 79,9
3 2 64,0 82,0
4 3 94,0 97,0
5 4 99,0 99,0
6 5 98,5 97,1
7 6 98,4 98,0
8 7 98,3 94,9

e.e.(%): excessos enantioméricos obtidos a partir dos dados cromatograficos em coluna quiral S-ciclodextrina.

Os resultados apresentados na tabela 6 mostraram que a CAL-B foi bastante seletiva
em resolver os enantibmeros do diol 20a, fornecendo 0s respectivos monoacetato e o diacetato

em elevados excessos enantioméricos (99%) apds 4 horas de resolucgéo.
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Motivados por esses resultados, submetemos todos os outros didis propargilicos (Figura
30), que foram separados por CG-quiral, a resolucdo cinética enzimatica em escala analitica
utilizando as mesmas condi¢Bes descritas anteriormente. No caso especifico do diol 20f, foi
necessario o uso também de uma mistura dos solventes THF:n-hexano (1:1). Para os demais

dibis usou-se apenas n-hexano como solvente (Esquema 26).

OH OH OH OH
\ OH
AN R R A
OH OH
202" 20b 20c 20f
OH OH OH OH
OH OH OH
20g OH 20h 200 20q
OH OH OH
OH OH M OC/\{
— = = =
20r 20s 20t 20u

Figura 30: Didis propargilicos submetidos a RCE em escala analitica catalisada por CAL-B.

OAc(H) N2 R
7

R = 6H
n
RO (s)24a-u
n N
OH _ 2R CAL-B, acetato de vinila
7 > +
R OH n-hexano ou THF:n-hexano (1:1)

R N 35°C, 150 rpm OAc(H) 2 r

(R,S)-20a-u Yz

/
R n OAc
(R)-25a-u

Esquema 26: RCE dos diéis propargilicos racémicos em escala analitica.
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E importante salientar que a utilizacdo do acetato de vinila como um substrato doador de
acila é fundamental para promover a irreversibilidade da resolugcéo cinética enzimatica, pois o
uso de um éster com a parcela alcodlica ndo vinila fornece como subproduto um alcool no meio
reacional, levando ao surgimento de competicdo entre este e o substrato quiral a ser acetilado
(Esquema 27).%

OH
0 o Bu on
)J\ 4Lipase > .7‘\ Complexo —>R' R + /-\
PN ' " ' "
o @ o ﬁ Acil-enzima R~ "R R "R
ZOH = X0

Esquema 27: Importancia do acetato de vinila para a irreversibilidade da RCE.

Dentre os didis propargilicos apresentados na figura 30, 20c e 20h n&o foram passiveis
de resolucdo enzimatica, sendo que a CAL-B nao apresentou nenhuma seletividade para esses
didis ap6s 72 e 24 horas de RCE, respectivamente. Isto pode estar relacionado ao fato desses
di6is 20c e 20h possuirem grupos de volumes semelhantes ligados ao centro estereogénico,
levando assim a uma divergéncia com a regra de Kazlauskas.

Nos casos isolados das resolucdes para os didis 200 e 20q, ao invés de se obter o
monoacetato e o diacetato como produtos, obtiveram-se os respectivos dibis (200, 20q) e
monoacetatos (240, 24q) enantioenriquecidos (Esquema 28). Isso se deve ao fato desses dibis
possuirem uma hidroxila terciaria, o que torna a sua acetilacdo desfavoravel devido ao
impedimento estérico.”’

hidroxila terciaria
estericamente impedida

OH OH OH
RCE
4\( R —— 4\/ R + 4\( R
OH OH OAc
200. R=Et (S)-200 (R)-240
20q. R=i-Pr (S)-20q (R)-24q

Esquema 28: RCE dos diois propargilicos 200 e 20q.

% Fischer, C. B.; Xu, S.; Zipse, H.; Chem. Eur. J., 2006, 12, 5779.
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Os resultados para as RCEs em escalas analiticas dos diois propargilicos 20a-u (Figura
30) estdo apresentado na tabela 7. Os resultados mostraram que a CAL-B apresentou uma alta
seletividade frente a esses dibdis propargilicos (os valores da razdo enantiomérica E foram
maiores que 200), fornecendo os produtos em elevados excessos enantioméricos na faixa de
96% até >99%. Todas as conversdes foram totais, apresentando valores maximos de 50%. Os
tempos reacionais para as RCEs variaram dependendo do substrato, sendo o mais curto de 30

minutos e o mais longo de 48 horas.

Tabela 7: Resultados das RCEs em escalas analiticas dos di6is propargilicos internos (R,S)-20a-u (0,1
mmol) com acetato de vinila (5 equiv.) catalisada por CAL-B (0,01 g) em 1,5 mL de solvente.

Entrada Diol Produto t (h) c (%) e.e. (%) C.A. E

24a 50 >99 S

1 20a 4 >200
25a 50 >99 R
24b 50 98 S

2 20b 48 >200
25b 50 97 R
24f 50 >99 S

3 20f 0.5 >200
25f 50 >99 R
249 50 98 S

4 209 2 >200
25¢g 50 99 R
200 50 >99 S

5 200 8 >200
240 50 >99 R
20q 50 99 S

6 20q 48 >200
24q 50 99 R
24r 50 >99 S

7 20r 1 >200
25r 50 >99 R
24s 50 98 S

8 20s 15 >200
25s 50 99 R
24t 50 96 S

9 20t 24 >200
25t 50 99 R
24u 50 >99 S

10 20u 0.75 >200
25u 50 >99 R

t (h): tempo de reacéo;

¢ (%): conversao a partir de cromatografia quiral;

e.e. (%): excesso enantiomerico;

C.A.: Configuracdo Absoluta a partir da regra de Kazlauskas;
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De posse dos dados fornecidos na tabela 7 pelas RCEs em escala analitica, partimos
entdo para a realizacdo das RCEs dos didis propargilicos 20a-u (Figura 30) utilizando uma
escala preparativa (quantidade de 3 mmol de substrato), para posteriores isolamentos dos
produtos, consequentes caracterizacBes e calculos dos rendimentos isolados. As mesmas
condicBes reacionais das RCEs em escalas analiticas (Esquema 26) foram empregadas para
as RCEs em escalas preparativas.

Os resultados das RCEs realizadas em escalas preparativas sdo mostrados na tabela
8.%% Alguns valores para 0s excessos enantioméricos dos produtos sofreram uma diminuicéo
com o aumento da quantidade do substrato (entrada 2, 4, 8 e 9), mesmo assim as seletividades
mantiveram-se com valores elevados (E>200). Esse efeito relacionado a diminuicdo da
enantiosseletividade com o aumento da escala de reagdo ainda ndo € bem claro, mas alguns
trabalhos relatam esse efeito.”® As conversdes foram calculadas a partir dos rendimentos
isolados dos respectivos produtos, apresentando valores de razoaveis (27%) a excelentes
(50%).

Todos os respectivos didis, monoacetatos e diacetatos enantioenriquecidos foram
isolados e purificados através de coluna cromatografica e devidamente caracterizados através
de técnicas espectroscopicas de RMN de 'H, RMN de **C e infravermelho (IV). A partir dos
espectros de IV é possivel se observar as bandas alargadas intensas relativas aos estiramentos
axiais das ligacbes O-H nos didis na faixa de 3300 cm™ (Figura 31a), bandas de estiramentos
O-H de intensidade média (~3300 cm™) e estiramentos axiais C=0 (~1700 cm-1) intensas para
0s monoacetatos (Figura 31b), e o desaparecimento dessas bandas de estiramento O-H nos
diacetatos e o surgimento das bandas intensas relativas aos estiramentos axiais das ligages

C=0 (~1700 cm™) presentes nos grupos acetatos (Figura 31c).

% Resultados publicados: Ferreira, J. G.; Princival, C. R.; Oliveira, D. M.; Nascimento, R. X.; Princival, J. L. Org.
Biomol. Chem. 2015, 13, 6458-6462 (DOI: 10.1039/C50B00386E).

% Fishman, A.; Eroshov, M.; Dee-Noor, S.S.; Van Mil, J.; Cogan, U. Effenberger, R.; Biotechnol Bioeng., 2001, 74,
256.
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Tabela 8: Resultados das RCEs em escalas preparativas dos didis propargilicos internos (R,S)-20a-u (3
mmol) com acetato de vinila (5 equiv.) catalisada por CAL-B (0,3 g) em 40 mL de solvente.

Entrada Diol Produto t (h) rend (%) e.e. (%) C.A. E

24a 49 >99 *(-)-S

1 20a 4 >200
25a 47 >99 (+)-R
24b 47 96 *(-)-S

2 20b 48 >200
25b 40 94 (+)-R
24f 49 >99 (+)-S

3 20f 0.5 >200
25f 49 96 *(+)-R
24g 48 89 *(-)-S

4 20g 2 >200
259 43 99 (+)-R
200 48 >99 S

5 200 8 >200
240 32 95 R
20q 50 99 *(+)-S

6 20q 48 >200
24q 50 98 (+)-R
24r 40 >99 *(-)-S

7 20r 1 >200
25r 45 99 (+)-R
24s 49 85 *(-)-S

8 20s 1.5 >200
25s 45 99 (+)-R
24t 43 49 S

9 20t 24 >200
25t 27 99 R
24u 44 >99 (+)-S

10 20u 0.75 >200
25u 45 95 *(+)-R

t (h): tempo de reacéo;
¢ (%): converséo a partir do rendimento isolado;
e.e. (%): excesso enantiomerico;
C.A.: Configuracdo absoluta a partir da regra de Kazlauskas; (*) Configuracdo absoluta determinada a partir da
comparacdo com dados de rotagdo Gtica disponiveis na literatura.
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Figura 31: Espectros parciais de infravermelhos para (a) diol, (b) monoacetato e (c) diacetato.
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Da mesma forma, nos espectros de RMN de 'H foi possivel caracterizar os grupos CHs;
o carbonilicos dos acetatos, que aparecem como simpletos intensos na faixa de 2,0 ppm a 2,1
ppm (Figura 32).

a
m——
a
b
T~ il
123 3.00 6.00
I [ b
RASEEEEEEE TR e T T T T IRBERRRERARCARSS| T T T T T T T
9 28 27 25 P 24 23 22 2.1 20 2.0 1

(a) (b)
Figura 32: Espectros parciais de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) para regides dos hidrogénios o
carbonilicos nos (a) monoacetatos e (b) diacetatos.

Nos espectros de RMN de **C foi possivel caracterizar todos os carbono carbonilicos
caracteristicos de ésteres na regido de 170 ppm (Figura 33).
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Figura 33: Espectros parciais de RMN de 3¢ (75 MHz, CDCI,) para regides dos carbonos carbonilicos
de ésteres nos (a) monoacetatos e (b) diacetatos.

As configuracdes absolutas dos produtos (S)-24a, (S)-24b, (S)-24r e (S)-20q, obtidos
nas RCEs apresentados na tabela 8 acima, foram determinadas a partir da comparacdo com

dados de rotacdo Oticas disponiveis na literatura. Para (S)-(-)-24a: rotacdo especifica
20

experimental ®[a],?° = - 21,2 (c 1,0, CHCl), rotacéo especifica reportada na literatura™® “[a]p
= + 8,1 (c 0,71, CHCI;) para o enantibmero (R)-(+)-24a. Para (S)-(-)-24b: rotacdo especifica
experimental ®[a],?’ = - 0,45 (c 1,3, CHCIs), rotacdo especifica reportada na literatura® “"[a]p*°

=-1,1 (c 4,0, CHCIl,). Para (S)-(-)-24r: rotacdo especifica experimental ®[a],?° = - 18,4 (c 1,0,

100 Trost, B. M.; Quintard,, A.; Angew. Chem., Int. Ed., 2012, 51, 6704,
101 Chang, X.-W.; Zhang, D.-W.; Chen, F.; Dong, Z.-M.; Yang, D.; Synlett, 2009, 3159.



73

CHCIs), rotacdo especifica reportada na literatura’® “[a],?® = + 11,0 (c 0,70, CHCI;) para o
enantibmero (R)-(+)-24r. Para (S)-(+)-20q: rotacéo especifica experimental ®*[a],®® = + 1,3 (c
1,0, CHCIs), rotacéo especifica reportada na literatura’® “"[a]p** = + 1,83 (c 0,77, CHCl,). Para
0os compostos (R)-(+)-25f, (S)-(-)-24s e (R)-(+)-25u que ndo possuiam os dados de rotacfes
Gticas previamente reportados na literatura, esse substratos alquinilicos enantioenriquecidos
foram convertidos nos correspondentes didis alquilicos através de uma sequencia de reacbes
de hidrogenacdo/hidrélise usando Pd/C e K,CO; em MeOH realizadas em duas etapas no
mesmo baldo, e tiveram as suas estereoquimicas diretamente atribuidas a partir das

comparacbes dos valores das rotacbes Oticas obtidas experimentalmente com os valores

disponiveis na literatura para o di6is alquilicos (R)-26f*%, (S)-26s'® e (R)-26u*®® (Esquema 29).
OH OH
/k/\/\OH /\/\/\OH
(R)-26f (S)-26f
[alp = -9.7 (c 1.0, MeOH)  [alp = +7.6 (c 1.3, MeOH)
oR2 G nOAc
R U 1) Pd/C, H, (1atm) OH OH

MoOH M :
Ou OH SNT0H

2) K,CO3/MeOH

OR, (R)-26s (S)-26s
MOAC [alp =-5.5 (c 1.3, CHCI3) [alp = +2.4 (c 1.0, CHCI3)
R .
n

OH OH
/'\/\/\/OH /W\/OH
(R)-26u (S)-26u
[alp =-8.1 (c 1.0, MeOH) [a]p = +9.2 (c 1.0, MeOH)

Esquema 29: Obtencao dos diois alquilicos via rea¢des de hidrogenacgédo/hidrélise e rotagéo otica.

No caso particular do composto (S)-(-)-24g, esse substrato foi convertido ao diol (S)-20g,
através de uma reacdo de hidrélise usando K,CO; em MeOH, e teve sua estereoquimica

atribuida pela comparacéo da rotacéo 6tica obtida experimentalmente para (S)-20g =*[a]y*° = -

192 Hu, S.; Hager, L. P.; J. Am. Chem. Soc., 1999, 121, 872.

193 Harada, S.; Takita, R.; Ohshima, T.; Matsunaga, S.; Shibasaki, M.; Chem. Commun., 2007, 948.

1% Wada, K.; Ishida, T.; J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1979, 1154.

105 Seehafer, K.; Rominger, F.; Helmchen, G.; Langhans, M.; Robinson, D. G.; Ozat4, B.; Briigger, B.; Strating, J. R.
P. M.; van Kuppeveld, F. J. M.; Klein, C. D.; J. Med. Chem., 2013, 56, 5872.

106 Edegger, K.; Stampfer, W.; Seisser, B.; Faber, K.; Mayer, S. F.; Oehrlein, R.; Hafner, A.; Kroutil, W.; Eur. J.
Org. Chem., 2006, 1904.
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7.2 (c 1,0, MeOH) com o valor reportado na literatura’®’ “"[a]p = - 7,2 (¢ 1,0, MeOH). Além disso,
0 composto (S)-(-)-2-pentin-1,4-diol [(S)-(-)-20g] é um produto natural que pode ser isolado a
partir de extratos de uma cultura do fungo Clitocybe Catinus, pertencendo a uma classe de diois
propargilicos quirais extraidos desse mesmo fungo que possuem atividades antibacterianas,’

e foi obtido em 96% de rendimento com um excesso enantiomérico de 95% (Esquema 30).%

OAc OH
K,CO4/ MeOH
\/\ — = \/\
OH OH
(S)-(-)-249 (S)-(-)-20g (96%)
e.e. 95%

Esquema 30: Preparacédo do composto (S)-(-)-2-pentin-1,4-diol [(S)-(-)-20g].

Todas as esterioquimicas dos produtos obtidos nas RCEs, determinadas
experimentalmente, estéo de acordo com a regra de Kazlauskas.?***

197 Arnore, A.; Nasini, G.; Pava, O. V.; Phytochem., 2000, 53, 1087.
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3.3 TESTES DE ATIVIDADES CITOTOXICAS

Como exposto na introducdo, compostos da classe dos dibis propargilicos e seus
derivados sdo conhecidos por apresentarem atividades biolégicas (ver secdo 1.3). Como até o
presente momento, nenhum trabalho fazendo o uso dos didis propargilicos 20a-u (Figura 23) e
seus derivados como agentes citotoxicos tinham sido publicados na literatura, decidiu-se
realizar testes de citotoxidades. Com isso, ap0s todas as etapas de sinteses e caracterizacdes
para os dibis propargilicos internos 20a-u e os produtos das RCEs, aplicamos todos esses
compostos em experimentos testes de atividades citotoxicas realizados in vitro contra linhagens
de células tumorais HEp-2, NCI-H292, MCF-7, K562, HL-60, J774.A1 e RAW 264.7 obtidas a
partir do banco de células do estado do Rio de Janeiro/Brasil.'® As atividades antiproliferativas
dos compostos foram avaliadas através da metodologia do ensaio colorimétrico empregando o
sal de tetrazdlio MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil tetraz6lio).'® O MTT, que
possui uma coloracdo levemente amarelada, sofre uma reacdo de reducdo celular na
mitocondria ativa levando a formac¢do do produto Formazan que possui uma coloracdo azul
escuro (Esquema 31), e essa reagdo ocorre somente nas células vivas. Logo esse ensaio
detecta as células vivas e ndo as células mortas, e o sinal gerado depende do grau de ativagédo

celular.

Coloragéao azul escuro

Redutase celular . NH

Formazan

Esquema 31: Reducéo celular do MTT ao produto Formazan.

198 Todos os testes de atividades antitumorais foram realizados em colaborag&o com o grupo de pesquisas da Prof?
Dr@ Teresinha Gongalves do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco.

109 3) Alley, M. C.; Scudiero, D. A.; Monks, A.; Hursey, M. L.; Czerwinski, M. J.; Fine, D. L.; Abbott, B. J.; Mayo,
J. G.; Shoemaker, R. H.; Boyd, M. R.; Cancer Res., 1988, 48, 589. (b) Scudiere, D. A.; Shoemaker, R. H.; Paul, K.
D.; Monks, A.; Tierney, S.; Nofziger, T. H.; Currens, M. J.; Seniff, D.; Boyd, M. R.; Cancer Res., 1988, 48, 4827.
(c) Mosmann, T.; J. Immunol. Methods, 1983, 65, 55.
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Uma triagem inicial foi realizada para determinar o potencial citotoxico dos compostos a

uma concentracdo final de 100 pug/mL, usando a doxorrubicina'*® como controle positivo. Os

resultados obtidos nos testes estéo apresentados na tabela 9.***

Tabela 9: Atividade antiproliferativa dos didis propargilicos contra linhagens de células tumorais HEp-2,
NCI-H292, MCF-7, K562, HL-60, J774.A1 e RAW 264.7.

