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RESUMO

Este trabalho aborda a sintese de produtos naturais de duas espécies, um percevejo
que tem como feromdnio sexual ésteres de cadeia longa com ramificacdes metilicas e
uma espécie de rd que apresenta alcaloides em sua pele com funcéo de defesa. Portanto
esta tese esta dividida em dois capitulos, sendo que em ambos foram abordadas a visdo
retrossintética das estruturas e desenvolvimento de rota sintética para obtencdo dos
compostos desejados. O primeiro capitulo aborda a sintese de estereisomeros do
componente majoritario do feromonio sexual do percevejo Edessa meditabunda, que €
uma praga da soja. O Brasil é o segundo maior produtor mundial deste grdo e anualmente
cerca de 20% da producdo € perdida devido a pragas, principalmente mariposas e
percevejos. E. meditabunda faz parte de um importante complexo de percevejos que
atacam a cultura de soja. O foco principal de alimentacdo desta espécie ndo é o grao da
soja, como comumente ocorre com pentatomideos, mas sim a seiva do caule, causando
lesBes escuras que levam a uma alta taxa de mortalidade das plantas. Um estudo
previamente realizado no Laboratorio de Semioquimicos identificou através da sintese
dos componentes o feroménio sexual liberado por machos dessa espécie como sendo o
4,8,12-trimetilpentadecanoato de metila como componente majoritario e 4,8,12-
trimetiltetradecanoato de metila como minoritario. Bioensaios em olfatbmetro em Y
mostraram que 0 componente majoritario sintético € tdo atrativo para fémeas quanto o
extrato natural. E conhecido que a estereoquimica tem papel fundamental no processo de
atratividade entre os insetos, sendo que cada estereisbmero pode desencadear uma
diferente resposta no organismo. Portanto nesta parte do trabalho foi realizada a sintese
de quatro estereoisbmeros do componente majoritario, no intuito de determinar a
estereoquimica absoluta do composto produzido pelos machos. Blocos de construgédo
quiral foram obtidos partindo de compostos comercialmente disponiveis com
estereoquimica definida, (R) ou (S)-citronelol e (S)-(-)-3-hidréxi-2- metilpropionato de
metila. Estes blocos foram acoplados através de reac6es de Grignard, levando a obtencao
dos estereoisdbmeros 4R,8S5,12S, 4R,8R,12S, 4S,85,12S e 4R,8R,12R-4,8,12-
trimetilpentadecanoato de metila. A estereoquimica do composto natural ainda nao foi
determinada pois ndo foi possivel alcangar uma resolucéo satisfatoria do racemato deste

composto.

No segundo capitulo desta tese esta apresentado o estudo de alcaloides isolados
da pele de ras da espécie Eleutherodactylus iberia. Diversos anuros apresentam um
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arsenal quimico poderoso em sua pele para utilizar como protecdo contra bactérias e
fungos. Familias de anuros conhecidas como rés venenosas sao caracterizadas por possuir
alcaloides em suas secre¢Oes da pele e por apresentarem a capacidade de sequestrar seus
compostos de defesa de sua dieta de artropodes, normalmente formigas e acaros, sendo
que a espécie Eleutherodactylus iberia foi a mais recente a ter esta capacidade
identificada. Em estudos anteriores, alcaloides foram encontrados nos extratos da pele de
E. iberia, porém dois alcaloides piperidinicos de estrutura inédita ndo foram identificados.
Neste estudo foram feitas propostas estruturais para estes compostos, sendo estas 0 9-
(1,6-dimetilpiperidin-2-ila)nonan-1,2-diol e 9-(1,6-dimetilpiperidin-2-ila)nonan-2-ol.
Rota sintéticas para obtengéo destes alcaloides foram desenvolvidas e ap6s a sintese dos
dois compostos, estes apresentaram espectros de massas muito semelhantes com os dos
compostos naturais. Novos extratos naturais de pele deverdo ser obtidos para que seja
possivel realizar a coinjecdo com o0s compostos sintéticos para confirmacdo das

estruturas.

Palavras-chave: sintese total, produtos naturais, semioquimicos, alcaloides, Edessa

meditabunda e Eleutherodactylus iberia.



ABSTRACT

This project describes the synthesis of natural products of two species, a stink bug
that present as sex pheromone esters with long chain and methyl branches and a frog
species that has in the skin alkaloids used for protection. In this way this thesis is separated
in two chapters, and in both the retrosynthetic view of the structures and the development
of a synthetic route to obtain the desired compounds were discussed. The first chapter
describes the synthesis of stereoisomers of the major component of the sex pheromone of
Edessa meditabunda, which is a soybean pest. Brazil is the second world producer of this
bean and anually 20% of the production is lost due to pests, mainly moths and stink bugs.
E. meditabunda is part of an important complex of stink bugs that occur in soybean. The
main feeding focus of this species is not the grain of soybeans as commonly occurs with
pentatomids, but rather the sap of the stem, causing dark lesions that leads to a high
mortality rate of the plants. Study previously developed in Laboratério de Semioquimicos
identified through synthesis of the components the sex pheromone released by males of
the species as methyl 4,8,12-trimethylpentadecanoate as major component and methyl
4,8,12-trimethyltetradecanoate as minor compound. Bioassays in Y olfactometer showed
that the major synthetic compound is as atractive to females as the natural extract. It is
known that stereochemistry has a fundamentol role in the attractiveness process between
insects and each stereoisomer can trigger a different response in the organism. In this part
of the study it was performed the synthesis of four estereoisomers of the major component
aiming to determine the absolute stereochemistry of the natural compound produced by
males. Chiral building blocks were obtained starting from commercially available
compounds with defined setreochemistry, (R) or (S)-citronellol and methyl (S)-(-)-3-
hydroxy-2-methylpropionate. These blocks were coupled through Grignard reactions,
leading to the stereoisomers methyl 4R,8S,12S, 4R,8R,12S, 4S,8S,12S and 4R,8R,12R-
4,8,12-trimethylpentadecanoate. The stereochemistry of the natural compound is still not
determined because it was not possible to achieve a satisfactory resolution of the

racemate.