Percentagem de células mortas (%)
Entrada Composto HEp-2 NCI-H292 MCF-7 K562 HL-60 J774.A1 RAW 264.7

1 20a 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0)
2 20b 427 (0.0) 69.8(10) 28.7(3.2) 20.9(9.6) 0.0(0.3) 20(89)  17.8(1.3)
3 20c 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0) 100(2.7) 100 (0.0) 100 (0.0)
4 20d 28.1(2.7) 86.9(29) 68.1(0.0) 3.8(0.0) 295(23) 17.1(2.7) 16.0(0.8)
5 20f 14.8(0.0) 20.2(4.8) 0.0(6.3) 00(12) 11.0(00) 60.8(5.4)  8.5(8.3)
6 (R/IS)-20g 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0)
7 (R)-20g  38.8(0.0) 55.7(8.5) 525(2.7) 40.9(3.1) 12.1(0.0) 0.2(0.5) 9.6 (3.4)
8 (S)-20g  31.3(0.0) 85.0(9.0) 51.6(4.6) 27.0(5.0) 1.4(22) 17(14)  19.5(7.3)
9 20h 100 (0.0)  100(9.1) 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0) 100 (0.0)
10 20i 0.0(0.0) 5.0(0.2) 27.2(0.6) 16.0(9.8) 13.3(4.3) 61.2(82)  0.0(0.0)
11 20j 84.0(1.1) 91.0(3.0) 27.3(55) 80.0(7.0) 96.1(11) 93.1(0.2) 950 (3.1)
12 20! 9.3(0.0) 6.6(26) 40.8(3.3) 167(43) 89(16) 575(3.8)  4.2(3.7)
13 20q 0.0(0.0) 21.5(1.9) 40.7(0.0) 9.7(6.7) 7.3(0.0) 553(0.2)  0.0(0.0)
14 20r 22(0.0) 0.3(14) 17.8(0.8) 251(3.1) 0.0(0.0) 165(3.5  9.4(3.7)
15 20s 12.9(0.0) 155(3.6) 34.3(55) 0.0(0.0) 51(9.8) 42.6(10.8) 6.1(8.6)
16 20t 85.7(0.0) 49.9(1.6) 54.1(1.2) 0.0(0.0) 0.0(49) 30.4(55) 17.8(0.8)
17 20u 84.1(0.0) 71.5(10.7) 69.5(0.0) 0.0(0.0) 9.6(5.0) 157(5.9) 19.3(2.3)
18 DOX 794 (2,6) 94.1(2.0) 74.8(21) 91.7(14) 92.9(0.6) 96.0(0.1)  96.5(0.8)

*Resultados estdo expressos como médias (desvio padrédo) a partir do ensaio do MTT apds 72h de incubacéo.
*DOX = Doxorubicina foi o controle positivo.

Embora todos os compostos didis 20a-u possuam estruturas quimicas muito
semelhantes, resultados bastante distintos foram obtidos apds a avaliacdo contra as sete
linhagens de células tumorais. Como mostrado na tabela 9, dentre todos os compostos usados
na triagem, os didis 20a, 20c, (R/S)-20g, e 20h se destacaram devido as suas elevadas
atividades antitumorais in vitro, exibindo 100% de inibi¢cdo contra todas as linhagens de células
testadas. O diol 20j apresentou resultados razodveis para as atividades antiproliferativas,
levando as inibicdes de crescimentos das seguintes linhagens HEp-2 (84%), NCI-H292 (91%),
HL-60 (96%), J774.A1 (93%), K562 (80%) e RAW 264.7 (95%) (Tabela 7, entrada 11). J4 os
didis 20b, 20d, 20f, 20i, 20I-u exibiram baixa ou nenhuma citotoxidade.

Verificando as estruturas dos compostos mais ativos (20a, 20c, (R/S)-20g, e 20h), é

possivel observar que o comportamento citotdéxico pode estd associado a presenga do grupo

19 Tacara, O.; Sriamornsakb, P.; Dassa, C. R.; J. Pharm. Pharmacol., 2013, 65, 157.
11 Resultados publicados: Princival, I. M. R. G.; Ferreira, J. G.; Silva, T. G.; Aguiar, J. S.; Princival, J. L.; Bioorg.
Med. Chem. Letters, 2016, 26, 2839 (doi:10.1016/j.bmcl.2016.04.060).
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hidroxila primério (funcéo alcool propargilico) e da cadeia alquilica lateral ndo ramificada como
grupos terminais (Figura 34). Esses indicios ficam mais evidentes quando os compostos 20a,
20c, (R/S)-20g, e 20h sdo comparados estruturalmente com os outros didis propargilicos
testados (Figuras 23 e 34).

Grupo alquila ndo ramificado

Parcela alcool propargilico
deve aumentar a inibi¢cao

deve aumentar a inibi¢cao

Lemme
. S
' OH A PR
'

Parcela alcool homopropargilico
e grupo aril ou alquil ramificado
devem diminuir a inibigao

Parcela alcool 2-metil-3-butin-2-ol
e grupo aril ou alquil ramificado
devem diminuir a inibigao

alquil
ou aril

ou aril

OH

Figura 34: Relag&o estrutura quimica vs. inibicdo celular baseada nos resultados empiricos.

Como haviamos sintetizado ambos os enantibmeros do produto natural 20g, testamos
sua atividade biolégica empregando os enantibmeros separadamente. Surpreendentemente,
quando os enantibmeros puros (R)-20g e (S)-20g foram submetidos separadamente aos
ensaios in vitro, ambos mostraram ser muito menos eficazes do que a mistura racémica (R/S)-
20g. Assim, comparando os resultados é possivel observar que para as células HL-60 o
composto (R/S)-20g tem mostrado ser 70 vezes mais eficaz que o enantidbmero (S)-20g (Tabela
9, entrada 8) isoladamente, enquanto que se comparado com o enantibmero (R)-20g frente as

células J774.A1 o racemato 20g é 500 vezes mais citotéxico (Tabela 9, entrada 7).
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3.4 SINTESES DE DIOIS PROPARGILICOS TERMINAIS RACEMICOS

Essa parte do trabalho consistiu-se na preparacdo de dibis funcionalizados com um
grupamento alquino terminal. Esses tipos de substratos possuem um potencial sintético muito
interessante, pois podem fornecer blocos de construcfes quirais polifuncionalizados, o0 que os
tormam mais versateis na aplicacdo em sinteses de moléculas bioativas.

A forma idealizada para preparacdo desses tipos de dibis propargilicos foi através da
abertura de anel lactbnico utilizando um &anion acetileto como nucledfilo, o que levaria a
formacdo de uma hidroxi-cetona propargilica. Submetendo essa hidroxi-a-alquinona a reacgao

de reducéo do grupo carbonila, obteriamos o diol propargilico terminal desejado (Esquema 32).

O

OH O
e T i, T 0

Esquema 32: Retrossintese para obtencdes dos dibis propargilicos terminais racémicos.

Entdo, primeiramente submetemos a y-butirolactona 27a a reagcdo com o organometalico
cloreto de etinilmagnésio disponivel em nosso laboratério e adquirido comercialmente. A reacao
foi processada a temperatura de -78°C e sob atmosfera de N, (Esquema 33). Analise via
cromatografia em camada delgada (CCD) mostrou a formacdo de uma mistura complexa de
produtos no meio reacional. Apos purificacdo do bruto reacional em coluna de gel de silica, ndo

foi possivel se isolar a hidroxi-o-alquinona 28.

O )
1. THF, Ny, -78°C OH
2. HCCMgC| 28
27a  3.-78°C a 25°C, 1h
4. NH,Cl )

Esquema 33: Reacao entre a y-butirolactona e o cloreto de etinilmagésio.
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A ndo formacdo da alquinona 28 pela rota mostrada no esquema 33 pode estar
associada a baixa quimiosseletividade do nucledfilo acetileto de magnésio frente a abertuta do
anel lactbnico via clivagem acil-CO. Ogura e colaboradores relataram que acetiletos de
magnésio ndo sao nucledfilos adequados para a obtencdo de alquinonas via abertura de
lactonas.**? Devido ao anion etinilmagnésio possuir uma reatividade acentuada, reacdes laterais
podem ser favorecidas, como por exemplo, a clivagem tipo Sy2 pelo ataque ao carbono
carbindlico,*™® e reacdes de dupla adicdo a carbonila,**? levando a subprodutos indesejados

(Esquema 34).

O
P OH
= 28
Clivagem tipo
o acil-CO oH
/\ Dupla adigdo
o] o= de acetileto i‘\/\/OH
e V4
®MmgCl
Clivagem
tipo Sy2

OH
=z >

)

Esquema 34: Tipos de reacdes do anion acetileto de magnésio sobre a y-butirolactona.

Ja é bastante conhecido que reagente organolitio sdo mais reativos que os similares
reagentes de Grignard.'** Como a ligagdo C-Li possui um carater mais iénico que a ligagéo C-
Mg, entdo o anion acetileto de litio € um nucledfilo mais “duro” que o seu analogo de

132 & com isso sdo mais quimiosseletivos frente a adi¢cdo no grupo carbonila. Logo, a

magnesio,
partir dessas informacgdes, repetimos a reacdo anterior ilustrada no esquema 24 utilizando-se
dessa vez o anion etinillitio como nucledfilo, empregando as mesmas condicbes reacionais

(Esquema 35).

12 3) Ogura, H.; Takahashi, H.; lItoh, T.; J. Org. Chem., 1972, 37, 72. (b) Cavicchioli, S.; Savoia, D.; Trombini, C.;
Umani-Ronchi, A.; J. Org. Chem., 1984, 49, 1246.

113 @) Ho, T.L.; Chem. Rev., 1975, 75, 1. (b) Liotta, D.; Santiesteban, H.; Tetrahedron Lett., 1977, 18, 4369.

14 Gilman, H.; Kirby, R. H.; J. Am. Chem. Soc., 1933, 55, 1265.
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o) o
1. THF, N,, -78°C /K/VOH
X— —
E/fo 2. HCCLi =

28
27a 3.-78°C a 25°C, 1h
4, NH4C|(aq)

Esquema 35: Reacao entre a y-butirolactona e o acetileto de litio.

Por ndo ser disponivel comercialmente, o anion etinillitio foi preparado em nosso
laboratério a partir de uma reacdo acido-base entre 0 gas acetileno e n-BuLi, seguindo
protocolos descritos na literatura.?**** O acetileno usado na preparacéo € inicialmente passado
por um sistema de purificacdo na seguinte ordem: 1) primeiramente o acetileno é borbulhado
em H,SO, concentrado para retirar o excesso de acetona estabilizante; 2) depois o gas é
passado através de um tubo contendo lentilhas de NaOH para retirar os vapores residuais de
H,SO, que é arrastado pelo acetileno; 3) e por dltimo, passado através de uma coluna de
Drierite® para se retirar residuos de umidade. Em seguida o acetileno é borbulhado no solvente
THF a - 78°C por certo periodo de tempo, seguido entdo da adicao lenta da solugdo de n-BulLi.
E importante ressaltar que a formac&o do anion HCCLi deve ser feita em solucédo diluida (da
ordem de 0,2 M) e a baixa temperatura (- 78 °C), pois solu¢cdes concentradas e temperaturas
mais altas favorecem a formacao do di-anion de litio Li-CC-Li, que se apresenta como um sélido
de coloragéo branca em solucdo.®*?* Na figura 35 é mostrado uma imagem esquematica desse
processo.

5 Midland, M. M.; J. Org. Chem., 1975, 40, 2250.
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Tubo contendo NaOH

Acetileno
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H,S0s
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Acetileno

Slstemreaclonal

Figura 35: llustracéo esquemaética da purificagdo do gas acetilénico.

Da mesma forma como quando utilizamos o anion cloreto de etinilmagnésio, analise via
CCD mostrou também a formacdo de uma mistura complexa de produtos no meio reacional
para a reagdo com o anion HCCLIi, e nao foi possivel isolar a alquinona 28. Doubsky e

3,® em que o uso de alquinillitio para

coautores mostraram em um trabalho publicado em 200
abertura de y-,6—,¢—lactonas leva a formacdo de uma mistura complexa de subprodutos, onde
eles foram capazes de identificar compostos do tipo poli-alquinonaésteres, bisacetilenos e

lactois (Figura 36).

116 Doubsky, J.; Ludvik, S.; Leseticky, L.; Koutek, B.; Synlett, 2003, 937.
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o) R,
0O H
Z n O
R4 R, |O «
Poli-alquinonaésteres
Ry~ OH -
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Vza
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Figura 36: Alguns subprodutos formados durante a reacéo de abertura de lactona com HCCLI.

Nesse mesmo trabalho, Doubsky e colaboradores desenvolveram uma metodologia
eficiente para abertura de y-,6—,e—lactonas utilizando reagentes alquiniltrifluoroboratos como
nucledfinos.'® Por serem reagentes menos basicos, e nucledfilos mais macios, do que seus
analogos anions de litio e magnésio, os alquiniltrifluoroboratos apresentaram uma elevada
quimiosseletividade frente a abertuta do anel lactbnico via clivagem acil-CO, fornecendo as
respectivas alquinonas em excelentes rendimentos.

Motivados por esse trabalho encontrado na literatura, utilizamos entdo essa metodologia
para obtencdo de nossas alquinonas desejadas, empregando o anion etiniltrifluoroborato de
litio, preparado in situ através da adicdo de um equivalente de BF3;.Et,O numa solucéo de
acetileto de litio (previamente preparada de acordo com esquema da figura 31 em THF a — 78

°C, como nucledfilo na abertura da y-butirolactona 27a (Esquema 36).

o)
Ly .
OH
P H 1. THF, N,, -78°C s 1 27a ‘/K/V
= _ > | =—BF.Li - Z
H 2. n-BuLi (1eq.), -78°C, 1h 2.-78°C a 25°C, 1h 28
3. 1eq. BF;.Et,0, -78°C, 20min 3. NH,Cl(aq) 81%

Esquema 36: Reacgédo entre a y-butirolactona 27a e o etiniltrifluoroborato de litio.
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A analise da reacéo via CCD mostrou a formacéo de um produto com R; proximo ao R¢
da y-butirolactona, mas revelando numa coloragdo intensa em vanilina sulfrica. O bruto
reacional foi submetido a purificacdo em coluna de gel de silica fornecendo como produto um
Oleo incolor em 81% de rendimento. Esse produto foi submetido a caracterizacdo através de
RMN de 'H e C, mostrando que a hidroxi-a-alquinona 28 tinha sido formada. No espectro de
RMN de 'H (Figura 37a) foi possivel caracterizar o sinal relativo ao hidrogénio acetilénico sendo
um simpleto em 3,2 ppm, 0s sinais relativo aos hidrogénios carbindlicos sendo um tripleto em
3,6ppm, e o0s sinais relativos aos hidrogénios alquilicos fornecendo um quinteto e um tripleto em
1,9 ppm e 2,7 ppm, respectivamente. J& no espectro de RMN de **C (Figura 37b) foi possivel se
observar os sinais relativos ao carbono carbonilico em 187,2 ppm, aos carbonos acetilénicos
em 78,8 ppm e 81,2 ppm, e ao carbono carbindlico em 61,4 ppm.

Ne
[1]
o
(e}
I
B1.444

o
78854

—187.256

(1]
—a1.261

(@) (b)
Figura 37: Espectros parciais de (a) RMN de *H (300 MHz, CDCl3) e (b) RMN de 3¢ (75MHz, CDCls), da
hidroxialquinona 28.

A partir desse excelente resultado obtido anteriormente, submetemos a &-valerolactona
27b e a e-caprolactona 27c a reagéo de abertura do anel com o etiniltrifluoroborato de litio, para

obtencéo das respectivas hidroxi-alquinonas 29 e 30 (Esquema 37).
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1.§/§o
n (@)

=— BF L'] 27a OH
—— | >
321 2..78°C a 25°C, 1h /w

—_—

3. NH,Cl(zq)
27b. n=2 (3-valerolactona) 29.n=2
27c. n=3 (e-caprolactona) 30. n=3

Esquema 37: Sinteses das hidroxi-a-alquinonas 29 e 30.

De posse das alquinonas 28, 29 e 30, submetemos esses compostos, sem prévia
purificacdo, a reagéo de reducao do grupamento carbonila utilizando um sistema de borohidreto
de sodio (NaBH,;) em numa mistura de THF:MeOH (1:1), para obtencdo dos respectivos didis

propargilicos terminais racémicos 31, 32 e 33 (Esquema 38).

o NaBH, QH
/J\(V)/\/OH THF:MeOH (1-1) /g\M/VOH
z " Tasomn Z "

28-30 Wi
31. n=1
Rendimentos: 85-88% 32. n=2
33. n=3

Esquema 38: Reacgbes de reducéo das hidroxi-alquinonas com NaBH,.

Observa-se que o NaBH, € pouco soluvel em THF, e a adicdo de MeOH ao meio

reacional além de ajudar a solubilizar o NaBH,, também desempenha uma fung&o catalitica na

117

reacdo de reducédo do grupo carbonila,” " ativando a transferéncia de hidreto (Esquema 39).

17 Brown, H. C.; Mead, E. J.; Rao, B. C. S.; J. Am. Chem. Soc., 1955, 77, 6209.
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0y OH
/7N /\
NaBH . OH - OH
MeOH ———= Me—QH (CDBH; ~-H /J\(Vﬂ\/ —> /\va
+

o o
MeO-BH; Na

Esquema 39: Mecanismo da reducéo da alquinona catalisado por MeOH.

Os dibis propargilicos 31, 32 e 33 foram obtidos como 6leos incolores apds a etapa de
purificacdo, em rendimentos na faixa de 85-88%. Ambos compostos foram devidamente
caracterizados por RMN de *H e RMN de *3C. A partir dos espectros de RMN de 'H foi possivel
observar o sinal relativo ao hidrogénio carbindlico ligado ao centro quiral como um tripleto de
dubleto em 4,3 ppm, onde o acoplamento deste com o hidrogénio acetilénico possui uma
constante J* da ordem de 2Hz (Figura 38a). J4 nos espectros de RMN de '3C foi possivel
observar o surgimento do sinal relativo ao carbono carbinélico quiral em torno de 62 ppm, e o
consequente desaparecimento do sinal relativo ao carbono carbonilico que aparecia proximo de
190 ppm (Figura 38Db).

OH
_— n
/M«/DH
a
= " b
4y o~ 2Hz
g, -
T3 5 3
P o o
| I
b
a b
_,_H—'_'_'_
1.18
L | TTT T[T I T T[T T I[P TT [ TT T [ PP I[P TT[rrrl
Rt iy T || Ay A3 ) !

(a) (b)
Figura 38: Espectros parciais (300 MHz, CDCl;) de (a) RMN de 'He (b) RMN de 3¢, caracteristicos para
os diois propargilicos 31, 32 e 33.

Uma vez com os didis propargilicos 31, 32 e 33 devidamente purificados e
caracterizados em maos, partimos para etapa seguinte do trabalho que foi a resolucéo cinética

enzimatica (RCE) desses compostos.
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3.5 RESOLUGAO CINETICA ENZIMATICA (RCE) DAS MISTURAS RACEMICAS
DOS DIOIS PROPARGILICOS TERMINAIS

Até o presente momento, nenhum trabalho relatando a RCE de dibis propargilicos
terminais foi publicado e baseado em nossos resultados apresentados no inicio dessa
discussdo submetemos os didis propargilicos 31, 32 e 33 a reacdo de RCE em escala analitica
catalisada por CAL-B (Esquema 40), empregando condicbes reacionais pré-utilizadas em

nossos experimentos,® e tendo como objetivo verificar a seletividade da CAL-B frente a esses
substratos.

OH (S)-34a. n=1
/\(\WOAC (S)-34b. n=2
Z n (S)-34c. n=3
oH (S)-34a-c
/g\(\/(\/OH CAL-B, acetato de vinila
4 n > +
(R,S)-31-33 n-hexano, 35°C, 150 rpm
OAc (R)-35a. n=1
- OAc (R)-35b. n=2
/\‘f\/ (R)-35¢. n=3
(R)-35a-c

Esquema 40: Resolucao cinética enzimatica dos diois propargilicos 31, 32 e 33.