In the second chapter of this thesis, it is presented the study of alkaloids isolated
from the skin of the frog species Eleutherodactylus iberia. Several anurans present a
powerful chemical arsenal in the skin to use as protection against bacteria and fungus.
Anurans families known as poison frogs are characterized to posses alkaloids in their skin

secretions and present the capacity of sequester their defense compounds from the diet of
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arthropods, usually ants and mites. The specie Eleutherodactylus iberia was the most
recent one to have this capacity identified. In previous works, alkaloids were identified in
skin extracts of E. iberia, but two piperidinic alkaloids of novel structure were not
identified. In the present work structural proposes were made for these unknown
compounds, these being 9-(1,6-dimethylpiperidin-2-yl)nonane-1,2-diol e  9-(1,6-
dimethylpiperidin-2-yl)nonane-2-ol. Synthetic routes were developed for the obtainment
of the alkaloids and after the synthesis of the two proposed structures they presented mass
spectra very similar with the ones from the natural compounds. New natural extracts from
skin must be obtained so it is possible to make the coinjection with the synthetic

compounds to confirm the structures.

Keywords: total synthesis, natural products, semiochemicals, alkaloids, Edessa

meditabunda e Eleutherodactylus iberia.
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APRESENTACAO

Esta tese de doutorado esta dividida em dois capitulos:

Capitulo | - Sintese de estereoisdbmeros do 4,8,12-trimetilpentadecanoato de

metila, componente majoritario do feromoénio sexual de Edessa meditabunda

(Hemiptera: Pentatomidae).

Parte do trabalho desenvolvida no Laboratorio de Semioquimicos na Universidade
Federal do Paran4, sob orientagdo do Professor Doutor Paulo Henrique Gorgatti Zarbin.

Capitulo Il - Sintese de alcaloides piperidinicos encontrados na pele de ras da

espécie Eleutherodactylus iberia (Anura: Eleutherodactylidae).

Parte do trabalho desenvolvida no Institut fiir Organische Chemie na Technische
Universitat Braunschweig na Alemanha, sob orientacdo do Professor Doutor Stefan
Schulz.



Capitulo I - Sintese de estereoisdbmeros do  4,8,12-
trimetilpentadecanoato de metila, componente majoritario do
feromonio sexual de Edessa meditabunda (Hemiptera: Pentatomidae).



1. INTRODUCAO
1.1 Ecologia quimica

O termo ecologia foi definido em 1886 por Ernst Haeckel como a ciéncia que
estuda interacdes entre 0s organismos e entre organismos e seu ambiente; o estudo das
substancias quimicas envolvidas nesse processo é conhecido como ecologia quimica.™
A compreensdo ecoldgica dos produtos naturais que mediam interacGes dentro e entre
organismos pode ser considerado o principal objetivo da ecologia quimica e o
conhecimento da natureza dos metabdlitos que mediam tais interacGes é central nessa
area. A identificacdo destes compostos bioativos abre diversas possibilidades, desde
estudo fundamental do papel bioldgico das substancias,!?! investigacbes gerais de
fisiologia e ecologia de um organismo até a manipulacdo de um ecossistema inteiro.f!
Estas moléculas sinalizadoras motivam muitos estudos em pesquisa basica mas também
apresentam diversos outros interesses como comercial, por exemplo, como no controle
integrado de pragas ou ainda, medicinal uma vez que diversos destes compostos sao
utilizados para defesa destes organismos; um exemplo recente foi a descoberta de um
peptideo utilizado pela vespa brasileira Polybia paulista contra bactérias, sendo que este
composto apresentou alta atividade no combate de células cancerigenas sem afetar células
saudaveis.l* Esse € um exemplo de semioquimicos, que sdo moléculas biofuncionais que
espalham informacgfes entre os individuos, evocando respostas comportamentais ou
fisiologicas nos organismos receptores. Apds a publicagdo do livro “Chemical Ecology ”
em 1970 e a criagdo do periodico “Journal of Chemical Ecology” em 1974, o termo
ecologia quimica passou a ser amplamente aceito e aplicado como uma nova linha de

pesquisa e estudos da quimica e biologia dos semioquimicos.r!

1.2 Semioquimicos

Todos os seres vivos, uma vez sendo constituintes de um mesmo ecossistema, tem
a capacidade e necessidade de se comunicar de forma inter e intraespecifica. De forma
geral, esta comunicacdo ocorre através de estimulos 6ticos, auditivos, vibracionais e
tateis.[! Além destes meios, muitas criaturas utilizam sinais quimicos, chamados de
semioquimicos, como fonte de informacio sobre o mundo ao redor delas.l” & Estas
substancias tem a finalidade de mediar diversos comportamentos tais como localizagédo
de presas, selecdo de plantas hospedeiras, atracdo de parceiro sexual, organizacdo de

atividades sociais, induzir comportamentos, tais como de defesa, agregacdo ou dispersao,

3



entre outras.[® 10

O termo semioquimicos deriva do grego (semeion = sinal), significando, ent&o,
sinais quimicos.®! Essas substancias sio separadas em dois grupos, feromonios e
aleloguimicos. Os feromonios sdo moléculas biofuncionais utilizadas na comunicacéo de
individuos da mesma espécie. Ja os aleloquimicos sdo moléculas biofuncionais usadas na
comunicacdo de individuos pertencentes a espécies diferentes; a palavra deriva do grego
“allelon” que significa de cada um.[**) Semioquimicos sio classificados de acordo com o
tipo de comportamento que provocam (Figura 1).1*?

Os aleloguimicos diferenciam-se de acordo com o tipo de organismo que esta
sendo beneficiado na comunicacdo. Cairomoénios sdo sinais quimicos que, quando
liberados, beneficiam somente o agente receptor. Alomonios, ao contrario, favorecem
somente o0 emissor. Ja os sinomoénios favorecem tanto o agente emissor como o receptor
do sinal.l*?]

Sinais emitidos por meio de feromonios podem atuar de forma prolongada na
fisiologia e desenvolvimento dos insetos (denominados “preparadores”) ou podem
provocar mudanca imediata no comportamento dos individuos (denominados
“desencadeadores”). Estes feromonios podem atuar como atraentes sexuais, marcadores

de trilhas, ou propiciar comportamentos de agregacao, alarme, dispersao, entre outros.

‘ Semioquimico |

‘ Feromdnio ‘ Aleloquimico

| | Cairomdnio
| Preparador | |Desencadeadur |

| _
Sexual - Alarme - Trilha @

Agregacio - Oviposicio

Sinomonio

Figura 1: Classificacdo dos semioquimicos

O termo feromdnio foi introduzido por Karlson e Lischer,*4 (deriva do grego
pherein = transferir e hormon = excitar),!® e s3o a classe de semioquimicos mais

estudadas, destacando-se os feromonios sexuais.