Aliquotas foram retiradas do meio reacional entre intervalos de tempos definidos, e o
progresso da resolucdo enziméatica foi acompanhado a partir de CG quiral, tendo-se como
referéncias os cromatogramas dos padrdes racémicos dos diacetatos de 31, 32 e 33. Os Dados
cromatogréaficos mostraram que as resolugdes sob essas condi¢ces se processaram de forma
eficiente, e a CAL-B apresentou seletividade frente aos enantibmeros de 31, 32 e 33.

No caso diol 31, a RCE se processou muito lentamente, e apds 8 horas a resolucéo
ainda nao tinha ocorrido por completo (Figura 39). Logo, foi necessario um tempo mais logo

para que a RCE do diol 31 se processe completamente.
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Figura 39: (a) cromatograma da RCE em escala analitica do diol (R,S)-31 no tempo de 8 horas. (b)
cromatograma do diacetato (R,S)-35a. (c) cromatograma do diol (R,S)-31.

Ja para os didis 32 e 33, as RCEs se processaram rapidamente, apresentando um
tempo aparentemente 6timo de 1 hora para ambos os dibis (Figuras 40 e 41). Esse aumento
nas velocidades dessas RCEs comparando-se com a velocidade da RCE do diol 31, deve estar
relacionado ao aumento da cadeia alquilica nos di6is 32 e 33 em relagdo aos seus grupos
médios, favorecendo assim as RCEs de acordo com a regra de Kazlauskas.

Os excessos enantioméricos obtidos para as RCEs de 32 e 33 foram bons, sendo
maiores que 95% em ambos 0s casos para 0s respectivos diacetatos (R)-35b e (R)-35c. Como
ja citado anteriormente (Ver secao 3.2), esses valores de e.e.(%) podem ser otimizados através
do uso de um solvente polar (como por exemplo, THF), o que tornara a lipase mais seletiva.®
Entdo, as RCEs dos di6is 32 e 33 foram repetidas utilizando uma mistura dos solvente n-
hexano/THF numa proporgdo de 1:1 (v/v), na tentativa de melhorar os resultados para 0s
excessos enantioméricos (e.e.) dos produtos dessas resolucfes. Apos analises, observou-se
para essas condi¢des que os tempos das RCEs foram aumentados, e que os e.e. dos produtos

ainda precisam ser otimizados.''®

118 Este trabalho dever4 ser conduzido por um aluno de iniciacdo cientifica do nosso grupo de pesquisa.
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250 21s 30.0 325 350 375 40.0 425 450 475 50.0 525  mn
(b)
Ohc
! (RS)35b | A ~on
A AN
250 275 30.0 325 350 315 40.0 425 450 415 50.0 $25  mn
()
oH
(RS)}82 | A ~om

250 275 30.0 325 350 3rs 40.0 425 450 4is 50.0 $25  mn

Figura 40: (a) cromatograma da RCE em escala analitica do diol (R,S)-32 no tempo de 1 horas. (b)
cromatograma do diacetato (R,S)-35b. (c) cromatograma do diol (R,S)-32.

oH oA
(S)-34c N ”'/ (R)-35¢
45.0 475 50.0 535 55.0 575 60.0 min
(b)
Ode
(R,S)-35¢ Mﬂw ’
l - J: ll'\ J\
450 475 50.0 525 55,0 575 0.0 min
(c) =
(R,S)-33 WW| I\f\
450 475 50.0 535 55.0 575 60.0 min

Figura 41: (a) cromatograma da RCE em escala analitica do diol (R,S)-33 no tempo de 1 horas. (b)
cromatograma do diacetato (R,S)-35c. (c) cromatograma do diol (R,S)-33.



89

3.6 SINTESE DO COMPOSTO 4-HIDROXI-2-NONENAL (4-HNE, 19) A PARTIR
DO DIOL PROPARGILICO (R,S)-20h

Como relatado na introducdo deste trabalho (ver secao 1.4), o composto 4-HNE (19) é
um dos principais produtos formados durante a peroxidacéo de lipideos resultante do estresse
oxidativo, e é uma substancia muito toxica para a maioria dos organismos vivos (inclusive para
insetos), levando a sérios niveis de apoptose. Algumas evidéncias direcionam a ideia de que a
resisténcia a inseticidas apresentada por insetos da espécie Aedes Aegypti pode estar
relacionada a facilidade de excrecdo do xenobidtico 4-HNE por parte desses insetos. Essa
resisténcia pronunciada pode ser promovida por classes especificas de enzimas Glutationa-S-
transferases (GST), que sdo habeis em metabolizar substratos o.fB-insaturados. Com isso,
existe a importancia de verificar se essa resisténcia estd mesmo relacionada como a excre¢ao
do 4-HNE desempenhada pelas GSTs, e também caracterizar qual classe das GST esta
envolvida nesse processo metabdlico.

Visto que o 4-HNE possui um preco de venda elevado, quase ndo esta disponivel
comercialmente, e poucas rotas estdo descritas na literatura para sua sintese (ver se¢édo 1.4.1),
resolvemos entdo, desenvolver uma nova rota sintética para o 4-HNE que pudesse ser mais
eficaz, usando reagentes simples, baratos e de baixas toxicidades, tendo como reagente de
partida o diol propargilico 20h preparado em etapas anteriores desse projeto.

A ideia central para obtencédo do 4-HNE a partir de 20h seria através de uma oxidacao
regiosseletiva da hidroxila priméria a respectiva funcdo aldeido (Esquema 41). A oxidagdo de
alcoois para se obter aldeidos, cetonas ou compostos carboxilicos é uma das transformacdes
de grupos funcionais mais relevantes e atrativas em quimica organica, devido a utilidade destes
derivados como precursores sintéticos. E uma grande variedade de reagentes estequiométricos
€ utilizada para promover estas reacdes de oxidacdo, tais como perdxidos, organo-iodo

hipervalente, 6xidos de crémio ou reagentes a base de enxofre.**

0 OH
W/\/ —>
X
OH
19 OH
(4-HNE) 20h

Esquema 41: Analise retrossintética para preparacao do 4-HNE 19.

% Modern Oxidation Methods, 2nd edn., (Ed.: J.-E. B_ckvall), Wiley-VCH, Weinheim, 2011.
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Inicialmente, partimos para obtencdo do diol alilico 36 a partir da reducéo da ligacdo
tripla em 20h com aluminio hidreto de litio (LiAIH4) seguindo procedimento ja descrito na
literatura (Esquema 42a).** E importante ressaltar que a reducdo de ligacdo tripla a ligacéo
dupla promovida por LiAlH; s6 é possivel quando h4 a presenca de uma funcéo hidroxila na
posi¢cdo o ao grupo alquino (ou seja, uma parcela &lcool propargilico), e esse tipo de reducao
em THF leva exclusivamente a formac&o da dupla de configuracéo E (trans).'?® A etapa chave
no mecanismo da reagdo que explica essa estereosseletividade é a formagdo de um
intermediario organoaluminio ciclico (Esquema 42b). Na etapa inicial da reacdo é formada uma
espécie alcoxi-aluminio que sofre uma transferéncia de hidreto intramolecular para o carbono
C2, gerando consequentemente o carbanion em C3. Em seguida, esse carbanion realiza um
ataque nucleofilico sobre o aluminio levando a formacdo da espécie organoaluminio ciclico
possuindo a dupla em uma configuracao pseudo E. A hidrélise posterior do organoaluminio com
retencdo de configuragéo fornece o respectivo alcool alilico na configuracao E.

OH OH
1. LiAIH, THF, 0°C W\/\/
a) \5/\/\/ 4 -
2. NaOH(aq) OH
OH 36 (89%)
20h
oL
H—AIH H,AI
|2 AN
OH o] o o ®,
i |
b) . LiAH, A P
Z T Z 2
R 2 -H2 R 2 H
3 3
© @

isémero E

Intermediario
organoaluminio
ciclico

Esquema 42: (a) Sintese do diol alilico 36. (b) Mecanismo geral para a reducédo de tripla ligacdo em
alcoois propargilicos por LiAIH,.

120 (3) Grant, B.; Djerassi, C.; J. Org. Chem., 1974, 39, 968. (b) Corey, E. J.; Kalzeneilenbogen, J. A.; Posner, G. H.;
J. Am. Chem. Soc., 1967, 89, 4245.
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Apos purificagdo do composto 36, a estrutura quimica do mesmo foi confirmada através
de RMN de *H e RMN de **C. Foi possivel observar no espectro de RMN de *H o conjunto de
sinais caracteristicos dos hidrogénios olefinicos de configurac&o trans (J° trans é da ordem de
12-18 Hz), sendo um dubleto de tripleto em 5,8 ppm com constante de acoplamento NS (trans) =
16 Hz, e um duplo dubleto em 5,7 ppm com constante N wans) = 16 Hz (Figura 42). Ja no
espectro de RMN de **C também observamos os sinais caracteristicos dos carbonos olefinicos
em 129,6 ppm e 134,4 ppm (Figura 43).

Jﬁ‘&m,ra,ﬁf 16 Hz
ng}af.rrans}:1ﬁHZ 3 =5 Hz
» OHe Hp f
g d e g
=2 =
-
I3 Ha OHC36
JW f
P
d € g
e
312 234 8.43 3.12
[a— [E—
s R o o o e e T T T T ]
6.0 55 5.0 45 40 35 30 25 20 15 1.0

Figura 42: Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCl;) do diol alilico 36.
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Figura 43: Espectro de RMN de **C (300 MHz, CDCl,) do diol alilico 36.

Apés a sintese e caracterizagdo do composto 36, partimos entdo para a etapa de
oxidacdo regiosseletiva da hidroxila primaria de 36, onde diferentes agentes oxidantes foram
testados.
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3.6.1 Oxidacdo regiosseletiva do diol alilico 36 wusando agentes
oxidantes de cromo(VI)

E conhecido na literatura que agentes oxidantes de cromo(VI) contendo ions aménio
quaternario oxidam &lcoois priméarios aos respectivos aldeidos.**

Rao e colaboradores publicaram um trabalho onde fizeram um estudo da oxidacédo de
di6is com bromocromato de piridinio (PBC).'*? Nesse trabalho eles obtiveram boas seletividades
frente a oxidacdo da hidroxila primaria, obtendo os respectivos hidroxi-aldeidos em bons
rendimentos. Entdo, aplicamos essa metodologia frente a oxidacdo do diol propargilico 20d
(Esquema 43), pois tinhamos esse composto disponivel em nosso laboratério em grande
quantidade, e nao ainda tinhamos o diol 36 em boa quantidade. Também, nesse experimento
teste da oxidagdo de 20d com PBC, poderiamos verificar se o PBC seria seletivo em oxidar
apenas a hidroxila propargilica priméaria, mesmo com a presenca da hidroxila propargilbenzilica

secundaria no sistema.

OH 0
PBC, CH,Cl,

N X~ "X
oS 25°C, 2h N

OH
20d 37 OH

Esquema 43: Oxidagéo do diol 20d ao hidroxi-aldeido 37.

O progresso dessa reacgédo foi acompanhado por CCD, onde foi possivel constatar o total
consumo do reagente de partida 20d e a formag&o de um produto mais apolar. Esse produto

formado foi purificado em coluna de gel de silica fornecendo um sélido marron/alaranjado.

121 (a) Patel, S.; Mishra, B. K.; Tetrahedron, 2007, 63, 4367. (b) Tojo, G.; Fernandez, M.; Oxidation of Alcohols to
Aldehydes and Ketones. Springer. 2006.
122 Rao, P. S. C.; Suri, D.; Kothari, S.; Banerji, K. K.; Int. J. Chem. Kinet., 1998, 30, 285.
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Andlises de RMN de 'H e RMN de *3C indicaram que o produto formado n&o foi o
hidroxi-aldeido 37 (Esquema 43), pois ndo observamos nos espectros 0s sinais caracteristicos
do hidrogénio e do carbono da funcéo aldeido. Também, o espectro de RMN de **C mostrou o
desaparecimento dos sinais relativo aos carbonos acetilénicos, indicando que houve algum tipo
de reacédo sobre a ligacdo tripla. Para solucionar esse impasse, visto que apenas a partir dos
espectros de RMN néo foi possivel elucidar a estrutura do composto formado, realizamos uma
analise de espectrometria de massas da amostra. O espectro de massas mostrou 3 picos M
(m/z 319,8), M+2 (m/z 321,8) e M+4 (m/z 323,8), com proporcao 1:2:1, que é o padréo isotépico
caracteristico de compostos dibromados. Pela analise dos principais picos relativos ao padrdo
de fragmentagcdo da amostra (Figura 44), chegamos a conclusédo que o composto formado na

reacdo apresentada no esquema 43 foi o diol 2,3-dibromo alilico 38.

No esquema 44 podemos ver as principais fragmentacées do composto 38. E possivel
observar um pico em m/z 240,9 que representa a espécie 38.1 resultante da perda de um
atomo de bromo. Essa espécie 38.1 por sua vez pode perder uma molécula de HBr e levar a
formacao da espécie 38.3 de pico m/z 161. A espécie 38.1, através de um deslocamento 1,3 de
hidreto radical, pode levar também a formagé&o do intermediario 38.4, que por sua vez sofre uma
desidratacdo pela perda de uma molécula de H,O e leva a formacdo da espécie 38.7 de pico
base m/z 222,8. A partir de 38.7, através da perda de um bromo radical, é formada a espécie

38.13 que representa o pico base com m/z 144,
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Figura 44: Espectro de massas do diol 2,3-dibromo alilico 30.
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Esquema 44: Principais fragmentagfes do ion pai 38 observado no espectro de massas.

No espectro de RMN de *H (Figura 45a) foi possivel observar dois singletos em 4.6 ppm

e 6.1 ppm caracteristicos dos hidrogénios carbinélicos que ndo possuem acoplamentos; e no

espectro de RMN de **C (Figura 45b) foi possivel observar os sinais em 109 ppm e 122 ppm

caracteristicos de carbonos ligados a atomos de bromo.
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Figura 45: Espectros de (a) RMN de "H (300 MHz, CDCl3) e (b) RMN de **C (75 MHz, CDCl,) do diol 2,3-
dibromo alilico 38.

Associando as informacdes obtidas nos espectros de massas, RMN de 'H e RMN de
13C, a estrutura do composto 38 pdde ser determinada.

A partir desses resultados, resolvemos verificar se a reagéo do diol alilico 36 com o PBC
resultaria na formacgéo do 4-HNE 19 (produto resultante da oxidag&o regiosseletiva da hidroxila
primaria), ou se o produto gerado seria o 2,3-dibromo-1,4-diol resultante da bromagé&o da dupla
ligagdo. Entéo, diol 36 foi submetido a reacdo com o PBC usando as mesmas condi¢fes da

reagdo anterior (Esquema 45).

OH 0
W PBC, CH,Cl, W
25°C, 2h X

36 OH 19 OH

Esquema 45: Reacédo do diol alilico 36 com PBC.
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Analise do progresso da reacédo via CCD mostrou o consumo do reagente de partida 36
e a consequente formacdo de outro produto, o qual foi submetido a andlise de espectrometria
de massas. A partir do espectro de massas desse produto formado (Figura 46), observamos
que a reacao do diol 36 com PBC néo levou ao produto 19 desejado, e sim ao respectivo 2,3-
dibromononano-1,4-diol 39.

99.1
55.0 OH Br

+

OH

39
831 miz 313.9

31.0 69.0 OQW}‘ E/\M/} DH.I:;L} [W}

OH oH B |7
109.0 S 2190 ﬁ)\
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166.8 191.0 ‘ 2468/
Il,.,l!‘ b AU ||‘|.‘| ! e o, bl [ 8 | 981768 | 2008 MEEEe

2288
\
50 60 7
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f
0 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 23[} 240 250

Figura 46: Espectro de massas de 2,3-dibromononano-1,4-diol 39.

Devido ao nosso insucesso na tentativa de se obter o 4-HNE 19 utilizando PBC,
resolvemos entdo utilizar o reagente analogo de cloro, o clorocromato de piridinio (PCC), na
intencdo de evitar a reacdo na tripla ligagdo e induzir a oxidagéo regiosseletiva da hidroxila
primaria. Com isso, submetemos o diol alilico 36 a reacdo com PCC suportado em alumina, em
diclorometano como solvente, e a trés temperaturas diferentes: a temperatura ambiente, 0 °C e
— 40 °C (Esquema 46). A ideia de realizar essa reacao a temperaturas diferentes foi avaliar se
haveria alguma mudanca na reatividade e na seletividade da reacdo. O acompanhamento das
reacOes foi feito via analise visual em CCD. Na reagéo realizada a temperatura ambiente todo o
reagente de partida foi consumido, mas trés produtos principais foram formados. Na reacéo
realizada a 0 °C houve uma pequena reducéo na reatividade, pois o reagente de partida nédo foi
totalmente consumido, mas a seletividade permaneceu inalterada, onde 0s mesmos trés
produtos observados antes foram formados. Ja na reacdo a — 40 °C, quase ndo houve consumo
de reagente e formacdo de produto, mostrando que a reatividade do PCC é sensivel a

temperatura.
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OH PCC/Alumina _ O
= Temperatura =
36 OH CHoCly, 2h 19 OH

25-40%
Temperatura = T.A.; 0°C; -40°C

Esquema 46: Reacédo do diol alilico 36 com PCC.

Os trés produtos formados nas reacOes anteriores observados via CCD (Figura 47)
foram isolados, e foi possivel caracterizar apenas dois deles através de RMN de *H e RMN de
3C. O produto formado em maior quantidade foi confirmado ser o 4-HNE 19, mas este foi obtido
em baixo rendimento. No espectro de RMN de 'H de 19 (Figura 48a) foi possivel observar o
sinal relativo ao hidrogénio do grupo aldeido que acopla com o hidrogénio olefinico a a
carbonila e fornece um dubleto com constante J° = 8,1Hz em 9,6 ppm. No espectro de RMN de
3C de 19 (Figura 48b) observamos o sinal caracteristico do carbono da funcéo aldeido em 193
ppm.

O outro composto formado em quantidade intermediaria foi confirmado ser o produto
dioxidado, ou seja, o ceto-aldeido 40. O espectro de RMN de *H de 40 (Figura 49a) mostrou 0s
sinais caracteristicos dos hidrogénios olefinicos (dubleto em 6,9 ppm e duplo dubleto em 6,7
ppm) e do grupo aldeido que acopla com o hidrogénio olefinico o a carbonila e fornece um
dubleto com constante J* = 8,1Hz em 9,6 ppm. No espectro de RMN de *C de 40 (Figura 49b)
observamos os sinais caracteristicos dos carbonos da funcdo aldeido em 193 ppm e do grupo

cetona em 200 ppm.

2
=" "‘ """ W/\/
O 40
- ~—
T~ 4-HNE (19)
-
\
™ Produto nao
identificado
-
\\
Reagente de
partida 36
________ PO

Figura 47: llustracdo da placa CCD para a reagdo de 36 com PCC. A placa foi eluida em n-
hexano:AcOEt (1:1) e revelada em vanilina sulfurica.
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Figura 48: Espectros parciais (300 MHz, CDCl;) de (a) RMN de 'H e (b) RMN de **C do 4-HNE 19.
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Figura 49: Espectros parciais (300 MHz, CDCls) de (a) RMN de 'H e (b) RMN de 3¢ do composto 40.

O mecanismo de oxidacdo de &lcool com PCC pode ser entendido como mostrado no
esquema 47. Inicialmente ocorre um ataque nucleofilico por parte da hidroxila ao atomo de

cromo(VI), levando a formacdo de um éster de cromo. Numa etapa posterior o hidrogénio

7

carbindlico é abstraido pelo anion cloreto levando a formacdo do aldeido e da espécie de

cromo(IV).*2*



100

crviy ||
o (%
o} oN 0 \ LO A
(H) o H H._cre H (;\ r~ HCl 0 (|)| |
—Cr-0 -~ 3O b —— o L Cr o + N7
Cl R R” TH H CI
& cr(lv)
. 5
j” ci
R

Esquema 47: Mecanismo geral para oxidacdo de alcool primério a aldeido promovido por PCC.