A quimica de feromdnios se iniciou em 1959 quando Butenandt determinou a
estrutura do Bombikol, (o feroménio sexual da mariposa do bicho-da-seda (Bombyx
mori).[*®l Sendo uma molécula que ndo apresenta estereocentros a Gnica determinagéo
necessaria foi da geometria da ligacdo dupla, uma vez que o isomerismo cis/trans €
extremamente importante na bioatividade de feromadnios olefinicos.*”1 Logo em seguida,
nos anos 60 e 70, diversos feromonios quirais foram identificados, como a exo-
brevicomina (Figura 2), o feromonio de agregacdo do besouro Dendroctonus brevicomis,

o qual iniciou os estudos de estereoquimica nos semioquimicos. 820

Bombikol ~ exo-brevicomina

Figura 2: Estrutura do Bombikol e da exo-brevicomina e imagem dos individuos das
espécies B. mori (Linnaeus, 1758) e D. brevicomis (LeConte, 1876)

1.3 Estereoquimica e bioatividade dos semiogquimicos

Os principais objetivos da sintese de feromdnios sdo confirmar a estrutura
proposta, incluindo sua configuracdo absoluta, e prover amostras em quantidades
suficientes para estudos bioldgicos e testes de campo para controle de pragas.!?!
Feromdnios normalmente sdo compostos organicos de massa molecular baixa, de
diversos tipos estruturais. LigacOes duplas e centros estereogénicos presentes nas

moléculas enriquecem sua diversidade.

Dificuldades sdo encontradas no estudo da determinagdo da estereoquimica de
feromonios naturais, pois estes normalmente sdo obtidos em pequenas quantidades (g
até mg), sendo muitas vezes 6leos volateis, tornando-se impossivel utilizar metodologias
convencionais para atribuir sua estereoquimica. A melhor maneira de contornar esse
problema é realizar a sintese enantiosseletiva do feromdnio alvo a partir de compostos de

configuracio conhecida ou indugio de quiralidade.*?!



Em 1973, Mori realizou a primeira atribuicdo da configuracdo absoluta do
feromoénio de um inseto através de sua sintese enantiosseletiva.l??l A sintese do
enantidbmero (S) do (Z)-14-metil-8-hexadecen-1-ol, feroménio do Trogoderma inclusum,
a partir do (S)-2-metil-1-butanol, mostrou que esse isbmero apresenta dextrorrotacéo.
Silverstein e colaboradores haviam isolado o composto natural deste besouro e
encontraram que ele era levorotatorio,!*3! logo a configuragdo absoluta pode ser atribuida
como sendo (R) (Figura 3).

/:\

(CHp)4 (CHy);OH

(R)-(2)-14-metil-8-hexadecen-1-ol

Figura 3: Estrutura do (R)-(Z)-14-metil-8-hexadecen-1-ol e imagem de um individuo da

espécie Trogoderma inclusum (LeConte, 1854)

Até os anos 70 os quimicos consideravam que 0s produtos naturais ocorriam na
forma enantiomericamente pura, apesar de haver algumas excecdes.??l Com os avancos
ocorridos nas metodologias de sintese seletiva foi possivel sintetizar diversos produtos
naturais na sua forma opticamente pura e percebeu-se que muitos deles ocorriam na forma

de misturas de isdbmeros.[?!

Feromdnios com ramificacdes metilicas, que incluem terpenos e ndo-terpenos, é
um grupo quimico muito interessante pois é utilizado na comunicacao espécie-especifica
de besouros, mariposas, formigas, baratas, percevejos, aranhas, mosquitos, acaros e assim
por diante. A sintese estereosseletiva deste tipo de composto tem sido alcancada
empregando fontes quirais confiaveis, compostos de “chiral pool”, ou utilizando reagdes
enantiosseletivas engenhosas, como uso de auxiliares quirais por exemplo. Os estudos de
biossintese ainda séo limitados entdo é de grande interesse examinar como as estruturas,
particularmente a posicédo e a configuracdo das metilas, estdo correlacionadas com fatores

de taxonomia e bioatividade da molécula.[?8

Diversas sinteses enantioseletivas de feromonios contendo ramificagdes metilicas
tem sido realizadas utilizando fontes quirais. Esta técnica apresenta a vantagem de utilizar
compostos comercialmente disponiveis com elevada pureza oOtica, levando a produtos

com a mesma caracteristica. Atualmente além de compostos naturais com estereoquimica
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definida possuindo ramificacdes metilicas, muitos compostos sintéticos estdo disponiveis
como material de partida. Compostos naturais e sintéticos amplamente utilizados séo
mostrados na Figura 4. Um dos produtos naturais de destaque neste uso ¢é o (f3)-citronelol
que tem disponibilidade comercial com altos excessos enantioméricos de ambos
isbmeros, assim como seu aldeido correspondente, o citronelal. O grande beneficio desta
estrutura como material de partida é a possibilidade de transformar esta molécula em um
bloco quiral bifuncional. Nos anos 80 muitos trabalhos foram reportados utilizando
isopulegol e pulegona como material de partida. Compostos sintéticos com diversidade
estrutural vem sendo desenvolvidos ao longo dos anos, porém infelizmente nem sempre
estes sdo aplicaveis em uma sintese de média e grande escala devido aos seus pregos
elevados. Destacam-se compostos sintéticos amplamente utilizados o 6xido de propileno
e 3-hidroxi-2-metilpropionato de metila.?”]

o (o fl
N

(S)-citronelol (S)-citronelal Isopulegol
/Om/'\/OH o/>/
o (R)-6xido de propileno
(8)-3-hidroxi-2-metilpropionato
de metila

Figura 4: Compostos naturais e sintéticos comumente aplicados na sintese

enantiosseletiva de feroménios contendo ramificacdes metilicas

InvestigacGes nessa area levaram a descobertas interessantes, mostrando que as
relacBes existentes entre a configuracdo absoluta e a atividade do feromonio séo diversas
e complexas, e somente a sintese das substancias na sua forma enantiomericamente pura

pode levar & total compreenséo da relagio que esta guarda com a bioatividade.[?!

O estudo dos semioquimicos leva & compreensdo da fungdo bioldgica destes
compostos nos organismos, que auxiliam no desenvolvimento de diversas areas, como o
processo de classificagdo da taxonomia, bem como entendimento de processos evolutivos
das espécies. A descoberta destes novos produtos naturais origina compostos bioativos

que podem ser utilizados em nosso beneficio na medicina, como por exemplo a penicilina,



que foi o primeiro antibidtico a ser utilizado com sucesso, substancia isolada do fungo
Penicillium chrysogenum.?l Um exemplo que demanda estudos urgentes no Brasil é o
caso do Aedes aegypti. O estudo das substancias liberadas na pele de humanos que atraem
0s mosquitos dessa especie possibilitou um grupo de pesquisadores desenvolver uma
armadilha que tem a eficacia de capturar cerca de dois mil insetos por noite,*% o que pode
causar um grande impacto no controle deste mosquito que afeta muito a area de saude,
uma vez que sabe-se que € o vetor de transmissdo da dengue, febre chikungunya e, mais
recentemente, a descoberta do virus da zika. O impacto econémico também alavanca os
estudos na area de semioquimicos. O uso destes compostos no manejo integrado de pragas
pode levar & uma economia consideravel, tanto pela diminuigdo no gasto com pesticidas,

bem como minimizando as perdas nas safras.

1.4 O manejo integrado de pragas

A utilizacdo desenfreada de pesticidas convencionais leva a resisténcia de pestes,
severas alteracBes na ecologia natural, riscos de intoxicacdo, residuos em alimentos,
danos ao meio ambiente e afeta severamente a economia. O nimero de insetos e outras
espécies que desenvolvem resisténcia aos pesticidas vem aumentando, levando as
companhias ao desenvolvimento de novos pesticidas e a utilizagdo de novas praticas para
o0 combate das pragas, entre elas o uso de semioquimicos.[*®

O manejo integrado de pragas baseia-se no uso de feromdnios para manipulagéo
da populacdo de insetos na agricultura. Esta pratica vem sendo desenvolvida no intuito
de diminuir as quantidades utilizadas de agroquimicos e na procura de atender a demanda
do campo na obtencdo de um produto economicamente competitivo, mas ecologicamente
viavel, respondendo aos anseios da sociedade pela preservacdo ambiental e por alimentos
sem contaminag&o.l!

A aplicacdo de semioquimicos no manejo de pragas é feito majoritariamente
através de trés maneiras. A primeira é o0 monitoramento, onde insetos sdo atraidos para
uma armadilha a fim de se detectar e monitorar a populacao, para determinar em qual area
da cultura a praga esta presente e racionalizar se ha insetos suficientes para justificar a
utilizacdo do agroquimico, bem como qual a dose a ser aplicada. A segunda utilizagéo
bastante significativa é para captura dos insetos em massa, que auxilia ao remover um
grande namero de insetos, sanando a cultura de ataques. A terceira pratica mais eficaz é

conhecida como confundimento sexual, muito utilizada no controle de lepiddpteras, que


https://pt.wikipedia.org/wiki/Penicillium

tem o intuito de interromper o acasalamento, onde o feroménio sexual sintético é
dispersado em alta dosagem em diversos pontos da plantacdo ocasionando a saturagao do
composto ao nivel do inseto, fazendo com que o parceiro sexual ndo consiga encontrar o
sexo oposto pois ndo é capaz de distinguir o local de emissd0.*2 Além de necessitar de
doses muito menores de aplicacdo e ndo apresentar toxicidade que seria transmitida ao
alimento e a0 meio ambiente, uma grande vantagem do uso de semioquimicos esta na sua
especificidade, uma vez que a comunicacdo por feroménio é altamente espécie-
especifica, sendo assim, outros insetos ndo sdo afetados com esta pratica, mantendo o
equilibrio ecologico.

O uso de semioquimicos no manejo integrado de pragas ja é realizado em diversas
culturas. Na regido de plantacdo de laranja em Séo Paulo, a maior praga desta cultura é a
mariposa da espécie Ecdytolopha aurantiana (Lima 1927), conhecida como bicho-furédo-
dos-citrus. O feromdnio sexual, que é liberado pelas fémeas, foi identificado como sendo
0 acetato de (E)-dodec-8-em-1-ila e o alcool correspondente (Figura 5). Foram
desenvolvidas armadilhas com a mistura feromonal, e estas sdo utilizadas ha alguns anos
para combater a praga no campo, o que diminuiu a perda de frutos de cerca de duzentas
para uma unidade por dia por arvore. Além do aumento na producéo, houve também um
grande impacto na reducéo do uso de pesticidas.[**! Estima-se que a economia foi de cerca
de 132 milhdes de dolares em Sao Paulo na safra 2013/2014.1%4

Figura 5: Fémea da espécie Ecdytolopha aurantiana e os dois componentes do feroménio

sexual, acetato de (E)-dodec-8-en-1-ila e (E)-dodec-8-en-1-ol

1.5 Soja e a familia pentatomidae

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja (Glycine Max) ficando atras
apenas dos Estados Unidos. Segundo o United States Department of Agriculture (USDA,
sigla em inglés),% a produc&o brasileira do grdo foi de aproximadamente 96 milhdes de
toneladas na safra 2014/2015, caracterizando esta como a cultura agricola mais
importante do pais. Entretanto, 15 a 20% da produgdo é perdida anualmente devido ao
ataque de insetos-pragas no Brasil, principalmente percevejos e mariposas. Entre 0s

percevejos, as espécies mais importantes pertencem a familia Pentatomidae. %!



A familia Pentatomidae é a terceira maior dentro da ordem Hemiptera, com cerca
de quatro mil espécies descritas, de um total de aproximadamente trinta e sete mil espécies
descritas para a ordem!®”l. Estes percevejos fitfagos sio encontrados em todos tipos de
plantacdo, incluindo cereais, culturas forrageiras e de fibras e culturas perenes, tais como
nozes e arvores frutiferas. Os danos sao causados tanto pelos individuos imaturos quanto
adultos, porém apenas os adultos séo alados e capazes de movimento a longa distancia.
As injarias produzem lesfes necroticas que muitas vezes causam aborto prematuro da
planta, enquanto folhas atacadas podem murchar e morrer. Percevejos também estdo
relacionados como vetores de patdgenos das plantas, como bactérias, fungos e
leveduras.[8!