Devido a essas dificuldades iniciais encontradas para sintese do 4-HNE 19, recorremos
a literatura para tentar encontrar uma solucao para esse problema e obter 19 em um maior

rendimento.

3.6.2 Oxidagdo regiosseletiva do diol alilico 36 wusando agentes
oxidantes de manganés(lV)

Ja é bem conhecido na literatura que dioxido de manganés (MnO,) € um bom agente
oxidante para oxidacdo de &lcoois alilicos e benzilicos a aldeidos e cetonas.***” A presenca de
uma insaturacdo adjacente a funcéo &lcool é imprescindivel para que o Mn(lV) desempenhe

sua funcdo oxidativa, como podemos visualizar no mecanismo geral mostrado no esquema 48.

(V) (|V) _OH

ro Mn=0
/.n \ (m

&K/E/AR —_— M — K/\ + Mn(OH),

Esquema 48: Mecanismo geral para oxidagdo de alcoois a aldeidos promovido por MnO,.

Diversos trabalhos relatam a oxidacdo dos mais diferentes tipos de &lcoois o.p-
insaturados com MnO,,*?*'%* mas em nossas pesquisas ndo encontramos nenhum trabalho
gue tratasse da oxidacdo regiosseletiva de dibis alilicos. Entdo, a partir dessa revisdo que
fizemos na literatura resolvemos testar o MnO, como agente oxidante para promover a

oxidagao regiosseletiva da hidroxila primaria do diol alilico 36. Optamos por usar o MnO, pelo

2 (@) Lou, J.D.; Ge, J.; Zou, X.N.; Zhang, C., Wang, Q., Ma, Y.C.; Oxid. Comm., 2011, 34, 361. (b) Lou, J.D.; Xu,
Z.N.; Tetrahedron Lett., 2002, 43, 6149. (c) Blackburn, L.; Wei, X.; Taylor, R. J. K.; Chem. Commun., 1999, 1337.
(d) Hirano, M.; Yakabe, S.; Chikamori, H.; Clark, J. H.; Morimoto, T.; J. Chem. Research (S), 1998, 770. (e) Gritter,
R.J.; WALLACE, T. J.; J. Org. Chem., 1959, 24, 1051.
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fato deste ser um reagente comercial bastante barato, podendo ser preparado a baixo custo,
possuir uma baixa toxicidade comparado aos agentes oxidantes de cromo (PCC e PBC), e
também as reac6es com MnO, apresentam uma vantagem na hora de se realizar a extracdo do

bruto reacional, onde € necessario geralmente realizar apenas uma filtracéo simples.

Nos experimentos iniciais, empregamos o MnO, adquirido comercialmente. Varias
tentativas foram feitas frente a oxidacdo de 36, mas o MnO, comercial se mostrou inativo ndo
oxidando quantidade alguma do reagente de partida 36. Entéo, realizamos a ativacdo deste

121b,124 Novos

MnO, comercial usando diferentes metodologias descritas na literatura.
experimentos foram realizados, agora utilizando-se 0 MnO, comercial previamente ativado, mas
ndo conseguimos observar indicios da oxidag&o do diol 36.

Em contrapartida, resolvemos preparar o MnO, em nosso laboratério a partir da reacao
de KMnO, com MnSQO,. Trés tipos de MnO, foram preparados: MnO, sob condi¢cdo neutra;

MnO, sob condic&o basica; MnO, sob condicéo &cida.'?®

Ambos os tipos de MnO, preparados
foram também suportados em alumina neutra, pois ja é conhecido que suportes sélidos de
elevada area superficial podem promover um controle de reatividade e seletividade do

catalisador.*?

Com isso, tinhamos preparados seis tipos de MnO;. MnOy(neutro);
MnO,(neutro/alumina); MnO,(bésico); MnO,(béasico/alumina); MnO,(acido);
MnO,(acido/alumina). Todos esses tipos de MnO, foram previamente ativados em estufa a 120
°C antes do uso.

Inicialmente realizamos uma triagem usando os seis tipos de MnO, preparados, onde
ambos foram utilizados frente a oxidagdo do diol alilico 36 em diferentes solventes
(diclorometano, THF, acetonitrila, tolueno, acetona e acetato de etila) a temperatura ambiente e
0 grau de reatividade e seletividade desses diferentes sistemas foram preliminarmente
avaliados através de CCD. Nessas reag0es iniciais, utilizamos 0,25 mmol do diol alilico 36 e 3
mols equivalentes de MnO,, e as reacdes foram acompanhadas durante um periodo de 10 dias
(Esquema 49). Posteriormente, verificou-se que nessas condicdes as reacfes tenderam a
atingir um estado de equilibrio quando os tempos reacionais séo longos, onde mesmo apds 0s
10 dias de reacéo, o reagente de partida 36 ndo havia sido completamente consumido. Mas,
para alguns dos sistemas empregados, foi possivel observar uma maior seletividade na

formacao do 4-HNE 19, comparando-se com o método empregando o agente oxidante PCC.

124 (@) Kimura, T.; Fujita, M.; Ando, T.; Chem. Lett., 1988, 1387. (b) Cohen, N.; Banner, B. L.; Blount, J. F.; Tsai,
M.; Saucy, G.; J. Org. Chern., 1973, 38, 3229.

125 (a) Stavrescu, R.; Kimura, T.; Fujita, M.; Vinatoru, M.; Ando, T.; Synth. Commun., 1999, 29, 1719. (b) Fu, X.;
Feng, J.; Wang, H.; Ng, K. M.; Catal. Commun., 2009, 10, 1844.

126 Clark, J. H.; Catalysis of Organic Reactions by Supported Inorganic Reagents, VCH, New York, 1994.
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Nessa primeira triagem observamos que os melhores resultados foram obtidos nos
seguintes sistemas: 1) MnO,(basico) em acetona; 2) MnO,(acido/alumina) em acetona; 3)
MnO,(acido) em AcOEt; 4) MnO,(neutro/alumina) em AcOEt. Essas escolhas foram baseadas
no grau de seletividade da oxidacdo, observando-se a formacdo do 4-HNE 19 e também a

gquantidade de subprodutos gerados.

OH Oxidante ?
Z Solvente Z
36 OH T.A., 10 dias 19 OH
Oxidantes: Solventes:
MnO, (neutro); MnO, (neutro/alumina) CH,Cl,; THF; Tolueno;
MnO, (basico); MnO, (basico/alumina) MeCN; Acetona; AcOEt.
MnO, (acido); MnO, (acido/alumina)

Esquema 49: Reac¢bes do diol alilico 36 com vérios os 6 tipos de MnO, em diferentes solventes.

A partir desses melhores resultados obtidos na primeira triagem, realizamos uma
segunda triagem utilizando quantidades maiores de MnO, nas reagfes (10 e 20 mols
equivalentes) sob as mesmas condigfes. Aliquotas foram retiradas das reagdes ap0s intervalos
de tempos de 2h, 24h, 48h, 72h, e 5 dias. As aliquotas foram submetidas a analises via
cromatogréfica gasosa, tendo-se como referéncias os cromatogramas padrdes (Figura 50) do
diol alilico 36, do 4-HNE 19, do cetoaldeido 40, e do outro produto ndo identificado isolado, que
achamos ser a hidroxi-cetona 42 ou o éster 43 que pode estar sendo gerado via uma reacao de

esterificacéo oxidativa'®’ intermolecular.

127 Ekoue-Kovi, K.; Wolf, C.: Chem. Eur. J., 2008, 14, 6302.
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Figura 50: Cromatogramas padrées de 19, 36, 40, e 42 ou 43.

Na figura 51 estdo mostrados os cromatogramas para as aliquotas retiradas das reacdes
ap6s um periodo de 5 dias. Os valores percentuais relativos para as areas sobre o0s picos estédo
em evidéncias em cada cromatograma. A partir dos cromatogramas, observamos que as
reagOes realizadas com o uso de 10 mols equivalentes de MnO, apresentaram as melhores
seletividades, sendo que a reagéo realizada com MnO, (basico) em acetona apresentou a maior
seletividade, rendendo o 4-HNE 19 em 20% e sem formagéo de qualquer subproduto (Figura
5l1a). J& a partir de uma observacdo do balango entre reatividade e seletividade, observamos
gue a reacgdo realizada com 20 mols equivalentes de MnO, (4cido) em AcOEt apresentou o
melhor resultado dessa segunda triagem, pois mostrou um maior consumo do reagente de
partida 36, e também uma maior formacdo do 4-HNE 19 (33%), mesmo formando uma maior
guantidade (12%) do subprotudo 40 (Figura 51g). Observamos também nessa segunda triagem,
que quanto maior o tempo reacional, maior foi a quantidade de subproduto 40 formado, e
também que apenas tracos do produto desconhecido (possivelmente 42 ou 43) foi formado com

0 uso de MnO, como agente oxidante.

Entdo, resolvemos repetir o experimento realizado em acetato de etila como solvente
utilizando 30 e 40 mols equivalentes de MnO, (4cido), com o intuito de tentar promover a
oxidacao regiosseletiva de 36 num curto intervalo de tempo. As reacdes foram acompanhadas
durante 5 dias e os cromatogramas das aliquotas estdo mostrados na figura 52. As

regiosseletividades observadas foram razoaveis, sendo que o maior consumo do reagente 36, e
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como consequéncia a maior formacdo de 4-HNE 19 (42%), ocorreu quanto utilizamos 40 mols
equivalentes de MnO, (acido) durante 5 dias (Figura 52h).

Numa tentativa de avaliar a reatividade e a seletividade dos melhores sistemas
reacionais testados para a oxidacao do diol alilico 36 a uma temperatura superior a temperatura
ambiente, realizamos uma terceira triagem onde 0,25 mmol do diol 36 foi oxidado usando 10
mols equivalentes de MnO,(bésico) em acetona, 10 mols equivalentes de MnO,(4cido) em
AcOEt e 20 mols equivalentes de MnO,(acido) em AcOEt. Essas reacfes foram deixadas sob
agitacao e aquecimento a 70 °C durante 4 dias. Foram retiradas aliquotas nos periodos de 1
hora, 3 horas, 4 horas, 24 horas e 4 dias, e as aliquotas foram analisadas por CG. Apos as
analises, observamos que os resultados ndo foram muito satisfatérios, onde foi possivel de se
obter o 4-HNE 19 em redimentos apenas na faixa de 13-28%.

Esses diferentes resultados obtidos para os tipos distintos de MnO, utilizados podem
esta associados as estruturas morfologicas, cristalinidades e areas superficiais caracteristicas
de cada um dos tipos de MnO,, levando a mudancgas nas reatividades e seletividades desses

catalisadores.'?*
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Figura 51: Cromatogramas das aliquotas retiradas ap6s 5 dias das reagbes com: (a) 10 mols
equivalentes de MnO, (basico) em acetona; (b) 10 mols equivalentes de MnO, (acido/alumina) em
acetona; (¢) 10 mols equivalentes de MnO, (4cido) em AcOEt; (d) 10 mols equivalentes de MnO,
(neutro/alumina) em AcOEt; (e) 20 mols equivalentes de MnO, (basico) em acetona; (f) 20 mols
equivalentes de MnO, (acido/alumina) em acetona; (g) 20 mols equivalentes de MnO, (acido) em AcOEt;
(h) 20 mols equivalentes de MnO, (neutro/alumina) em AcOEt.
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Figura 52: Cromatogramas das aliquotas retiradas das rea¢des com 30 mols equivalentes de MnO,
(4cido) em AcOEt apés (a) 24h, (b) 48h, (c) 72h e (d) 5 dias. Cromatogramas das aliquotas retiradas das
reagcdes com 40 mols equivalentes de MnO, (acido) em AcOEt apds (e) 24h, (f) 48h, (g) 72h e (h) 5 dias.
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3.6.3 Oxidacdo regiosseletiva do diol alilico 36 usando cloreto de

cobre(l)

Oxidacdes cataliticas utilizando metais de transicdo sao particularmente interessantes
sobre condicdes aerdbicas, porque o oxigénio gera agua como Unico subproduto.'® Dentre
todos os métodos que usam complexos metalicos para realizar oxidacfes aerobicas,
provavelmente, os catalisadores contendo cobre se mostram como os mais eficientes.'”
Recentemente, sistemas utilizando uma mistura catalitica de cobre/TEMPO (Cu'/TEMPO) foram
empregados eficientemente na oxidacado de alcoois primarios, levando a formacéo dos hidroxi-
aldeidos correspondentes.**

Com isso, baseados nesses resultados e informag¢des disponiveis na literatura,
resolvemos aplicar um sistema constituido pela mistura de cloreto de cobre(l) (CuCl) e N-oxil-
2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO) com o intuito de realizar a oxidacao regiosseletiva do diol
alilico 36 e com isso levar a formagéo do 4-HNE 19 em um rendimento isolado mais elevado do
que agueles obtidos quando usamos PCC ou MnO, como agentes oxidantes.

Sendo assim, 1 mmol do diol alilico 36 foi submetido a uma reacao de oxidacao aerodbica
na presencga de quantidades cataliticas de CuCl e TEMPO (10% mol) em N,N-dimetilformamida
(DMF) como solvente (Esquema 50)."*%® Foi necessario o borbulhamento de ar atmosférico (ar,
1 atm) na reacédo durante o periodo de 1 hora para levar ao total consumo do reagente de
partida 36. Apos o final da reacéo, foi possivel se isolar o 4-HNE 19 em um rendimento de 80%.
Também, apenas quantidade traco do subproduto 40 foi observada durante a andlise da
reagdo, para o tempo reacional de 1 hora, o que mostrou a elevada seletividade desse sistema

frente a oxidacao regiosseletiva da hidroxila primaria.

128 @) Nishimura, T.; Onoue, T.; Ohe, K.; Uemura, S.; J. Org. Chem., 1999, 64, 6750. b) Dijksman, A.; Marino-
Gonzalez, A.; Payeras, A. M.; Arends, I. W. C. E.; Sheldon, R. A.; J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 6826.; c)
Gligorich, K. M.; Sigman, M. S.; Chem. Commun., 2009, 3854. d) Endo, Y.; Ckvall, J.-E. B; Chem. Eur. J., 2011,
17, 12596. e) Cardona, F.; Parmeggiani, C.; Green Chem., 2012, 14, 547.

129 3) Semmelhack, M. F.; Schmid, C. R.; Corts, D. A.; Chou, C. S.; J. Am. Chem. Soc., 1984, 106, 3374. b) Mark, I.
E.; Giles, P. R.; Tsukazaki, M.; Brown, S. M.; Urch, C. J.; Science, 1996, 274, 2044. c) Gamez, P.; Arends, I.W. C.
E.; Sheldon, R. A.; Reedijk, J.; Adv. Synth. Catal., 2004, 346, 805. (d) Hoover, J. M.; Stahl, S. S.; J. Am. Chem. Soc.,
2011, 133, 16901. (e) Allen, S. E.; Walvoord, R. R.; Padilla-Salinas, R.; Kozlowski, M. C.; Chem. Rev., 2013, 113,
6234.

130 @) Ho, X-H.; Oh, H-J.; Jang, H-Y; Eur. J. Org. Chem., 2012, 5655. (b) Ryland, B. L.; Stahl, S. S.; Angew. Chem.
Int. Ed., 2014, 53, 8824.
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oH CuCl/TEMPO (10% mol) ? P

DMF, O, (1 atm), T.A., 1h
19 OH

36 OH
80%

Esquema 50: Oxidagéo aerdbica do diol alilico 36 catalisada por CuCl/TEMPO.

No esquema 51 abaixo esté ilustrado 0 mecanismo para essa reacao de oxidacao

promovida pelo sistema cobre/TEMPO.**°
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Esquema 51: Mecanismo para reagdo de oxidagdo promovida por Cu(l)) TEMPO. O TEMPO (I) é oxidado
pelo cobre a espécie oxoamonio (Il), que por sua vez leva a oxidagéo do alcool via o intermediario (ll1).
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3.6.4 Oxidacéao regiosseletiva do diol alilico 36 usando lacase

As lacases sdo enzimas da classe das oxidases muito importantes em processos
oxidativos de variados substratos quimicos.** Da mesma forma que nos complexos metalicos
de cobre, o potencial oxidativo das lacases se deve a presenca de atomos de cobre em seus
sitios ativos.* Trabalhos publicados na literatura, relatam o uso eficaz do sistema biocatalitico
lacase/TEMPO para desempenhar reacdes oxidativas de &lcoois.'* Baseados nesses dados,
resolvemos realizar uma triagem usando esse sistema biocatalitico lacase/TEMPO para
promover a oxidacao regiosseletiva do diol alilico 36 ao 4-HNE 19.

Com isso, 0,1 mmol do diol alilico 36 foi submetido a reacdes de oxidacdo aerodbica
biocatalisadas, usando dois tipos de lacases fungicas (Tipo 1: lacase de Trametes Versicolor;
Tipo 2: lacase de Pleurotus Ostreatus). As reagfes foram realizada usando as lacases na
presenca de TEMPO como mediador quimico, usando apenas as lacases, e usando apenas o
TEMPO como agente oxidante. SolugBes tampé&o de acetato de sodio, nas faixas de pH de 3,6,
4,0, 4,4, 4,8 e 5,6, foram usadas como solventes. As reacdes foram agitadas em um agitador
orbital a temperaturas programadas de 25 °C, 30 °C e 40 °C, mantidas abertas sobre pressao
atmosférica ambiente. Os progressos das reacdes foram analisados por cromatografia gasosa
retirando-se aliquotas nos periodos de 2 horas e 24 horas (Esquema 51). Todos os resultados

obtidos nas reacdes para essa triagem estdo mostrados nas tabelas 10,11 e 12 abaixo."**

oH Lacase/TEMPO o
= > W
Tampéao AcONa, O, (1 atm)
36 OH 25-40°C, 2-24h 19 OH

Esquema 51: Oxidacao aerdbica do diol alilico 36 catalisada por lacase/TEMPO.

131 3) Fabbrini, M.; Galli, C.; Gentili, P.; Macchitella, D.; Tetrahedron Lett., 2001, 42, 7551. b) Arends, I. W. C. E.;
Li, Y.-X.; Ausan, R.; Sheldon, R. A.; Tetrahedron, 2006, 62, 6659. c) Diaz-Rodriguez, A.; Lavandera, |.; Kanbak-
Aksu, S.; Sheldon, R. A.; Gotor, V.; Gotor-Fernandez, V.; Adv. Synth. Catal., 2012, 354, 3405.

132 Os resultados desse trabalho est&o em processo de escrita para publicacao.
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Tabela 10: Oxidacao biocatalitica do diol alilico 36. Condicées: 0,1 mmol de 36, lacase (25 U), TEMPO
(0,03 mmol), tamp&o AcONa (5 mL), 25 °C, 160 rpm.