Apesar de numerosa e da grande importancia econdmica sdo poucas as espécies
com o feroménio identificado e sintetizado. Os estudos dos compostos envolvidos na
comunicacdo quimica de percevejos sd@o voltados na identificacdo de feromdnios de
alarme e de defesa, uma vez que este séo liberados em maior quantidade. A identificacdo
de feroménio sexual e de agregacdo é menos estudado, pois sdo liberados em menor
concentracdo e por isso sdo influenciados pelo fato dos insetos liberarem grandes
quantidades de compostos de defesa em resposta a perturbacdo, sendo assim pode ser
dificil obter extratos que ndo apresentem contaminacdo de secrecfes defensivas que
podem mascarar ou oprimir os componentes do feroménio. A identificacdo dos
compostos utilizados na comunicacdo destes insetos, principalmente os que sdo usados
na busca de parceiro para acasalamento, possibilita o desenvolvimento de estratégias de
controle com isencdo ou racionalizagdo de agroquimicos.

A literatura de Heteroptera descreve que 0s machos sdo responsaveis pela
producdo e liberacdo do feromdnio sexual, que tem a funcédo de atrair as fémeas de uma
distancia mais longa para sua proximidade.*®) A producdo destes compostos esté
influenciada pela umidade, bem como pela presenca e pelo tipo de alimento que o inseto
encontra.*!l Ja as fémeas produzem sinais vibracionais que apresenta uma frequéncia
caracteristica de cada espécie e no geral fazem a aproximacao dos individuos de distancias
mais curtas.[*?l Os machos sido capazes também de regular a producdo do feroménio
sexual a partir da percepcdo da vibragdo de conespecificos.**! Espécies de percevejos em
alguns casos compartilham do feromonio utilizado, porém elas se diferem atraves do alto
grau de especificidade apresentado nos sinais vibracionais, garantindo assim o encontro

de parceiros para o acasalamento.
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Dos feromonios sexuais identificados para a familia Pentatomidae até o momento,

n&o se observou um padréo estrutural, como pode ser observado na Figura 6, onde estdo

apresentadas estruturas de diversos feroménios sexuais de espécies de pentatomideos,

juntamente com o ano de

identificacéo.

SO

\/\/\:/\)J\O/

Euschistus obscurus (1994)

/jLO/N\/JL\/f\\
//u\o/*\jéé\\v/A\T¢f\\¢/Oxﬂ:/

Oechalia schellenbergii (1996)

(0]

M urgantia hietrionica, Eurydema ventra
Eurydema oleraceum L. (1996)

leL. e

Piezodorus hybneri (1998)

Euschistus heros (2000)

Chlorochroa ligata e Chlorochroa uhleri

)\/\)\/\)\/loj\:
X X e
)\/\)\/U\
X X o~
)\/\)\/?L
. :/

Chlorochroa sayi (2001)

(2001)

e

Thyanta pallidovirens (2002)

Eysarcoris parvus (2002)

W\/LLO/

Thyanta perditor (2005)

Tibraca limbativentris (2006)

OH

(0]

SO

Agroecus griseus (2012)*

Acrosternum hilare (2001)
Chinavia ubica e Chinavia impicticornis (2012)

Edessa meditabunda (2012)*

Piezodorus guildinii (2007)

\/\)\W\MN

Phthia picta (2012)*

Pallantia macunaima (2013)*

Oebalus poecilus (2013)

Pellaea stictica (2015)*

A

Figura 6: Feromonios sexuais identificados na familia Pentatomidae, acompanhado do

ano da identificacdo. As espécies assinaladas com asterisco foram identificadas no

Laboratorio de Semioguimicos — UFPR
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O que pode ser ressaltado é o fato destes compostos no geral serem oriundos de
biossintese da rota do acetato ou dos terpenos.!#4-¢% As espécies assinaladas com asterisco
tiveram seu feroménio sexual identificado no Laboratorio de Semioquimicos da UFPR,
que realizou o estudo da ecologia quimica de diversas espécies de percevejos nos ultimos
anos.[61-6%]

Os percevejos por também se alimentarem diretamente dos grdos, causam
problemas sérios, afetando o rendimento e a qualidade das sementes de sojal®®l. Os
pentatomideos Euschistus heros (Fabricius, 1798), Piezodorus guildinii (Westwood,
1837), Nezara viridula (Linnaeus 1758) e Edessa meditabunda (Fabricius, 1794) séo
membros de um importante complexo de percevejos que ataca a soja na regido central e

sul do continente americano, especialmente no Brasil(®],

Edessa meditabunda é uma espécie neotropical e alimenta-se da seiva de diversas
plantas cultivadas e silvestres, particularmente, solandceas. Sao ocasionalmente
encontrados em abundancia nos cultivos de soja da regido Sul e Centro-Oeste, as
principais regides produtoras do Brasil. Entretanto, o principal sitio de alimentacéo desta
espécie ndo € o grdo, como ocorre normalmente com os pentatomideos, mas sim o caule
da planta, originando lesdes escuras e levando a graves injarias que podem ocasionar a

morte da planta (Figura 7).

Figura 7: E. meditabunda e os danos causados a cultura de soja (Fotos: Mauro Rodrigues)

1.6 Identificacéo e sintese do racemato dos componentes do feroménio sexual de E.

meditabunda

Estudos previamente realizados no Laboratorio de Semioquimicos da UFPR
mostraram,[® através da comparagdo de cromatogramas obtidos em CG, a existéncia de

dois compostos macho-especificos (A e B) presentes em extratos de aera¢do de machos
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adultos de E. meditabunda, como ilustrado na Figura 8. A proporcao encontrada para
estes compostos foi calculada baseando-se na area dos picos cromatograficos, detectados
por FID, como 92% (majoritario, A): 8% (minoritario, B).

/A
/ B
e

R D

‘ 225 280
R i u_,_.u__.u.i_L " . oo e Macho
i — A ~ I . . B .._r. - e ..I. R & Y Fémea

10.0 15.0 20.0 250 300 350 min

Figura 8: Comparacao dos extratos de machos e fémeas de Edessa meditabunda com

ampliacdo da regido dos compostos macho especificos

Bioensaios em olfatdmetro tipo “Y”, empregando-se 0S produtos naturais,
mostraram que extratos de volateis de machos sdo altamente atrativos somente para
fémeas, enquanto extratos de fémeas ndo exibem atratividade para nenhum dos sexos.
Estes resultados fornecem uma evidéncia de que o comportamento sexual de E.
meditabunda é mediado por um feroménio sexual que provavelmente consiste da mistura

dos dois compostos macho-especificos.