Entrada | Composto Cl C2 C3 C4 C5 Tempo (h) | pH | Temp. (°C)
1 40 4% 3% 0% 0% 0%
2 19 16% 13% 0% 0% 0%
3 36 40% 60% | 100% | 100% | 100% 2
4 42 ou 43 40% 24% 0% 0% 0%
5 p.n.d 0% 0% 0% 0% 0% 36
6 40 33% 28% 0% 0% 0% ’
7 19 24 28% 0% 0% 0%
8 36 0% 4% | 100% | 100% | 100% 24
9 42 ou 43 43% 40% 0% 0% 0%
10 p.nd 0% 0% 0% 0% 0%
11 40 23% 3% 0% 0% 0%
12 19 27% 14% 0% 0% 0%
13 36 14% 59% | 100% | 100% | 100% 2
14 42 ou 43 36% 24% 0% 0% 0%
15 p.nd 0% 0% 0% 0% 0% 40
16 40 20% 22% 0% 0% 0% '
17 19 25% 29% 0% 0% 0%
18 36 0% 9% 100% | 100% | 100% 24
19 42 ou 43 0% 40% 0% 0% 0%
20 p.nd 55% 0% 0% 0% 0%
21 40 21% 20% 0% 0% 0%
22 19 29% 30% 0% 0% 0%
23 36 15% 21% | 100% | 100% | 100% 2
24 42 ou 43 35% 29% 0% 0% 0%
25 p.nd 0% 0% 0% 0% 0% 44 o5
26 40 16% 0% 0% 0% 0% '
27 19 36% 0% 0% 0% 0%
28 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 24
29 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
30 p.n.d 48% | 100% 0% 0% 0%
31 40 41% 9% 0% 0% 0%
32 19 44% 23% 0% 0% 0%
33 36 4% 42% | 100% | 100% | 100% 2
34 42 ou 43 5% 26% 0% 0% 0%
35 p.n.d 5% 0% 0% 0% 0% 48
36 40 0% 20% 0% 0% 0% ’
37 19 0% 66% 0% 0% 0%
38 36 0% 10% | 100% | 100% | 100% 24
39 42 ou 43 0% 2% 0% 0% 0%
40 p.n.d 100% 2% 0% 0% 0%
41 40 32% 12% 0% 0% 0%
42 19 60% 48% 0% 0% 0%
43 36 0% 32% | 100% | 100% | 100% 2
44 42 ou 43 0% 8% 0% 0% 0%
45 p.nd 8% 0% 0% 0% 0% 56
46 40 0% 6% 0% 0% 0% ’
47 19 0% 75% 0% 0% 0%
48 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 24
49 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
50 p.nd 100% | 19% 0% 0% 0%

* C1: Rendimentos a partir de CG usando lacase Tipo 1/TEMPO. C2: Rendimentos a partir de CG usando lacase
Tipo 2/TEMPO. C3: Rendimentos a partir de CG usando apenas lacase Tipo 1. C4: Rendimentos a partir de CG
usando apenas lacase Tipo 2. C5: Rendimentos a partir de CG usando apenas TEMPO.

** p.n.d = Produto ndo determinado.
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Tabela 11: Oxidacao biocatalitica do diol alilico 36. Condicées: 0,1 mmol de 36, lacase (25 U), TEMPO
(0,03 mmol), tampé&o AcONa (5 mL), 30 °C, 160 rpm.

Entrada | Composto Cl C2 C3 C4 C5 Tempo (h) | pH | Temp. (°C)
1 40 5% 18% 0% 0% 0%
2 19 21% 28% 0% 0% 0%
3 36 36% 18% | 100% | 100% | 100% 2
4 42 ou 43 38% | 36% 0% 0% 0%
5 p.n.d 0% 0% 0% 0% 0% 36
6 40 41% 10% 0% 0% 0% ’
7 19 52% 8% 0% 0% 0%
8 36 0% 0% | 100% | 100% | 100% 24
9 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
10 p.n.d 7% 82% 0% 0% 0%
11 40 16% 58% 0% 0% 0%
12 19 26% 32% 0% 0% 0%
13 36 21% 4% 100% | 100% | 100% 2
14 42 ou 43 37% 6% 0% 0% 0%
15 p.nd 0% 0% 0% 0% 0% 40
16 40 7% 0% 0% 0% 0% '
17 19 7% 0% 0% 0% 0%
18 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 24
19 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
20 p.nd 86% | 100% 0% 0% 0%
21 40 29% 41% 0% 0% 0%
22 19 32% 34% 0% 0% 0%
23 36 12% 10% | 100% | 100% | 100% 2
24 42 ou 43 27% 15% 0% 0% 0%
25 p.nd 0% 0% 0% 0% 0% 44 30
26 40 0% 0% 0% 0% 0% '
27 19 0% 0% 0% 0% 0%
28 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 24
29 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
30 p.n.d 100% | 100% 0% 0% 0%
31 40 36% | 36% 0% 0% 0%
32 19 46% 41% 0% 0% 0%
33 36 12% 12% | 100% | 100% | 100% 2
34 42 ou 43 6% 11% 0% 0% 0%
35 p.n.d 0% 0% 0% 0% 0% 48
36 40 0% 0% 0% 0% 0% ’
37 19 1% 0% 0% 0% 0%
38 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 24
39 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
40 p.n.d 96% | 100% 0% 0% 0%
41 40 21% 14% 0% 0% 0%
42 19 71% 83% 0% 0% 0%
43 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 2
44 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
45 p.nd 8% 3% 0% 0% 0% 56
46 40 0% 0% 0% 0% 0% ’
47 19 0% 49% 0% 0% 0%
48 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 24
49 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
50 p.nd 100% | 51% 0% 0% 0%

* C1: Rendimentos a partir de CG usando lacase Tipo 1/TEMPO. C2: Rendimentos a partir de CG usando lacase
Tipo 2/TEMPO. C3: Rendimentos a partir de CG usando apenas lacase Tipo 1. C4: Rendimentos a partir de CG
usando apenas lacase Tipo 2. C5: Rendimentos a partir de CG usando apenas TEMPO.

** n.n.d = Produto ndo determinado.
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Tabela 12: Oxidacao biocatalitica do diol alilico 36. Condicées: 0,1 mmol de 36, lacase (25 U), TEMPO
(0,03 mmol), tampé&o AcONa (5 mL), 40 °C, 160 rpm.

Entrada | Composto Cl C2 C3 C4 C5 Tempo (h) | pH | Temp. (°C)
1 40 17% 34% 0% 0% 0%
2 19 27% 30% 0% 0% 0%
3 36 11% 0% 100% | 100% | 100% 2
4 42 ou 43 45% 36% 0% 0% 0%
5 p.n.d 0% 0% 0% 0% 0% 36
6 40 0% 0% 0% 0% 0% ’
7 19 34% 8% 0% 0% 0%
8 36 0% 0% | 100% | 100% | 100% 24
9 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
10 p.nd 66% | 92% 0% 0% 0%
11 40 52% 58% 0% 0% 0%
12 19 33% 34% 0% 0% 0%
13 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 2
14 42 ou 43 15% 0% 0% 0% 0%
15 p.nd 0% 8% 0% 0% 0% 40
16 40 0% 0% 0% 0% 0% '
17 19 0% 0% 0% 0% 0%
18 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 24
19 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
20 p.nd 100% | 100% 0% 0% 0%
21 40 56% 50% 0% 0% 0%
22 19 36% 40% 0% 0% 0%
23 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 2
24 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
25 p.nd 8% 10% 0% 0% 0% 44 40
26 40 0% 0% 0% 0% 0% '
27 19 0% 0% 0% 0% 0%
28 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 24
29 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
30 p.n.d 100% | 100% 0% 0% 0%
31 40 41% 37% 0% 0% 0%
32 19 43% 57% 0% 0% 0%
33 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 2
34 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
35 p.n.d 16% 6% 0% 0% 0% 48
36 40 0% 0% 0% 0% 0% ’
37 19 0% 10% 0% 0% 0%
38 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 24
39 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
40 p.n.d 100% | 90% 0% 0% 0%
41 40 24% 18% 0% 0% 0%
42 19 60% 76% 0% 0% 0%
43 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 2
44 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
45 p.n.d 16% 6% 0% 0% 0% 56
46 40 0% 0% 0% 0% 0% ’
47 19 44% | 85% 0% 0% 0%
48 36 0% 0% 100% | 100% | 100% 24
49 42 ou 43 0% 0% 0% 0% 0%
50 p.nd 56% | 15% 0% 0% 0%

* C1: Rendimentos a partir de CG usando lacase Tipo 1/TEMPO. C2: Rendimentos a partir de CG usando lacase
Tipo 2/TEMPO. C3: Rendimentos a partir de CG usando apenas lacase Tipo 1. C4: Rendimentos a partir de CG
usando apenas lacase Tipo 2. C5: Rendimentos a partir de CG usando apenas TEMPO.

** n.n.d = Produto ndo determinado.
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A partir da analise dos dados expostos nas tabelas 10, 11 e 12, podemos observar que
os melhores resultados de seletividades para a formacgéo do 4-HNE 19 foram obtidos quando
utiizamos a lacase tipo 2 (lacase de Pleurotus Ostreatus) juntamente com TEMPO como
mediador quimico (Tabelas 10, 11 e 12, coluna C2), a um pH do sistema igual a 5,6 (Tabela 10,
entradas 46 a 50; Tabela 11, entradas 41 a 45; Tabela 12, entradas 46 a 50). Dentre esses
melhores resultados, foi possivel se obter o 4-HNE 19 em 85% de rendimento, levando a
formacdo apenas do produto ndo determinado (p.n.d) em 15% de rendimento (Tabela 12,
entradas 46 a 50). Nos casos em que foram utilizadas apenas as lacases tipos 1 e 2, na
auséncia de TEMPO como mediador, e apenas o TEMPO como agentes oxidantes (Tabelas 10,
11 e 12, colunas C3, C4 e C5), ndo ocorreu consumo do reagente de partida 36, ndo havendo

formacéo alguma do produto 19.
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

4.1 CONCLUSOES

Os didis (R,S)-20a-u, (R,S)-31, (R,S)-32 e (R,S)-33 foram sintetizados em bons
rendimentos. A metodologia desenvolvida com o uso de CeCl;, para a sintese dos dibis (R,S)-

20a-u, forneceu os respectivos produtos de adi¢édo 1,2 em redimentos na faixa de 90-100%.

As resolugdes cinéticas enzimaticas dos didis testados foram eficientes, mostrando que
a CAL-B possui uma seletividade elevada frente aos enantibmeros desses substratos. Com
isso, foram obtidos excelentes excessos enantioméricos, superiores a 99% para alguns casos,
e conversdes de até 50% para alguns casos. O composto (S)-(-)-24g levou a sintese do produto
natural (S)-(-)-2-pentin-1,4-diol [(S)-(-)-20g], uma substancia que pode ser isolada do fungo
Clitocybe Catinus e apresenta atividade antibacteriana.

Todos os didis sintetizados, juntamente com seus derivados obtidos nas RCEs, foram
submetidos a testes de atividades citotéxicas. Apenas os didis 20a, 20c, (R/S)-20g, e 20h
apresentaram resultados satisfatérios para as atividades antiproliferativas, levando a 100% de
inibicdo frente a todos os tipos de células tumorais testadas.

O composto 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE, 19) foi obtido eficientemente a partir da
oxidacao regiosseletiva do diol alilico 36, usando CuCl e lacase.
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1. Aplicar os produtos enantioenriquecidos, obtidos nas RCEs dos dibis propargilicos internos

20a-u, na preparacao de butenolidas bioativas:

OH

o
R/\M/\ CAL-B, A~y
A OH

solvente

OH OAc
R)\bj/\ N R/\/)/\
OAc OAc
n n
¥ Condigdes

]
O

X R

Butenolidas

2. Otimizar as condi¢Bes das RCEs em escalas analiticas para as misturas racémicas dos dibis

propargilicos terminais 31, 32 e 33. Realizar essas RCEs em escala preparativa usando as

melhores condigbes, para um posterior isolamento e caracterizagdo dos

respectivos

enantibmeros, e aplicacdo destes nas sinteses de lactonas quirais funcionalizadas e do produto

natural (S,S)-14%*

OH CAL-B

diastereoisdmeros

ini condicdes
/;\(\/)/VOH Acetato de vinila /‘\(v)/\/OH _____ ?,
4 n solvente & o >

Lactonas
quirais

OH OH
K/T\ 1. H)J\/\/
N T > A

(S,5)14 OH

3. Aplicar os ditis propargilicos terminais 31, 32 e 33, nas formas racémicas e enantiopuras, e

0os seus derivados obtidos nas RCEs, em testes de atividades citotoxicas frente a células

tumorais.

4. Realizar medidas de IC50 para os didis 20a, 20c, (R/S)-20g, e 20h que apresentaram 0s

melhores resultados de inibicdo para os testes de atividade antiproliferativa.
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5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
5.1 INFORMACOES GERAIS

As analises de RMN de *H a 300 MHz e de RMN de **C a 75 MHz, foram realizadas em
um espectrémetro da VARIAN® modelo Unity Plus-300 em cloroférmio-d (CDCIl3). Os
deslocamentos quimicos estao expressos em ppm, em relacdo ao pico residual do CDCl; (7,26
ppm) no caso dos espectros de hidrogénio, e em relacdo ao pico central do CDCl; (77 ppm) no
caso dos espectros de carbono.

Os espectros de HRMS foram obtidos em um cromatégrafo LCMS-IT-TOF da
SHIMADZU®.

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas em um aparelho CGMS da
modelo QP-5050A da SHIMADZU®.

As analises de cromatografia gasosa foram feita em um equipamento da AGILENT®
modelo 7890A, utilizando detector por ionizacdo em chama (FID) e N, como gas de arraste, e
em um equipamento da SHIMADZU® modelo 2010 Plus, utilizando detector por ionizacdo em
chama (FID) e N, como gés de arraste.

As colunas quirais utilizadas para as analises foram a HP-CHIRAL-20B (B-cydextrin in
35%-phenyl-methylpolysiloxane) da AGILENT® com as dimensdes 30m x 0,32mm x 0,25um, a
CICLODEX-B (10%-B-cyclodextrin in cyanopropyl-phenyl-methylpolysiloxane) da AGILENT®, e
a Beta Dex' 120 (10% de B-ciclodextrina em cianopropil-fenil-metilpolisiloxano) da SUPELCO®
com as dimensfes 30m x 0,25mm x 0,25um.

As reacdes biocatalisadas foram realizadas numa incubadora orbital da TECNAL®
modelo TE-424.

Os angulos de desvio 6tico foram medidos em um polarimetro digital da marca JASCO®
P-2000.

CAL-B (NOVOZYM 435°, lipase-B a partir de C. antarctica imobilizada; 10,000 PLU/g)
foi adquirida da NOVOZYM Inc.
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Todas as linhagens de células de cancer foram doadas pelo banco de células do Rio de
Janeiro (Brasil): MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano), NCI-H292 (mucoepidermoide de
pulmdo humano), HL-60 (leucemia promielocitica aguda humana), K562 (leucemia eritromielo-
blastoide humano), Hep-2 (carcinoma da laringe), J774A.1 (mondcito macrofago de rato), K562
(leucemia mieléide humana) e RAW (mondcito-macréfago leucémico de rato).

Os solventes e reagentes utilizados obtidos comercialmente foram tratados de acordo
com métodos descritos na literatura.”*® O tetraidrofurano (THF) foi destilado e seco num sistema
de refluxo na presenca de sédio metalico/benzofenona sob atmosfera de N,. As purificacdes em
coluna de silica foram realizadas utilizando silica gel 70-230 mesh ASTM da MACHEREY-
NAGEL®, conforme descricdo da literatura.***

As analises em cromatografia de camada delgada (CCD) foram feitas utilizando placas
de silica suportada em aluminio TLC 20x20 cm silica gel 60 da MACHEREY-NAGEL®.

O sistema eluente utilizado foi uma mistura cicloexano/acetato de etila com a proporgéo
variando de acordo com a polaridade de cada composto. Os sistemas de revelagédo
empregados foram: Camara de lodo molecular, e solugdo contendo 1g de vanilina, 1 mL de
acido sulfdrico e 100 mL de MeOH.

Os nomes IUPAC para cada composto foram obtidos usando o software ChemDraw

Ultra® vers&o 12.02.

133 perrin, D. D.; Armarego, W. L. F.; Purification of laboratory chemicals, Pergamon, New York, 1988.
134 still, W. C.; Kahn, M.; Mitra, A.; J. Org. Chem., 1978, 43, 2923.
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5.2 PROCEDIMENTO  GERAL PARA PREPARACAO DOS DIOIS
PROPARGILICOS INTERNOS RACEMICOS 20a-u

PROCEDIMENTO USANDO DI-ANIONS DE LITIO

A uma solugéo do correspondente alcool propargilico (3 mmol) em THF anidro (15 mL)
resfriada a -78°C e sob atmosfera de N,, foi adicionado n-BuLi (6,6 mmol, 2.5M) gota-a-gota
durante um periodo de 1h. Apds a adicao, a solucdo resultante foi agitada por 2h a -78°C e
entdo adicionou-se uma solucédo do respectivo eletréfilo (aldeido, cetona ou epdxido, 3 mmol)
em THF anidro (2 mL). Posteriormente, a mistura foi agitada durante a noite. Apos esse
periodo, a mistura foi tratada com uma solucéo saturada de NH,4CI (5 mL) e extraida com AcOEt
(3 x 5 mL). As fases organicas combinadas foram lavadas com solucdo saturada de NaCl (3 x 5
mL), seca com MgSOQ,, filtrada e o solvente evaporado. Apds evaporagdo o residuo bruto foi

purificado em coluna de gel de silica utilizando o sistema n-Hexano/AcOEt (1:1).

PROCEDIMENTO USANDO CeCls;

A uma solugéo do correspondente alcool propargilico (3 mmol) em THF anidro (15 mL)
resfriada a - 40°C e sob atmosfera de N,, foi adicionado n-BuLi (6,6 mmol, 2.5M) gota-a-gota
durante um periodo de 1h (baldo 1). Apos a adigcdo, essa mistura do baldao 1 foi agitada por 2h a
- 40°C, e entdo essa mistura do baldo 1 foi adicionada a um segundo balédo (baléo 2) contendo
uma mistura do respectivo eletréfilo (aldeido ou cetona, 3 mmol) e CeCl; (anidro) (0,1 mmol, 0,3
mmol, 0,5 mmol, 1,0 mmo, 1,5 mmol e 2,0 mmol) em THF anidro (2 mL) a - 40°C, agitada
previamente durante 30 minutos. Posteriormente, a mistura resultante no presente no baldo 2
foi agitada durante 4 horas. Apds esse periodo, a mistura foi tratada com uma solucéo diluida
de HClq) e extraida com AcOEt (3 x 5 mL). As fases organicas combinadas foram lavadas com
solucéo saturada de NaCl (3 x 5 mL), seca com MgSQ,, filtrada e o solvente evaporado. Apos
evaporagdo o residuo bruto foi purificado em coluna de gel de silica utilizando o sistema n-
Hexano/AcOEt (1:1).
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5.3 PROCEDIMEN:I'O ) GERAL PARA A SEQUENCIA
HIDROGENACAO/HIDROLISE DOS COMPOSTOS (S)-24f, (R)-25f, (S)-24s,
(R)-25s, (S)-24u e (R)-25u

Em um baldo contendo uma solucdo do correspondente acetato propargilico (1,0 mmol)
em MeOH (5 mL), a temperatura ambiente, foi adicionado 10mg de Pd/C em uma Unica por¢ao.
A mistura foi entdo acoplada a uma atmosfera de H, (1 atm) e deixada reagindo durante a noite.
Posteriormente, a suspensédo foi filtrada em silica e o solvente orgénico evaporado em um
evaporador rotativo. Depois, o bruto reacional foi submetido a uma reacdo de hidrélise na
presenca de K,CO;z; in MeOH. O éleo obtido foi entdo purificado em coluna cromatogréfica de
gel de silica usando uma mistura de n-hexano/AcOEt na propor¢éo de 4:1 como eluente.
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(R,S)-pent-2-ino-1,4-diol. (R,S)-20a: Oleo; Rendimento: 0,31g (di-anion de Li,

o 32%); (&nion de Ce, 90%).
RMN de 'H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 1.44 (3H, d, J° = 6.3 Hz), 3.60 (2H, s),
X 4.28 (2H, d, J* = 1.8 Hz), 4.57 (1H, qt, J* = 6.3 Hz, J* = 1.8 Hz).

OH RMN de **C (75 MHz; CDCl;, ppm): & 24.0, 50.6, 58.1, 82.1, 87.5.

IV (filme) cm™: 3328, 2983, 2927, 2873, 1645, 1416, 1371, 1327, 1149, 1076,
1022, 986, 886, 604.

(R,S)-5-metilhex-2-ino-1,4-diol. (R,S)-20b: Oleo; Rendimento: 0,27g (di-
anion de Li, 71%); (anion de Ce, 100%).

RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 1.0 (6H, dd, P=6 Hz), 1.88 (1H, oct,
J*=6Hz), 3.13(2H, s), 4.21 (1H, dt, *= 6 Hz, J* = 1.5 Hz ), 4.32 (2H, d, J*
= 1.5 Hz).

RMN de **C (75 MHz; CDCl;, ppm): 8 17.5, 18.0, 34.3, 50.7, 67.7, 83.7,

85.3.
IV (filme) cm™: 3325, 2964, 1459, 1144, 1107, 1019.

(R,S)-hept-2-ino-1,4-diol. (R,S)-20c: Oleo; Rendimento: 0,26g (di-anion

de Li, 70%); (anion de Ce, 91%).

Hz), 4.43 (1H, tt, J° = 6.6 Hz, J* = 1.8 Hz).

RMN de *C (75 MHz; CDCls, ppm): & 13.6, 18.4, 39.5, 50.6, 61.9, 82.8,
86.6.

(R,S)-1-fenillbut-2-ino-1,4-diol. (R,S)-20d: Sdélido; Rendimento: 0,38g (di-
anion de Li, 79%); (anion de Ce, 100%).

RMN de 'H (300 MHz; CDCls, ppm): & 2.22 (2H, s), 4.35 (2H, d, J* = 1.8
Hz), 5.52 (1H, t, J* = 1.8 Hz), 7.35-7.45 (3H, m), 7.5-7.6 (2H, m).

RMN de **C (75 MHz; CDCl;, ppm): d 51.0, 64.4, 84.8, 85.4, 126.5, 128.4,
128.6, 140.2.

OH
\(k
OH
20b
OH
RMN de *H (300 MHz; CDCls, ppm): 8 0.9 (3H, t, J® = 7.5 Hz), 1.47 (2H,
X sext, J® = 7.5 Hz), 1.60-1.77 (2H, m), 3.58 (2H, s), 4.30 (2H, d, J* = 1.8
OH
20c
OH
\Ph
20d OH
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(R,S)-1-(furan-2-il)but-2-ino-1,4-diol. (R,S)-20e: Oleo; Rendimento:
0,329 (di-anion de Li, 71%); (anion de Ce, 100%).

RMN de *H (300 MHz; CDCl,, ppm): & 4.35 (2H, d, J* = 1.5 Hz), 5.51 (1H,
t, J* = 1.5 Hz), 6.35 (1H, dd, J* = 3.3 Hz, J* = 1.8 Hz ), 6.44 (1H, dt, J* =
3.3 Hz, J*= 0.9 Hz), 7.41 (1H, dd, J*= 1.8 Hz, J* = 0.9 Hz ).

RMN de **C (75 MHz; CDCls;, ppm): & 50.4, 57.6, 82.7, 83.9, 107.7, 110.3,
142.9, 152.4.

OH

20f

OH

(R,S)-hex-2-ino-1,5-diol. (R,S)-20f: Oleo; Rendimento: 0,18g (54%):

RMN de 'H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 1.25 (3H, d, J® = 6.3 Hz), 2.31 (1H,
ddt, J*= 16.3 Hz, J*= 6.6 Hz, J*= 2.1 Hz), 2.44 (1H, ddt, J*= 16.3 Hz, J®=
6.6 Hz, J*= 2.1 Hz), 2.94 (2H, s), 3.97 (1H, sext, J°= 6.6 Hz), 4.26 (2H, t, J*
= 2.1 Hz).

RMN de *C (75 MHz; CDCls, ppm): & 22.2, 29.1, 51.0, 66.3, 80.7, 82.6.

IV (filme) cm™ 3354, 2972, 2930, 1644, 1453, 1422, 1376, 1354, 1224,
1137, 1116, 1085, 1010, 939, 831, 637.

OH

(R,S)-hex-2-ino-1,4-diol. (R,S)-20g: Oleo; Rendimento: 0,23g (di-anion de
Li, 67%); (anion de Ce, 94%).

RMN de 'H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 0.99 (3H, t, J® = 7.5 Hz), 1.65-1.80
(2H, m), 3.99 (2H, s), 4.30 (2H, d, J* = 1.5 Hz), 4.35 (1H, tt, J* = 6.6 Hz, J* =

20g OH 1.5 Hz).
RMN de **C (75 MHz; CDCls, ppm): & 9.4, 30.5, 50.4, 63.3, 82.9, 86.3.
IV (filme) cm™: 3337, 2928, 1644, 1456, 1144, 1011, 887, 620.
(R,S)-non-2-ino-1,4-diol. (R,S)-20h: Oleo; Rendimento: 0,35g (di-
OH anion de Li, 75%); (anion de Ce, 100%).
RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): 8 0.90 (3H, t, J® = 6.9 Hz), 1.25-
N 1.50 (6H, m), 1.60-1.80 (2H, m), 3.31 (2H, s), 4.31 (2H, t, J* = 1.8
2(3: Hz), 4.49 (1H, tt, J* = 6.6 Hz, J* = 1.8 Hz ).

RMN de **C (75 MHz; CDCls, ppm): & 13.9, 22.5, 24.8, 31.4, 37.4,
50.6, 62.2, 82.8, 86.7.
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o (R,S)-4-metillhex-2-ino-1,4-diol. (R,S)-20i: Oleo; Rendimento: 0,14g (di-
anion de Li, 36%); (anion de Ce, 90%).
\gﬂ\ RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): 8 1.03 (3H, t, J* = 7.5 Hz), 1.47 (3H, s),
201 OF 1.71 (2H, q, J* = 7.5 Hz), 2.88 (2H, s), 4.30 (2H, s).
RMN de **C (75 MHz; CDCls;, ppm): & 8.93, 28.9, 36.2, 50.7, 68.6, 81.4, 89.1.
(R,S)-1,1-difenilpent-2-ino-1,4-diol. (R,S)-20j: Oleo; Rendimento: 0,589
OH (di-&nion de Li, 77%); (anion de Ce, 100%).
)\<Ph RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 1.51 (3H, d, J* = 6.6 Hz), 4.64 (1H,
Ph q, J* = 6.6 Hz), 7.2-7.4 (6H, m), 7.55-7.65 (4H, m).
20 " RMN de *C (75 MHz; CDCl;, ppm): d 24.0, 58.3, 74.1, 86.6, 89.9, 125.9,
127.6,128.2, 144.7.
(R,S)-1-(3-hidroxibut-1-ino)cyclohexanol. (R,S)-20l: Oleo; Rendimento:
OH 0,31g (di-anion de Li, 61%); (&nion de Ce, 90%).
X OH RMN de *H (300 MHz; CDCls, ppm): 8 1.42 (3H, d, J° = 6.6 Hz), 1.45-1.95
(10H, m), 3.67 (1H, s), 4.54 (1H, q, J® = 6.6 Hz).
201 RMN de *C (75 MHz; CDCls, ppm): & 23.2, 24.2, 25.1, 39.6, 57.9, 68.4,
86.1, 87.4.
(R,S)-2-metilhept-3-ino-2,5-diol. (R,S)-200: Oleo; Rendimento: 0.25g (di-
anion de Li, 58%); (anion de Ce, 93%).
OH RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 0.96 (3H, t, J* = 7.5 Hz), 1.49 (6H,
4\(\ s), 1.6-1.75 (2H, m), 2.84 (2H, s), 4.30 (1H, t, J° = 6.6 Hz).
RMN de *C (75 MHz; CDCls;, ppm): & 9.4, 30.7, 31.3, 63.4, 65.0, 82.8,
200 OF 89.5.

IV (flme) cm™: 3335, 2977, 2934, 2877, 1645, 1456, 1372, 1234, 1162,
1022, 954, 884, 845, 787, 668.




123

OH

Vi

OH
20p

(R,S)-2-metilhex-3-ino-2,5-diol. (R,S)-20p: Oleo; Rendimento: 0,18g (di-
anion de Li, 48%); (anion de Ce, 91%).

RMN de 'H (300 MHz; CDCls;, ppm): 8 1.44 (3H, d, J* = 6.6 Hz), 1.52 (6H, s),
3.13 (2H, s), 4.55 (1H, q, J* = 6.6 Hz).

RMN de *3C (75 MHz; CDCls, ppm): 8 24.2, 31.2, 58.0, 64.9, 83.9, 88.6.

OH

4

OH

(R,S)-2,6-dimetilhept-3-ino-2,5-diol. (R,S)-20q: Oleo; Rendimento: 0,34g
(di-&nion de Li, 72%); (anion de Ce, 100%).

RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 0.98 (6H, dd, J32=66 Hz), 1.51 (6H,
s), 1.85 (1H, oct, J® = 6.6 Hz), 3.18 (2H, s), 4.16 (1H, d, J® = 6.6 Hz).

RMN de **C (75 MHz; CDCl,, ppm): & 17.4, 18.1, 31.2, 31.3, 34.3, 65.0,
67.5, 81.7, 90.2.

IV (filme) cm™: 3340, 2971, 2878, 1738, 1459, 1373, 1234, 1162, 1025,
952, 862, 715.

OH

OH
Z

20r

(R,S)-hex-3-ino-1,5-diol. (R,S)-20r: Oleo; Rendimento: 0,15¢g (di-anion de
Li, 43%); (&nion de Ce, 90%).

RMN de *H (300 MHz; CDCls, ppm): & 1.40 (3H, d, J° = 6.6 Hz), 2.44 (2H,
td, J*= 6.6 Hz, J* = 2.1 Hz), 2.73 (2H, s), 3.69 (2H, t, J* = 6.3 Hz ), 4.49 (1H,
qt, J* = 6.3 Hz, J* = 2.1 Hz).

RMN de C (75 MHz; CDCls, ppm): & 22.9, 24.4, 58.2, 60.8, 81.1, 84.1.

IV (filme) cm™: 3337, 2977, 2934, 2887, 1735, 1647, 1420, 1376, 1330,
1154, 1049, 1009, 932, 880.

OH

(R,S)-hept-3-ino-1,5-diol. (R,S)-20s: Oleo; Rendimento: 0.19g (di-anion
de Li, 51%); (anion de Ce, 92%).

RMN de 'H (300 MHz; CDCls, ppm): 8 1.0 (3H, d, J* = 7.5 Hz), 1.6-1.8
(2H, m), 2.48 (2H, td, J* = 6 Hz, J* = 2.1 Hz), 3.18 (2H, s), 3.72 (2H, t, J® =
6 Hz), 4.31 (1H, tt, J* = 6.6 Hz, J* = 2.1 Hz).

RMN de *C (75 MHz; CDCl;, ppm): & 9.4, 22.9, 30.9, 60.8, 63.6, 82.1,
82.9.

IV (film) cm™: 3344, 2964, 2931, 2881, 2245, 1647, 1456, 1424, 1334,
1147, 1044, 963, 845, 646.
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AN

20t

OH

(R,S)-6-metilhept-3-ino-1,5-diol. (R,S)-20t: Oleo; Rendimento: 0.25g (di-
anion de Li, 59%); (anion de Ce, 97%).

RMN de *H (300 MHz; CDCls, ppm): & 0.97 (6H, dd, J* = 6.6 Hz), 1.83
(1H, oct, J* = 6.6 Hz), 2.47 (2H, td, J® = 6 Hz, J* = 2.1 Hz), 2.87 (2H, s),
3.71(2H, t, J* = 6 Hz), 4.14 (1H, d, J* = 6 Hz).

RMN de **C (75 MHz; CDCl;, ppm): 5 17.4, 18.1, 22.9, 34.5, 60.9, 67.9,
81.7,82.7.

IV (filme) cm™: 3345, 2963, 2883, 2232, 1644, 1461, 1379, 1331, 1268,
1184, 1149, 1032, 955, 846, 645.

\

OH
W
OH

20u

(R,S)-hept-3-ino-1,6-diol. (R,S)-20u: Oleo; Rendimento: 0,209 (52%);
RMN de *H (300 MHz; CDCls, ppm): & 1.22 (3H, d, J° = 6.3 Hz), 2.26 (1H,
ddt, J*= 16.5 Hz, J*= 6.9 Hz, J* = 1.8 Hz), 2.33-2.38 (1H, m), 2.39-2.47
(2H, m), 2.74 (2H, s), 3.68 (2H, t, J*= 6.3 Hz), 3.91 (1H, sext, J* = 6.3 Hz).
RMN de **C (75 MHz; CDCls, ppm): d 22.2, 23.0, 29.1, 61.0, 66.4, 78.5,
79.5.

IV (filme) cm™: 3346, 2920, 1647, 1421, 1049, 939, 842, 648.
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5.4 PROCEDIMENTO GERAL PARA AS RESOLUQC)ES CINETICAS
ENZIMATICAS (RCEs) DOS DIOIS PROPARGILICOS INTERNOS 20a-u EM
ESCALAS PREPARATIVAS

Em um erlenmeyer com capacidade para 125 mL adicionou-se o diol propargilico (3
mmol), CAL-B (0,3 g), 30 mL de solvente [n-henaxo ou THF:n-hexano (1:1)] e acetato de vinila
(5 equiv., 15 mmol, 1,385 mL). A mistura reacional foi agitada em um Shaker a uma
temperatura de 35 °C e rotacdo de 150 rotagGes por minuto (rpm). O progresso da resolucéo foi
acompanhado via CG quiral, utilizando-se os correspondentes como padrbes como referéncias.
Depois de alcancado uma conversdo adequada, a enzima imobilizada foi removida por filtragéo
e a solucdo resultante foi concentrada. O residuo organico foi submetido a coluna

cromatogréafica em gel de silica para se obter os respectivos enantibmeros separadamente.



126

(S)-4-hidroxipent-2-ino-1-acetato.  (S)-24a:  Oleo;  Rendimento:
conversao 49% (0,219);

RMN de 'H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 1.43 (3H, d, J® = 6.6 Hz), 2.08
(3H, s), 2.73 (1H, s), 4.55 (1H, qt, J* = 6.6 Hz, J* = 1.5 Hz), 4.68 (2H, d,
J* = 1.5 Hz).

RMN de **C (75 MHz; CDCl;, ppm): & 20.6, 23.8, 52.2, 57.9, 77.6, 88.6,
170.4.

IV (filme) cm™: 3407, 2984, 2936, 2877, 1746, 1437, 1379, 1332, 1231,
1157, 1084, 1028, 965, 890, 608.

[a]p?° = -21.2 (c 1.0, CHCI,); ee >99%.

(R)-25a O

(R)-pent-2-ino-1,4-diacetato. (R)-25a: Oleo; Rendimento: converséo
47% (0,26Q);

RMN de 'H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 1.46 (3H, d, J® = 6.9 Hz), 2.05
(3H, s), 2.07 (3H, s), 4.67 (2H, d, J* = 1.8 Hz), 5.45 (1H, qt, J* = 6.9 Hz,
J* = 1.8 Hz).

RMN de *C (75 MHz; CDCls, ppm): 8 20.6, 20.9, 21.0, 52.0, 60.0, 78.6,
84.9, 169.7, 170.1.

IV (filme) cm™: 2991, 2941, 1744, 1438, 1370, 1226, 1169, 1060, 1023,
939, 844, 607.

[a]p?° = +110.7 (c 1.0, CHCIl,); ee = 99%.

(S)-4-hidroxi-5-metilhex-2-ino-1-acetate. (S)-24b: Oleo; Rendimento:
conversao 47% (0,249);

RMN de 'H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 0.98 (6H, dd, J* = 6.9 Hz), 1.87
(1H, oct, J* = 6.9 Hz), 2.09 (3H, s), 4.20 (1H, tt, J* = 6.0 Hz, J* = 1.5 Hz),
4.71 (2H, d, J* = 1.5 Hz).

RMN de *C (75 MHz; CDCls, ppm): 8 17.7, 18.2, 21.0, 34.5, 52.6, 67.9,
79.5, 86.8, 170.6.

IV (filme) cm™: 3430, 2964, 2880, 1742, 1439, 1374, 1231, 1151, 1111,
1030, 970, 928, 835, 609.

[a]p?° = +0.51 (c 1.0, CHCl); ee = 96%.
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(R)-5-metilhex-2-ino-1,4-diacetate. (R)-25b: Oleo; Rendimento: converso
40% (0,249);

RMN de 'H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 0.98 (6H, dd, J* = 6.9 Hz), 1.90-2.05
(1H, m), 2.08 (6H, s), 4.69 (2H, d, J* = 1.8 Hz), 5.23 (1H, dt, J* = 6.9 Hz, J* =
1.8 Hz).

RMN de **C (75 MHz; CDCl;, ppm): & 17.4, 18.0, 20.6, 20.8, 32.1, 52.0, 52.1,
68.6, 79.8, 82.8, 169.8.

IV (filme) cm™: 2968, 2936, 2877, 1746, 1435, 1373, 1227, 1159, 1080, 1023,
986, 937, 606.

[a]p?° = +83.2 (¢ 1.0, CHCLy); ee = 94%.

(S)-5-hidroxihex-2-ino-1-acetate. (S)-24f: Oleo; Rendimento:
conversao 49% (0,239);

RMN de 'H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 1.25 (3H, d, J° = 6.3 Hz), 1.84
(1H, s), 2.09 (3H, s), 2.30-2.50 (2H, m), 3.96 (1H, sext, J® = 6 Hz), 4.67
(1H, t, J* = 2.1 Hz).

A T RMN de **C (75 MHz; CDCl;, ppm): & 20.7, 22.3, 29.2, 52.6, 66.2, 77.2,
(S)-24f 83.8,170.4.
IV (filme) cm™: 3406, 2956, 2924, 2854, 2238, 1744, 1456, 1378, 1362,
1230, 1150, 1115, 1086, 1026, 966, 833, 606.
[a]p?° = +10.9 (c 1.0, CHCI); ee >99%.
(R)-hex-2-ino-1,5-diacetate. (R)-25f: Oleo; Rendimento: conversio
49% (0,299);
RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): 8 1.31 (3H, d, J* = 6.3 Hz), 2.04
io o (3H, s), 2.09 (3H, s), 2.45-2.55 (2H, m), 4.65 (2H, t, J* = 2.1 Hz),
O)J\ 4.98 (1H, sext, J° = 6 Hz).
X - RMN de **C (75 MHz; CDCls, ppm): & 19.1, 20.7, 21.2, 25.8, 52.5,
(R)-25¢ 68.5, 76.1, 82.7, 170.3, 170.4.

IV (filme) cm™: 2955, 2924, 2854, 1744, 1458, 1376, 1224, 1154, 1131,
1061, 1023, 958, 831, 606.
[a]o® = +31.0 (c 1.0, CHCI;); ee = 96%.
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(S)-24g

(S)-4-hidroxihex-2-ino-1-acetate. (S)-24g: Oleo; Rendimento: conversio
48% (0,229);

RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): 8. 0.97 (3H, t, J* = 7.2 Hz), 1.68 (2H,
sext, J® = 7.2 Hz), 2.06 (3H, s), 2.51. (1H, s), 4.32 (1H, tt, J* = 6.6 Hz, J* =
1.8 Hz), 4.68 (2H, d, J* = 1.8 Hz).