Bioensaios eletrofisioldgicos em CG-EAD empregando-se extratos de aeracao de
machos e antenas de ambos o0s sexos foram conduzidos e mostraram que antenas de

fémeas exibem bioatividade frente ao composto macho especifico A (Figura 9).
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Figura 9: Analise de CG-EAD empregando-se extratos de macho e antenas de fémeas de

E. meditabunda

Em estudo posterior realizado no mesmo grupo de pesquisa,’® foi feita a
identificacdo estrutural dos componentes do feromdnio sexual de E. meditabunda através
de andlises por espectrometria de massas, infravermelho e microderivatizacfes. As
estruturas dos componentes majoritario A e minoritario B foram propostas como sendo o
4,8,12-trimetilpentadecanoato de metila e 4,8,12-trimetiltetradecanoato de metila,

respectivamente (Figura 10).

A o]
\)\/\/k/\/k/\ﬂ/o\
B o]

Figura 10: Proposta das estruturas dos componentes do feromonio sexual de E.

meditabunda

Para confirmacdo da proposta estrutural foi realizada a sintese racémica dos
compostos (Esquema 1). A rota sintética empregada para obtencdo dos compostos
baseou-se em uma sequéncia de reacfes de Grignard para construcdo do esqueleto
carboénico com as ramificagfes nas posi¢des corretas. Partindo da metilciclopropilcetona
e do bromopropano foi possivel sintetizar o componente majoritario A com 7,9% de
rendimento global ap6s 11 etapas. O composto minoritario B foi sintetizado empregando-

se a mesma rota sintética, porém utilizando metilciclopropilcetona e bromoetano,
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obtendo-se um rendimento global de 9,9%. Ambos componentes foram sintetizados de
forma racémica, obtendo-se uma mistura dos oito estereoisbmeros possiveis para 0s

compostos.[’%

0]

A:R=CH,
B:R=H

Esquema 1: Rota de sintese utilizada para obtencdo dos compostos do feromonio sexual

de Edessa meditabunda

As estruturas inicialmente propostas foram confirmadas através da comparacéo de
seus respectivos perfis cromatograficos e espectroscopicos dos compostos sintéticos com
0s naturais. Bioensaios em olfatdmetro tipo Y mostraram que 0s compostos sintéticos sao
tdo atrativos para machos quanto o extrato natural de fémeas. Esses ensaios mostraram,
ainda, que o composto majoritario sozinho € tdo atrativo quanto os extratos naturais. A
adicdo do componente minoritério sintético ndo alterou significativamente a atratividade
dos machos. A presenca do composto minoritario nos extratos e sua funcéo bioldgica
devera ser estudada em trabalhos posteriores.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Sintese de estereoisémeros do 4,8,12-trimetilpentadecanoato de metila, componente
majoritario do feromonio sexual de Edessa meditabunda (Hemiptera: Pentatomidae),

visando a determinac&o da estereoquimica absoluta do composto natural.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolvimento de rotas sintéticas para obtencdo de blocos de construcdo quiral, a
partir de materiais comerciais com estereoquimica conhecida, (R) ou (S)-citronelol e (S)-
(-)-3-hidroxi-2- metilpropionato de metila.

- Desenvolvimento de metodologia para realizar o acoplamento entre os blocos quirais

obtidos para obtencéo dos estereoisdmeros do composto de interesse.

- Sintetizar os estereoisdmeros do 4,8,12-trimetilpentadecanoato de metila necessarios
para determinacdo da estereoquimica absoluta do composto natural produzido pelos
machos de Edessa meditabunda.

- Desenvolvimento de método analitico para obter a resolucdo da mistura de todos
isdbmeros do alcool 4,8,12-trimetilpentadecanol, a fim de se determinar qual isémero é
produzido naturalmente através da comparacdo dos tempos de retencdo de cada isbmero

em separado e do composto natural.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise estrutural

A analise estrutural do 4,8,12-trimetilpentadecanoato de metila permitiu
racionalizar a molécula em trés blocos de construcao, como apresentado na Figura 11. Os
blocos de construgcéo A (4) e B (6) seriam sintetizados a partir do R ou S-citronelol (1) e
0 bloco C (10) seria sintetizado a partir do éster comercial (S)-(-)-3-hidrdxi-2-

metilpropionato de metila (7).

)V\)*\/\OH

Rous

TBSO\/\)*\/\Br /\/\/\‘Br

A Rous§ S B

N\ 7

()

\[/
Y/

THPO._~__OTs — HO\/\[(O\
C el

Figura 11: Divisdo do 4,8,12-trimetilpentadecanoato de metila em trés blocos de

construgéo, juntamente com as estruturas destes blocos

O bloco A (4) seria sintetizado nas suas duas formas enantioméricas e levaria a
determinacdo da estereoquimica da ramificacdo metilica da posicao 4. O bloco B (6) seria
sintetizado apenas na sua configuragdo S, devido & motivos de estratégia na rota sintética
que serdo discutidos mais adiante, e forneceria a ramificacdo metilica definida na posicéao
12. Ja o bloco C (10) forneceria a ramificacdo metilica na posicéo 8 e seria sintetizado
apenas com configuragédo S, uma vez que este bloco possui trés atomos de carbono com
a ramificacdo metilica no carbono 2, sendo entdo simétrico, seria possivel obter a

configuracdo desejada na ramificacdo metilica da posicdo 8 atraves de variacfes na
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sequéncia de acoplamento entre estes blocos. As reacoes de acoplamento entre os blocos
seriam realizadas através de reagdes de Grignard. Um exemplo é dado no Esquema 2,
onde sdo mostradas duas possibilidades de sequéncia de acoplamento entre os blocos,
onde demonstra-se o primeiro acoplamento, que seria seguido de desprotecdo do grupo
tetraidropiranila com posterior tosilacdo do alcool para entdo realizar a segunda reagéo
de acoplamento, fornecendo duas moléculas com a metila central (posicdo 8 no
intermediério) nas formas R e S apenas variando-se com qual bloco se inicia o

acoplamento e qual bloco € usado no segundo acoplamento.