RMN de C (75 MHz; CDCl;, ppm): 5 9.3, 20.6, 30.4, 52.2, 63.4, 78.5,
87.6, 170.3.

IV (filme) cm™: 3410, 2967, 2932, 2875, 1740, 1443, 1375, 1231, 1151,
1093, 1032, 966.

[a]p?° = -3.3 (¢ 1.0, CHCIl,); ee = 89%.

(R)-hex-2-ino-1,4-diacetate. (R)-25g: Oleo; Rendimento: conversio
43% (0,259);

RMN de H (300 MHz; CDCls, ppm): 8. 0.96 (3H, t, J° = 7.2 Hz), 1.75 (2H,
sext, J® = 6.6 Hz), 2.04 (3H, s), 2.05 (3H, s), 4.66 (2H, d, J* = 1.8 Hz),
5.31 (1H, tt, J* = 6.6 Hz, J* = 1.8 Hz).

RMN de *C (75 MHz; CDCl;, ppm): & 9.1, 20.5, 20.8, 27.7, 52.0, 64.8,

o 79.3, 83.9, 169.8, 170.0.
(R)-259 IV (filme) cm™: 2972, 2938, 1745, 1440, 1372, 1228, 1166, 1028, 966.
[a]p?° = +79.6 (c 1.0, CHCLy); ee = 99%.

(S)-2-metilhept-3-ino-2,5-diol. (S)-200: Oleo; Rendimento: conversio 58%

(0,249);
OH RMN de *H (300 MHz; CDCls, ppm): 8 1.00 (3H, t, J® = 7.2 Hz), 1.52 (6H, s),

N 1.51-1.8 (2H, m), 2.89 (2H, s), 4.33 (1H, t, J* = 6.3 Hz).

OH RMN de *C (75 MHz; CDCls, ppm): & 9.4, 30.7, 31.3, 63.4, 65.0, 82.8, 89.6.
(S)-200 IV (film) cm™: 3354, 2958, 2925, 2854, 1461, 1377, 1235, 1165, 1023, 949,

848.
[a]p?° =-2,6 (c 1.0, CHCIl,); ee > 99%.
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OH

Z

(R)-6-hidroxi-6-metilhept-4-ino-3-acetate. (R)-240: Oleo; Rendimento:
conversao 32% (0,189);

RMN de 'H (300 MHz; CDCls, ppm): & 0.96 (3H, t, J* = 7.5 Hz), 1.48 (6H,
s), 1.73 (2H, sext, J* = 7.2 Hz), 2.05 (3H, s), 2.49 (1H, s), 5.3 (1H, t, * = 6.3
Hz).

RMN de *C (75 MHz; CDCl;, ppm): & 9.2, 21.0, 27.9, 31.2, 64.9, 65.1,

© 79.1, 90.1, 170.0.
(R)-240 IV (filme) cm™: 2955, 2923, 2853, 1740, 1460, 1375, 1228, 1167, 1019,
955.
[a]p?° = +99.7 (c 1.0, CHCLy); ee = 95%.
(S)-2,6-dimetilhept-3-ino-2,5-diol. (S)-20q: Oleo; Rendimento: conversio
50% (0,230);
oH RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 0.98 (6H, dd, J* = 6.9 Hz), 1.51 (6H,
N s), 1.85 (1H, oct, J° = 6.6 Hz), 3.18 (2H, s), 4.16 (1H, d, J° = 6 Hz).
- RMN de *C (75 MHz; CDCl;, ppm): 5 17.4, 18.1, 31.2, 31.3, 34.3, 64.9, 67.5,
OH
(5):209 81.7., 90.2. 1
IV (filme) cm™: 3345, 2962, 2930, 2873, 1640, 1461, 1378, 1365, 1328, 1235,
1166, 1021, 952, 861, 827, 802, 717.
[a]o® = +1.3 (c 1.0, CHCI;); ee = 99%.
(R)-6-hidroxi-2,6-dimetilhept-4-ino-3-acetato. (R)-24q: Oleo:
Rendimento: conversao 50% (0,299);
OH RMN de 'H (300 MHz; CDCls, ppm): & 0.99 (6H, dd, J° = 8 Hz), 1.51 (6H,

z

(R)-24q

s), 1.99 (1H, oct, J® = 6 Hz), 2.08 (3H, s), 2.64 (1H, s), 5.22 (1H, d, J* =6
Hz).

RMN de **C (75 MHz; CDCl,;, ppm): & 17.4, 18.1, 20.9, 31.2, 32.3, 64.9,
68.8, 78.0, 90.6, 170.1.

IV (filme) cm™: 3429, 2976, 2932, 2875, 1740, 1467, 1372, 1229, 1170,
1021, 982, 956, 900, 863, 716, 607.

[a]p?° = +99.7 (c 1.0, CHCLy); ee = 98%.
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(S)-5-hidroxihex-3-ino-1-acetato. (S)-24r: Oleo; Rendimento: converséo
40% (0,199);

RMN de *H (300 MHz; CDCls, ppm) 8. 1.39 (3H, d, J° = 6.6 Hz), 2.04 (3H,
s), 2.20 (1H, s), 2.51 (2H, td, J* = 6.9 Hz, J* = 2.1 Hz), 4.12 (2H, t, J® =
6.9 Hz), 4.48 (1H, qt, J* = 6.6 Hz, J* = 2.1 Hz).

RMN de *C (75 MHz; CDCl;, ppm) & 19.1, 20.7, 24.4, 58.2, 62.2, 79.8,
83.8, 170.8.

IV (filme) cm™: 3409, 2973, 2923, 1735, 1376, 1241, 1154, 1076, 1042.
[a]o®® = -18.4 (c 1.0, CHCI;); ee > 99%.

(R)-hex-3-ino-1,5-diacetato. (R)-25r: Oleo; Rendimento: conversio
45% (0,279);

RMN de 'H (300 MHz; CDCls, ppm): 8 1.42 (3H, d, J* = 6.6 Hz), 2.03
(6H, s), 2.52 (2H, td, J* = 6.9 Hz, J* = 2.1 Hz), 4.11 (2H, t, J* = 6.9 Hz),
5.4 (1H, qt, J° = 6.6 Hz, J* = 2.1 Hz).

RMN de *C (75 MHz; CDCl;, ppm): & 19.1, 20.7, 21.1, 21.4, 60.4,

(R)-25r 61.9, 80.1, 80.7, 169.8, 170.6.
IV (filme) cm™: 2926, 2860, 2251, 1740, 1445, 1374, 1234, 1169,
1050, 948, 848, 644, 608, 523.
[a]p?° = +95.4 (c 1.0, CHCLy); ee = 99%.
(S)-5-hidroxihept-3-ino-1-acetate.  (S)-24s: Oleo; Rendimento:
conversao 49% (0,199);
RMN de 'H (300 MHz; CDCls, ppm): & 0.97 (3H, t, J® = 7.5 Hz), 1.6-
o) oH 1.75 (2H, m), 2.05 (3H, s), 2.54 (2H, td, J® = 6.9 Hz, J* = 2.1 Hz), 4.14
AOK/'\/ (2H, t, 3* = 6.9 Hz), 4.28 (1H, q, J* = 6 Hz).
Z RMN de **C (75 MHz; CDCl;, ppm): 9.3, 19.1, 20.8, 30.9, 62.2, 63.7,
(S)-24s 80.7, 82.7, 170.8.

IV (filme) cm™: 3419, 2968, 2931, 2877, 1736, 1453, 1426, 1378, 1241,
1148, 1041, 967, 606.
[a]p?° =-2.6 (c 1.0, CHCI,); ee = 85%.
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(R)-hept-3-ino-1,5-diacetate. (R)-25s: Oleo; Rendimento: conversio
45% (0,239);

RMN de *H (300 MHz; CDCls, ppm): & 0.96 (3H, t, J°* = 7.5 Hz), 1.72
(2H, sext, J* = 7.5 Hz), 2.04 (3H, s), 2.05 (3H, s), 2.53 (2H, td, J* = 6.9
Hz, J*= 1.8 Hz), 4.12 (2H, t, J* = 6.9 Hz), 5.26 (1H, tt, J* = 6.6 Hz, J* =
1.8 Hz).

RMN de **C (75 MHz; CDCl3, ppm): 6 9.2, 19.1, 20.7, 20.9, 28.0, 62.4,

(R)-25s 65.3, 79.0, 81.4, 169.9, 170.6.
IV (flme) cm™: 2970, 2936, 1741, 1453, 1374, 1233, 1165, 1037, 965,
893, 606.
[a]p® = +94.0 (c 1.0, CHCI;); ee = 99%.
(S)-5-hidroxi-6-metilhept-3-ino-1-acetate. (S)-24t: Oleo:
Rendimento: conversao 73% (0,409)
RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 0.97 (6H, dd, J* = 6.6 Hz), 1.84
0 oH (1H, oct, J® = 6.6 Hz), 2.03 (1H, s), 2.06 (3H, s), 2.56 (2H, td, J* = 6.9
)LOK/H/ Hz, J* = 1.8 Hz), 4.10-4.2 (3H, m).
Z RMN de *C (75 MHz; CDCls, ppm): & 17.3, 18.0, 19.1, 20.7, 34.4,
(5)-24t 62.3, 67.8, 81.3, 81.5, 170.8.

IV (filme) cm™: 3434, 2962, 2930, 2873, 1742, 1468, 1386, 1366, 1240,
1148, 1039, 606.
[a]o® = -0.34 (c 1.0, CHCIy); ee = 49%.

(R)-6-metilhept-3-ino-1,5-diacetate. (R)-25t: Oleo; Rendimento:
conversao 27% (0,189);

RMN de *H (300 MHz; CDCls, ppm): & 1.0 (6H, dd, J° = 8 Hz), 1.97
(1H, oct, J® = 6.6 Hz), 2.07 (3H, s), 2.09 (3H, s), 2.58 (2H, td, J* = 6.9
Hz, J* = 2.1 Hz), 4.17 (2H, t, J3* = 6.9 Hz), 5.2 (1H, dt, J* = 6 Hz, J* =
2.1 Hz).

RMN de **C (75 MHz; CDCls, ppm): & 17.4, 18.1, 19.2, 20.7, 20.9,
32.3,62.1, 69.1, 77.8, 81.9, 170.0, 170.7.

IV (filme) cm™: 2966, 2933, 2876, 1742, 1467, 1433, 1385, 1370, 1337,
1235, 1158, 1134, 1071, 1043, 1021, 982, 935, 900, 605.

[a]o® = +102.5 (c 1.0, CHCLy); ee = 99%.
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(S)-6-hidroxihept-3-ino-1-acetate. (S)-24u: Oleo; Rendimento:
conversao 44% (0,229);

RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 1.22 (3H, d, J* = 6.3 Hz), 2.05
(3H, s), 2.25 (1H, ddt, J*= 16.2 Hz, J*= 6.6 Hz, J*= 2.4 Hz), 2.35 (1H,
ddt, J°= 16.2 Hz, J®= 6.6 Hz, J*= 2.4 Hz), 2.49 (2H, tt, *= 6.9 Hz, J*=
2.4 Hz), 3.89 (1H, sext, J® = 6.3 Hz), 4.14 (2H, t, J*= 6.9 Hz).

RMN de **C (75 MHz; CDCIs, ppm): & 19.2, 20.8, 22.1, 29.2, 62.5,
66.3, 78.1, 78.4, 170.9.

IV (filme) cm™: 3421, 2962, 2921, 2860, 1735, 1454, 1376, 1239, 1114,
1041, 939, 824, 641, 608.

[a]p?° = +11.6 (c 1.0, CHCLy); ee > 99%.

(R)-hept-3-ino-1,6-diacetato.  (R)-25u:  Oleo;  Rendimento:
conversao 45% (0,299);

RMN de 'H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 1.27 (3H, d, J° = 6,3 Hz),
2.02 (3H, s), 2.04 (3H, s), 2.35-2.42 (2H, m), 2.43-2.51 (2H, m),
4.10 (2H, t, J* = 6,9 Hz), 4.93 (1H, sext, J* = 6,3 Hz).

RMN de *C (75 MHz; CDCl,, ppm): & 19.0, 19.1, 20.7, 21.1, 25.7,
62.5, 68.9, 77.1, 77.8, 170.3, 170.7.

IV (filme) cm™: 2970, 2926, 2863, 1739, 1443, 1375, 1239, 1136,
1048, 961, 641, 607.

[a]p?° = +19.0 (c 1.0, CHCLy); ee = 95%.
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5.5 PROCEDIMENTO GERAL PARA SINTESES DAS HIDROXI-ALQUINONAS
28-30

Em um baldo com capacidade para 100 mL contendo 50 mL de THF (seco) sob fluxo de
N, e a temperatura de -78°C, foi borbulhado gas acetileno (previamente purificado) durante um
periodo de 5 minutos. Depois, adicionou-se n-BuLi (4,8 mL, 2,3M, 11 mmol) lentamente, e apos
a completa adicdo deixou-se o sistema agitando a -78°C por um periodo de 30 minutos. Em
seguida, adicionou-se o0 BF;.Et,O gota-a-gota e a mistura foi deixada agitando por 10 minutos a
-78°C. Posteriormente, a respectiva lactona (10 mmol) foi adicionada em uma Unica porcgéo via
seringa. A mistura reacional foi lentamente aquecida a temperatura ambiente, e entdo agitada
por mais 1 hora. Depois, a reagéo foi tratada com solugéo saturada de NH,Clq), extraida com
Et,O (3x 30mL), a fase orgéanica foi seca com Na,SQ,, filtrada e o solvente foi evaporado sob

presséo reduzida. O bruto reacional foi utilizado na reagao posterior sem prévia purificacao.

5.6 PROCEDIMENTO GERAL PARA AS SINTESES DOS DIOIS
PROPARGILICOS TERMINAIS 31-33

Num baldo com capacidade para 30 mL contendo a respectiva hidréxi-alquinona (28-30)
e uma mistura dos solventes MeOH:THF na proporc¢éo 1:1, foi adicionado 1,5 mol/equivalentes
de NaBH, (pulverizado) em porc¢des. A mistura reacional foi deixada agitando por um tempo de
30 minutos. Em seguida, a reacéo foi tratada com agua destilada, extraida com AcOEt (3x 20
mL), a fase orgénica foi seca com Na,SO,, filtrada e o solvente foi evaporado sob pressdo
reduzida. O bruto reacional foi purificado em coluna de gel de silica com n-hexano:AcOEt (1:1),

fornecendo os respectivos didis em rendimentos na faixa de 85-88%.
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OH

AN

31

Hex-5-ino-1,4-diol 31: Oleo; Rendimento: 0,979 (85%);

RMN de 'H (300 MHz; CDCl;, ppm): & 1.65-1.90 (4H, m), 2.46 (1H, d,
J*=2.4 Hz), 2.83 (2H, s), 3.68 (2H, m), 4.44 (1H, td, J* =6 Hz, J*= 2.4
Hz).

RMN de **C (75 MHz; CDCls;, ppm): & 28.1, 34.6, 61.7, 62.3, 72.9, 84.7.

OH

OH

AN

32

Hept-6-ino-1,5-diol 32: Oleo; Rendimento: 1,129 (87%);

RMN de 'H (300 MHz; CDCls, ppm): & 1.45-1.65 (4H, m), 1.68-1.80
(2H, m), 2.45 (1H, d, J* = 1.8 Hz), 2.66 (2H, s), 3.64 (2H, t, J* = 6 Hz),
4.36 (1H, td, J* = 6 Hz, J* = 1.8 Hz).

RMN de *C (75 MHz; CDCl;, ppm): & 21.2, 31.9, 37.1, 61.8, 62.4,
72.7,84.9.

Oct-7-ino-1,6-diol 33: Oleo; Rendimento: 1,259 (88%);

OH

:

33

OH

RMN de *H (300 MHz; CDCls, ppm): & 1.30-1.63 (6H, m), 1.65-1.78
(2H, m), 2.40 (2H, s), 2.66 (2H, s), 2.45 (1H, d, J* = 2.4 Hz), 3.62
(2H, t, J* = 6.6 Hz), 4.35 (1H, td, J® = 6.6 Hz, J* = 2.4 H2).

RMN de °C (75 MHz; CDCls, ppm): & 24.7, 25.3, 32.4, 37.4, 61.9,
62.6, 72.7, 85.0.
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5.7 PROCEDIMENTO GERAL PARA AS RESOLUCOES CINETICAS
ENZIMATICAS DOS DIOIS PROPARGILICOS TERMINAIS 31-33 EM
ESCALAS ANALITICAS

Em um erlenmeyer com capacidade para 10 mL adicionou-se o diol propargilico (0,2
mmol), CAL-B (0,02 g), 3 mL de solvente (n-henaxo ou n-henaxo/THF (1:1)) e acetato de vinila
(5 equiv., 1 mmol, 0,1 mL). A mistura reacional foi agitada em um Shaker a uma temperatura de
35 °C e rotacdo de 150 rota¢des por minuto (rpm). O progresso da resolucdo foi acompanhado

via CG quiral, utilizando-se os correspondentes como padrbes como referéncias.
5.8 SINTESE DO DIOL ALILICO 36

Em um baldo com capacidade para 100 mL pesou-se 0,76g (20 mmol) de LiAIH4 (com
cuidado!!!) e o sistema foi colocado sob fluxo de N,. Depois adicionou-se ao baldo 20 mL de
THF(seco) e o sistema foi colocado num banho de gelo. Em seguida, uma solucédo do diol
propargilico 20h (1,56g, 10 mmol) em 10 mL de THF(seco) foi adicionada lentamente ao balédo
com ajuda de uma seringa. O mistura reacional foi agitada por cerca de 4 horas.
Posteriormente, a reagéo foi tratada (cuidado, adicdo deve ser lenta!!!) com agua destilada e
solucdo 10% de NaOH. A mistura foi filtrada a vacuo em camada fina de celite, e lavada com
AcOEt. A fase organica foi seca com Na,SO,, filtrada e o solvente foi evaporado sob presséo
reduzida. O bruto reacional foi purificado em coluna de gel de silica com n-hexano:AcOEt (1:1),

fornecendo o diol alilico 36 em rendimento de 89%.

(E)-non-2-eno-1,4-diol 36: Oleo; Rendimento: 1,41g (89%);

RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): 8 0.89 (3H, t, J® = 6.6 Hz), 1.20-
1.38 (6H, m), 1.40-1.60 (2H, m), 2.59 (2H, s), 4.05-4.20 (3H, m), 5.71
i (1H, dd, Pyans = 15.6 Hz, J® = 6.3 Hz), 5.82 (1H, dt, J%as = 15.6 Hz
36 J*=6.0 H2).

RMN de *C (75 MHz; CDCls;, ppm): & 14.0, 22.5, 25.0, 31.7, 37.0,
62.7, 72.2, 129.6, 134.4.

OH
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5.9 SINTESE DO 4-HNE A PARTIR DA OXIDACAO DO DIOL ALILICO 36 COM
PCC

Em um baldo com capacidade para 20 mL adicionou-se 2g de PCC/Alumina (1mmol/g).
Depois adicionou-se 10 mL de CH,Cl, e deixou-se o sistema sob agitacdo. Em seguida, uma
solugéo do diol alilico 36 (0,32g, 2 mmol) em 10 mL de CH,CI, foi adicionado ao baléo, e o
progresso da reacdo foi acompanhado via CCD por um tempo de 4 horas. Posteriormente, a
mistura reacional foi filtrada a vacuo sob camada fina de celite e lavado com CH,Cl,, e o filtrado
foi evaporado. O bruto reacional foi entdo purificado em coluna de gel de silica com n-
hexano:AcOEt (4:1).