A Posicio 4 Posicio 8 Posicio 12 Posicio 8 B
TBSO A~ A~ g, +’H0\/J\/OTHP P Iso\/l\/OTHP
Bloco A(S) Bloco C Bloco B(S) Bloco C
Acoplamento 1: A(S)+C J Acoplamento 1: B(S)+C

TBSO\/»\/;\V/\\/L\/OTHP //\Jj\v/\V/L\/OTHP
| |

Posicao 12 Posicao 4
TBSOMOTS + Br/\/'\/\ /\/\/\)\/OTS + BrWOTBS
Bloco B(S) Bloco A(S)
Acoplamento 2: [A(S)+C]+B(S) l Acoplamento 2: [B(S)+C]+A(S)
TBSO\/\/;\/\/'\/\/k/\ /\/;\/\/k/\/‘\/\/OTBS
(4R,8S,125) (4R,8R,125)

Esquema 2: A) Estrutura formada através da sequéncia iniciando-se os acoplamentos
entre os blocos A(S) e C e B) Estrutura formada através da sequéncia iniciando-se 0s

acoplamentos com os blocos B(S) e C

No Esquema 2 A, estd mostrada uma sequéncia em que seria iniciada a sintese
com o acoplamento entre o bloco A(S) com o bloco C, o tosilato correspondente do
composto obtido seria entdo acoplado com o bloco B(S), gerando o composto com as
configuragBes das metilas 4R,8S,12S. No caso apresentado no Esquema 2 B, a sintese
seria iniciada com o acoplamento entre o bloco B(S) e o bloco C, seguido de acoplamento
entre o tosilato resultante e o bloco A(S), fornecendo o composto com as ramificagdes
metilica 4 e 12 com mesma configuragdo que o exemplo A poréem com a metila da posi¢ado

8 com a configuracdo inversa, fornecendo o composto com configuracao 4R,8R,12S.
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Os blocos de construcdo A (4) e B (6) seriam inicialmente sintetizados na sua
forma racémica a partir do (x)-p-citronelol. Apds a determinacdo da rota para estes
blocos, seria iniciada a sintese quiral e devido a maior disponibilidade do citronelol na
forma do isémero S, os blocos A e B seriam sintetizados primeiramente com essa
configuracdo, para que fosse possivel iniciar os testes de acoplamento com o bloco C

(10), que seria sintetizado a partir do éster (S)-(-)-3-hidrdxi-2- metilpropionato de metila.

3.2 Visdo geral da sintese dos blocos A e B

No Esquema 3 esta apresentada a rota sintética que foi utilizada para construcéao
dos blocos A (4) e B (6), sendo que os rendimentos estdo apresentados para cada isbmero
em cada etapa. Ambos blocos tinham o mesmo inicio de rota sintética, sendo a primeira
etapa a reacdo de bromacdo do citronelol, seguida da reacdo de ozondlise do brometo
gerado, formando o alcool 3. A partir desta etapa cada bloco seguiu por uma sintese
separada, sendo que o bloco A foi obtido através da protecdo da hidroxila com terc-
butildimetil silano formando o composto 4. J& o bloco B foi obtido através da reacdo de
tosilacdo do alcool 3, seguida de reducdo seletiva do carbono ligado ao grupo tosilato
levando a formacdo do bloco B (6). Este bloco foi construido apenas na configuracdo S e

esse motivo sera discutido mais adiante.

DCM
R ou S-(1) 92% (S) R ou §-(2)
93% (R) 1) 04
DCM, MeOH
2) NaBH,
92% (S)
96% (R)
TBSOV\*A 4TBSC1, DMAP OV\)*\WB
+~ Bri ™ EeN, DCM f
R ou S-(4) 89% (S) R ou S-(3)
Bloco A 88% (R) TsCl, Py
DCM
88% ()
LiAlH,
NN ~——— TsO _~_ A~~~
(6) Br Eteor etilico 5) Br
Bloco B 76% (S)

Esquema 3: Rota para sintese dos blocos de construcdo A (4) e B (6)
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3.2.1 Sintese do bloco de construcdo A

A etapa inicial da sintese foi a reagdo de bromacdo do citronelol utilizando
tetrabrometo de carbono e trifenilfosfina. Esta reacdo é conhecida como reacdo de
Appel,[™Y onde é possivel obter haletos a partir de alcoois sob condicdes brandas; quando
se utiliza alcoois secundarios quirais ocorre a inversdo do centro estereogénico, uma vez
que o brometo ataca o carbono carbinélico pelo lado oposto a trifenilfosfina ligada ao

oxigénio, como sera descrito no mecanismo.

A reacdo se inicia com a ativacdo da trifenilfosfina atraves da reacdo com o
tetrabrometo de carbono (Esquema 4). Em seguida ocorre um ataque do par de elétrons
ndo ligante do oxigénio do alcool no fosforo, formando o intermediério oxifosfonio e a
liberacdo do ion brometo. O anion gerado na primeira etapa abstrai o proton do oxigénio
do alcool e forma o bromoférmio como subproduto. O oxigénio foi transformado em um
bom grupo de saida entdo uma Sn2 ocorre com o ataque do bromo no carbono ligado ao
oxigénio formando o produto desejado (2) e trifenilfosfindxido.

Br

Br
% N\ +
BrBr Br . PPh3 E— Br)\Br + Br—PPh3 Br

Br/‘L)Br
r M\
)\/\)*\/\O/H Br—PPhy; —— X % (_:j:)H

R ou §-(1) \_/ a Br *PPh;

o)

R ou 5-2) o:P';? * (:gpm

Esquema 4: Mecanismo da reagéo de Appel para obtencdo do brometo 2

O solvente foi removido e o meio reacional bruto foi diretamente aplicado na
coluna para purificacdo uma vez que os subprodutos sao trifenilfosfindxido e
bromoférmio, sendo que o Gltimo possui 0 mesmo Rf do composto 2, porém foi removido
através do uso de bomba de alto vacuo. No espectro de massas do brometo 2 (Figura 12)
pode-se notar o fragmento do ion molecular com m/z 218/220 Da devido a contribuigéo
isotopica do atomo de bromo ("°Br e 8Br), sendo que apresentam a mesma intensidade

pois os isdtopos ocorrem na proporgdo de 1:1. O fragmento com m/z 139 Da esta presente
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e caracteriza a perda do atomo de bromo. Outro fragmento caracteristico para 0 composto

é a quebra da ligacéo entre os carbonos 4 e 5, formando os fragmentos com m/z 148/150

Da e m/z 69 Da.

69
m/z 148/150Da

m/z 139 Da

&3 /L\/\
X \M Br

m/z 69 Da

2)

4 55

97 218

162
103 150
T Al | || 175 190 23 ||

030 40 50 €0 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 200

Figura 12: Espectro de massas do brometo 2 e a molécula com os fragmentos destacados

No espectro de RMN de **C pode-se observar os sinais caracteristicos para esta

molécula, onde tem-se o carbono ligado ao bromo em aproximadamente 40 ppm, 0s sinais

da ligacdo dupla com os carbonos com deslocamento em 131 e 124 ppm e os demais

sinais dos carbonos na regido de carbono alifatico saturado (Figura 13).