59.1 Preparacdo do clorocromato de piridinio suportado em alumina
(PCC/ALUMINA)**

A uma solucéo de CrO; (6,0g) em HCI 6,0M (11mL) contido em um becker foi adicionado
piridina (4,75g) cuidadosamente durante 10 minutos a 40°C. Depois, a mistura foi resfriada a
10°C até um solido amarelo-laranja ser formado. Posteriormente, a mistura foi reaquecida a
40°C fornecendo uma solugdo, e entdo alumina neutra (50g) foi adicionada a solucéo e a
mistura é agitada a 40°C. Em seguida a solucéo foi evaporada em um evaporador rotativo,
fornecendo um sélido de coloracéo laranja que foi seco a vacuo durante 2 horas a temperatura

ambiente.

5.10 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DO 4-HNE A PARTIR DA
OXIDACAO DO DIOL ALILICO 36 COM MnO;

Em um baldo com capacidade para 20 mL contendo uma solucéo do diol alilico 36 (0,25
mmol) em 3 mL respectivo solvente (DCM, THF, acetonitrila, tolueno, acetona ou AcOEt),
adicionou-se a quantidade adequada de mol/equivalentes do respectivo tipo de MnO, (3, 10, 20,
30 e 40 mols equivalentes). As reacdes foram realizadas a temperatura ambiente e sobre
aguecimento a 70° C. O progresso das reac¢des foi acompanhado via CCD e por cromatografia

gasosa acoplada a FID, por tempo conveniente (de 2h a 10 dias).

135 \iogel's Textbook of Practical Organic Chemistry, 5th Edition, 1989, pag. 426.
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5.10.1 Procedimentos para as preparacdes dos didxidos de manganés (MnO,)**®

PREPARACAO DE DIOXIDO DE MANGANES SOBRE CONDICAO
NEUTRA (MnOy(neutro))

A um becker foi adicionado 15mL de uma solucdo aquosa de MnSO,4.5H,0 (129) e
aguecida a 80°C. Depois, foi adicionada gota a gota 60 mL de uma solucdo aquosa de KMnO,
(9,6g) e a mistura foi agitada. Apos 30 minutos o sistema foi aquecido a 100°C onde
permaneceu por mais 30 minutos. Por fim, o precipitado foi filtrado e lavado a vacuo com agua

destilada, até a agua sair incolor, e seco em estufa por 24 horas a 100°C.

PREPARACAO DE DIOXIDO DE MANGANES SUPORTADO EM ALUMINA
SOBRE CONDICAO NEUTRA (MnOz(neutro/alumina))

Sobre 100g de alumina neutra contido em um Becker, foi adicionado 20mL de uma
solugdo aquosa de MnS0O,4.5H,0 (3g) gota a gota, e a mistura foi agitada durante 10 minutos.
Entdo, 200mL de uma solucdo aquosa de KMnO, (2g) foi adicionado a mistura a temperatura
ambiente, e agitado durante 1 hora. Em seguida, o precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com
agua destilada, até a agua sair incolor, e depois seco em estufa a 100°C durante 24 horas.

PREPARACAO DE DIOXIDO DE MANGANES SOBRE CONDICAO BASICA
(MnOy(basico))

Em um Becker contendo 11,7ml de uma solucdo aquosa de NaOH 40% sob agitacdo
vigorosa foi adicionado gota a gota 15mL de uma solugdo aquosa de MnSO,4.5H,0 (129).
Depois, o sistema foi aquecido a 80°C e 60 mL de uma solugdo aquosa de KMnO, (9,69) foi
adicionada gota a gota a mistura, e entdo agitada durante 30 minutos. Posteriormente, a
mistura foi aquecida a 100°C durante 20 minutos, resfriada a temperatura ambiente, entdo o
precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada, até a agua sair incolor, e depois

seco em estufa por 24 horas a 100°C.

136 (a) Stavrescu, R.; Kimura, T.; Fujita, M.; Vinatoru, M.; Ando, T.; Synth. Commun., 1999, 29, 1719. (b) Fu, X.;
Feng, J.; Wang, H.; Ming Ng, K.; Catal. Commun., 2009, 10, 1844.
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PREPARAQAO DE DIQXIDO DE MANGANES SUPORTADO EM ALUMINA
SOBRE CONDICAO BASICA (MnO;(basico/alumina))

Sobre 100g de alumina neutra contido em um Becker, foi adicionado 11,7ml de uma
solucdo aquosa de NaOH 40%, e entdo a mistura foi agitada vigorosamente por 5 minutos.
Depois, foi adicionado gota a gota 15mL de uma solucdo aquosa de MnS0O,4.5H,0 (12g). Em
seguida, o sistema foi aquecido a 80°C e 60 mL de uma solucdo aquosa de KMnO, (9,69) foi
adicionada gota a gota a mistura, e entdo agitada durante 30 minutos. Posteriormente, a
mistura foi aquecida a 100°C durante 20 minutos, resfriada a temperatura ambiente, entdo o
precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com &gua destilada, até a 4gua sair incolor, e depois
seco em estufa por 24 horas a 100°C.

PREPARACAO DE DIOXIDO DE MANGANES SOBRE CONDICAO ACIDA
(MnOx(&cido))

A um balédo foi adicionado 8,5g de MnS0O,.H,0O e 3,5g de KMnO, e a mistura foi agitada
durante 1 hora a temperatura ambiente. Depois, a mistura foi transferido para um Becker, e
entdo 200mL de agua destilada foi adicionado ao Becker e a mistura foi agitada a temperatura
ambiente. Em seguida, 100mL de uma solucdo aquosa de H,SO, 1,0M foi adicionada gota a
gota a essa mistura, e o sistema foi agitado por 17 horas. Posteriormente, o precipitado foi
filtrado a vacuo e lavado com agua destilada e depois com etanol, e seco em estufa a 100°C

por 24 horas.

PREPARAQAO QE DIOXIDO DE MANGANES SUPORTADO EM ALUMINA
SOBRE CONDICAO ACIDA (MnO3(acido/alumina))

A um baldo foi adicionado 8,5g de MnS0O,.H,0O e 3,5g de KMnO, e a mistura foi agitada
durante 1 hora a temperatura ambiente. Depois, a mistura foi transferido para um Becker
contendo 100g de alumina neutra sob agitacdo, e entdo 200mL de agua destilada foi adicionado
ao Becker e a mistura foi agitada a temperatura ambiente. Em seguida, 100mL de uma solucdo
aquosa de H,SO, 1,0M foi adicionada gota a gota a essa mistura, e o sistema foi agitado por 17
horas. Posteriormente, o precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada e depois

com etanol, e seco em estufa a 100°C por 24 horas.
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5.11 SINTESE DO 4-HNE A PARTIR DA OXIDACAO DO DIOL ALILICO 36 COM
CuCIITEMPO

Em um bal@o contendo uma solugéo do diol alilico 36 (1 mmol) em 2 mL de DMF, foi
adicionado 0,01g de CuClI (0,2 mmol) e 0,015g de TEMPO (0,1 mmol). Essa mistura foi agitada
por 2 horas sobre uma atmostera de oxigénio (1 atm), seguida de extracdo com AcOEt (3 x 5
mL). A fase orgéanica foi lavada com agua destilada (3 x 5 mL), separada, seca com Na,SO, e
entdo o solvente foi evaporado. O bruto reacional foi purificado em coluna de gel de silica
usando uma mistura de n-hexano/AcOEt na proporcdo de 4:1 como eluente, fornecendo o
produto 4-HNE 19 em 80% de rendimento.

5.12 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DO 4-HNE A PARTIR DA
OXIDAGAO DO DIOL ALILICO 36 COM LACASE/TEMPO

Em um erlenmeyer de 30 mL contendo uma solugéo do diol alilico 36 (0,1 mmol) em 5
mL de uma solu¢cdo tampdo de AcONa com pH adequado (3,6, 4,0, 4,4, 4,8 e 5,6), foi
adicionado 25U de lacase (5U/mL) (para lacase de Trametes Versicolor = 25U = 2,5 mg; para
lacase de Pleurotus Ostreatus = 25U = 6 mg) e 0,03 mmol de TEMPO (5 mg). Entdo, as
reacOes colocadas sobre agitacdo em um agitador orbital a uma rotagdo de 160 rpm, usando
temperaturas de 25 °C, 30 °C e 40 °C. Foram retiradas aliquotas das reacdes em tempos de 2

horas e 24 horas, e 0 progresso das reac¢des foi acompanhado via cromatografia gasosa.
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—0

OH
19

(E)-4-hidroxinon-2-enal (4-HNE) 19: Oleo; 0,125g (80%);

RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): 8 0.91 (3H, t, J* = 6.9 Hz), 1.20-
1.58 (6H, m), 1.60-1.75 (2H, m), 1.83 (2H, s), 4.42-4.50 (1H, m), 6.32
(1H, ddd, Pyans = 15.6 Hz, J°® = 8.1 Hz, J* = 1.8 Hz), 6.84 (1H, dd,
JPrans = 15.6 Hz J° = 5.0 Hz), 9.60 (1H, d, J* = 8.1 Hz).

RMN de *C (75 MHz; CDCl;, ppm): & 13.9, 22.5, 24.8, 31.5, 36.4,
71.1, 130.5, 159.0, 193.6.

—0
\
o

40

(E)-4-oxonon-2-enal 40: Oleo;

RMN de *H (300 MHz; CDCl;, ppm): 8 0.91 (3H, t, J® = 6.6 Hz), 1.20-
1.50 (6H, m), 2.70 (2H, t, J® = 7.5 Hz), 6.70-7.0 (2H, m), 9.79 (1H, d,
J*=6.9 Hz).

RMN de *C (75 MHz; CDCl,, ppm): & 22.3, 23.2, 31.1, 41.1, 137.2,
144.9, 193.4, 200.1.
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Anexo 1: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI,) do pent-2-ino-1,4-diol (R,S)-20a.
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Anexo 2: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCI,) do pent-2-ino-1,4-diol (R,S)-20a.
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Anexo 3: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl;) do 5-metilhex-2-ino-1,4-diol (R,S)-20b.
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Anexo 4: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do 5-metilhex-2-ino-1,4-diol (R,S)-20b.
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Anexo 5: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl,) do hept-2-ino-1,4-diol (R,S)-20c.
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Anexo 6: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do hept-2-ino-1,4-diol (R,S)-20c.
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Anexo 7: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl;) do 1-fenilbut-2-ino-1,4-diol (R,S)-20d.
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Anexo 8: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl,) do 1-fenilbut-2-ino-1,4-diol (R,S)-20d.
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Anexo 9: Espectro de RMN de *H (300MHz, CDCl;) do 1-(furan-2-il)but-2-ino-1,4-diol (R,S)-20e.
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Anexo 10: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do 1-(furan-2-il)but-2-ino-1,4-diol (R,S)-
20e.
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Anexo 11: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI,) do hex-2-ino-1,5-diol (R,S)-20f.
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Anexo 12: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do hex-2-ino-1,5-diol (R,S)-20f.
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Anexo 13: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do hex-2-ino-1,4-diol (R,S)-20g.
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Anexo 14: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl,) do hex-2-ino-1,4-diol (R,S)-20g.
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Anexo 15: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl;) do non-2-ino-1,4-diol (R,S)-20h.
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Anexo 16: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do non-2-ino-1,4-diol (R,S)-20h.
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Anexo 17: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do 4-metilhex-2-ino-1,4-diol (R,S)-20i.

OH

Vi

20i
=] o
= g & I
~ 8w = o
e g ] @
o fse] | | % - |
= g P &
P iy & @
«© =] | o
l\ | |
T T T T T : T T T T T T T T . T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 95 90 as &0 75 70 65 L 55 50 45 an 35 30 25 20 15 10

Chemical Shift (ppm)

Anexo 18: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do 4-metilhex-2-ino-1,4-diol (R,S)-20i.
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Anexo 19: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl;) do 1,1-difenilpent-2-ino-1,4-diol (R,S)-20j.
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Anexo 20: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do 1,1-difenilpent-2-ino-1,4-diol (R,S)-20j.
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Anexo 21: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl,) do 1—(3—hidroxibut—1—in—1—i|)ciclohexanol
(R,S)-20I.
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Anexo 22: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do 1-(3-hidroxibut-1-in-1-il)ciclohexanol
(R,S)-20I.
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Anexo 23: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI,) do 2-metilhept-3-ino-2,5-diol (R,S)-200.

Chemical Shift (ppm)

Anexo 24: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do 2-metilhept-3-ino-2,5-diol (R,S)-200.
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Anexo 25: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl;) do 2-metilhex-3-ino-2,5-diol (R,S)-20p.
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Anexo 26: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do 2-metilhex-3-ino-2,5-diol (R,S)-20p.
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Anexo 27: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl,) do 2,6-dimetilhept-3-ino-2,5-diol 20q.
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Anexo 28: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do 2,6-dimetilhept-3-ino-2,5-diol 20q.
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Anexo 29: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl;) do hex-3-ino-1,5-diol (R,S)-20r.
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Anexo 30: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do hex-3-ino-1,5-diol (R,S)-20r.
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Anexo 31: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI,) do hept-3-ino-1,5-diol (R,S)-20s.
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Anexo 32: Espectro de RMN de *3C (75 MHz, CDCl;) do hept-3-ino-1,5-diol (R,S)-20s.
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Anexo 33: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do 6-metilhept-3-ino-1,5-diol (R,S)-20t.
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Anexo 34: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl,) do 6-metilhept-3-ino-1,5-diol (R,S)-20t.
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Anexo 35: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl;) do hept-3-ino-1,6-diol (R,S)-20u.

20u
©
%
g = 8 g
g2=an 5 = ® o
arreR 2 & Su
RLL 8 <o
ng | 4
8
ﬁ /
i
: )
Mttt ! A4Sttt it sttt ot dom o Al i s
100 95 90 8! 80 75 70 65 60 S5 S0 45 40 35 30 25 20 15 10

Chemical Shift (ppm)

Anexo 36: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do hept-3-ino-1,6-diol (R,S)-20u.
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Anexo 37: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do (S)-4-hidroxipent-2-ino-1-acetato (S)-
24a.
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Anexo 38: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl,) do (S)-4-hidroxipent-2-ino-1-acetato (S)-
24a.
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Anexo 39: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl;) do (R)-pent-2-ino-1,4-diacetato (R)-25a.
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Anexo 40: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do (R)-pent-2-ino-1,4-diacetato (R)-25a.
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Anexo 41: Espectro de RMN de
acetato (S)-24b.
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Anexo 42: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do

acetato (S)-24b.

(S)-4-hidroxi-5-metilhex-2-ino-1-
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Anexo 43: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do (R)-5-metilhex-2-ino-1,4-diacetato (R)-
25b.
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Anexo 44: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do (R)-5-metilhex-2-ino-1,4-diacetato (R)-
25b.
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Anexo 45: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl,) do (S)-5-hidroxihex-2-ino-1-acetato (S)-
241,
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Anexo 46: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do (S)-5-hidroxihex-2-ino-1-acetato (S)-
24f.
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Anexo 47: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl,) do (R)-hex-2-ino-1,5-diacetato (R)-25f.
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Anexo 48: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl,) do (R)-hex-2-ino-1,5-diacetato (R)-25f.
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Anexo 49: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI;) do (S)-4-hidroxihex-2-ino-1-acetato (S)-

Chemical Shift (ppm)
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Anexo 50: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do (S)-4-hidroxihex-2-ino-1-acetato (S)-

24qg.
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Anexo 51: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl,) do (R)-hex-2-ino-1,4-diacetato (R)-25g.
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Anexo 52: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl,) do (R)-hex-2-ino-1,4-diacetato (R)-25g.
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Anexo 53: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI,) do (S)-2-metilhept-3-ino-2,5-diol (S)-200.
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Anexo 54: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do (S)-2-metilhept-3-ino-2,5-diol (S)-200.
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Anexo 55: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCIl;) do (R)-6-hidroxi-6-metilhept-4-ino-3-
acetato (R)-240.
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Anexo 56: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do (R)-6-hidroxi-6-metilhept-4-ino-3-
acetato (R)-240.
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Anexo 57: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do (S)-2,6-dimetilhept-3-ino-2,5-diol (S)-
20q.
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Anexo 58: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do (S)-2,6-dimetilhept-3-ino-2,5-diol (S)-
20g.
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Anexo 59: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI,) do (R)-6-hidroxi-2,6-dimetillhept-4-ino-3-
acetato (R)-24q.
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Anexo 60: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do (R)-6-hidroxi-2,6-dimetillhept-4-ino-3-
acetato (R)-24q.
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Anexo 61: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI;) do (S)-5-hidroxihex-3-ino-1-acetato (S)-
24r.
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Anexo 62: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do (S)-5-hidroxihex-3-ino-1-acetato (S)-
24r.
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Anexo 63: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI,) do (R)-hex-3-ino-1,5-diacetato (R)-25r.
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Anexo 64: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl,) do (R)-hex-3-ino-1,5-diacetato (R)-25r.
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Anexo 65
24s.
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Anexo 66:
24s.

Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do (S)-5-hidroxihept-3-ino-1-acetato (S)-
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Anexo 67: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl;) do (R)-hept-3-ino-1,5-diacetato (R)-25s.
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Anexo 68: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl,) do (R)-hept-3-ino-1,5-diacetato (R)-25s.
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Anexo 69: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do (S)-5-hidroxi-6-metilhept-3-ino-1-
acetato (S)-24t.
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Anexo 70: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do (S)-5-hidroxi-6-metilhept-3-ino-1-
acetato (S)-24t.
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Anexo 71: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do (R)-6-metilhept-3-ino-1,5-diacetato
(R)-25t.
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Anexo 72: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do (R)-6-metilhept-3-ino-1,5-diacetato (R)-
25t.
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Anexo 73: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls;) do (S)-6-hidroxihept-3-ino-1-acetato (S)-
24u.
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Anexo 74: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCI,) do (S)-6-hidroxihept-3-ino-1-acetato (S)-
24u.
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Anexo 75: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) do (R)-hept-3-ino-1,6-diacetato (R)-25u.

9
2
g &g
(R)-25u 5 5
- g 2
> g 8 I S28
3 @ g 32
s o g g o
b= | |
=
g
'\“\
J n
s L AL St aterina et At e M
8 | 176 168 160 152 144 13 128 120 | 112 104 = 6 & a0 72 64 s s 2 2 2 16

Chemical Shift (ppm)

Anexo 76: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do (R)-hept-3-ino-1,6-diacetato (R)-25u.
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Anexo 77: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI,) do hex-5-ino-1,4-diol (R,S)-31.
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Anexo 78: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do hex-5-ino-1,4-diol (R,S)-31.
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Anexo 79: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI,) do hept-6-ino-1,5-diol (R,S)-32.
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Anexo 80: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl,) do hept-6-ino-1,5-diol (R,S)-32.
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Anexo 81: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI,) do oct-7-ino-1,6-diol (R,S)-33.
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Anexo 82: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do oct-7-ino-1,6-diol (R,S)-33.
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Anexo 83: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl,) do (E)-non-2-eno-1,4-diol 36.
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Anexo 84: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl,) do (E)-non-2-eno-1,4-diol 36.
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Anexo 85: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI,) do (E)-4-hidroxinon-2-enal (4-HNE) 19.

Chemical Shift (ppm)
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Anexo 86: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCI;) do (E)-4-hidroxinon-2-enal (4-HNE) 19.
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Anexo 87: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl,) do (E)-4-oxonon-2-enal 40.
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Anexo 88: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl,) do (E)-4-oxonon-2-enal 40.