Figura 13: Espectro de RMN de **C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 75 MHz) do
brometo 2
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A sintese seguiu com a reacdo de ozondlise do brometo 2, sendo que o0 ozonideo
formado foi tratado com NaBH4, uma vez que se almejava a obtencéo do alcool. A reacao
de ozondlise é uma metodologia onde realiza-se a quebra da ligacdo dupla carbono-
carbono através de uma cicloadicdo 1,3-dipolar entre um alceno e ozénio.[’Zl O
mecanismo para esta reacdo estd demonstrado no Esquema 5. O ozonideo primario
formado é muito instavel e passa por um rearranjo gerando um composto carbonilico e
uma nova molécula dipolar (carbonil-6xido). Ocorre outra reacdo 1,3-dipolar entre o
carbonil-oxido e a ligacdo C=0 do composto carbonilico, gerando um ozonideo
secundario. O tratamento redutivo desta espécie leva a formacéo de alcoois; tratamentos

oxidativos podem levar a formacéo de aldeidos/cetonas e acidos carboxilicos.

Br Br Br
—~o.,  ~o o (/\)CL
| O//Q) 0/9»‘ +O~6\—/
(2) Ozonideo primario
d\ﬂBr )Oi . NaBH4 ¢/\
oH * 2) NH,Cl <

Ozonideo secundario
Esquema 5: Mecanismo da reacdo de ozondlise do alceno 2

O élcool 3 obtido pela reacdo de ozondlise foi aplicado na préxima etapa sem
purificacdo pois o unico subproduto formado foi isopropanol, sendo que 0s espectros
apresentados para este composto s3o do produto bruto. No espectro de RMN de *3C pode-
se notar o desaparecimento dos sinais dos carbonos de ligacdo dupla, como esperado. O
sinal do carbono ligado ao atomo de bromo ainda pode ser observado em 39,8 ppm e
nota-se a presenca do carbono carbindlico do alcool gerado com deslocamento de

aproximadamente 63 ppm (Figura 14).
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Figura 14: Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 75 MHz) do alcool
3

No espectro de RMN de *H do alcool 3 podem ser observados os sinais dos
hidrogénios ligados ao carbono carbindlico com deslocamento em 3,63 ppm que se
apresentam na forma de um tripleto, como pode ser notado na expanséo. Os hidrogénios
metilénicos do carbono ligado ao &tomo de bromo apresentam-se como um multipleto

com deslocamento de 3,35-3,53 ppm, também destacado na expanséo (Figura 15).
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Figura 15: Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do alcool 3

Para concluir a sintese do bloco de construcdo A (4), a ltima etapa consistia na
protecdo da hidroxila. Primeiramente optou-se por utilizar trietilsilila como grupo
protetor, porém este mostrou-se pouco estavel e ocorreu hidrélise do grupo apdés a etapa
de acoplamento através de reacdo de Grignard. Para contornar este problema utilizou-se
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0 grupo terc-butildimetil silila (TBS), uma vez que este grupo protetor é cerca de 300
vezes mais estavel frente & meio acido quando comparado a trietilsilano.l”®! Esta acio se
mostrou eficiente pois ndo ocorreu desprotecdo indesejada do grupo protetor TBS em

nenhuma etapa futura da rota.

No espectro de RMN de 3C (Figura 16) pode-se notar os sinais do grupo protetor
com as metilas ligadas diretamente ao atomo de silicio com deslocamento em -5,28 ppm,
uma vez que o carbono é mais eletronegativo do que o silicio o nicleo fica mais blindado
e este passa a ter uma menor influéncia do campo do equipamento, diminuindo seu
deslocamento para campos mais baixos (escala de eletronegatividade de Pauling C=2,55
e Si=1,9).["41 O carbono quaternario do grupo TBS tem o deslocamento de 18,32 ppm e
em aproximadamente 26 ppm as trés metilas do grupo terc-butila, por isso apresentam
uma intensidade maior. Destaca-se ainda, o carbono carbinolico com deslocamento de

63,29 ppm e o carbono ligado ao atomo de bromo em aproximadamente 40 ppm.

63.29

—-5.28

331'0\/\)*\/\ Br
e

|

T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 o0 80 70 60 50 40 30 20 10 o -10

Figura 16: Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 75 MHz) do bloco
de construcdo A (4)

3.2.2 Sintese do bloco de construcdo B

Visando a obtencao do bloco B (6) seguiu-se a rota com a reacao de tosilacdo do
alcool 3, utilizando cloreto de tosila e piridina, gerando o tosilato 5. No espectro de
massas do composto (Figura 17) pode-se notar a presenca do ion molecular com m/z

348/350 Da. Na figura estdo destacados dois fragmentos que caracterizam bem o

24



composto na quebra da ligacdo entre o oxigénio e o atomo de enxofre, gerando 0s

fragmentos com m/z de 155 Da e 193 Da.

63
g1

m/z 193/195 Da
55 —

o)
S?
/@/ o
i 155 173 5)

m/z 155Da

107

240
121 130 1L 193 213 | 268282 300314 350
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

0

Figura 17: Espectro de massas do tosilato 5 e fragmentos destacados para 0 composto

Para conclusdo da sintese, foi realizada uma reducéo seletiva do carbono ligado
ao grupo tosilato, utilizando LiAIH4 em éter etilico, obtendo-se o brometo 6. Notou-se
gue ndo ocorreu a reducdo do carbono ligado ao &tomo de bromo, o que corrobora com
os resultados de Krishnamurthy e colaboradores que reportaram que quando se utiliza éter
etilico a reducio € seletiva para o carbono ligado ao grupo tosila,[”® ja quando se utiliza
éteres com maior poder de solvatacdo do litio, como THF, o carbono reduzido € o ligado
ao atomo de bromo. Isso ocorre devido ao fato de ao se utilizar éteres com um alto poder
se solvatacdo do ion de litio ocorre a formacao de ions separados pelo solvente, o que faz
com que a nucleofilicidade do grupo tetraidroaluminato livre aumente drasticamente,
resultando em réapida reducédo do haleto. A alta reatividade do hidreto de litio e aluminio
frente a tosilatos em solvente com baixo poder de solvatacdo, como éter etilico, pode ser
atribuido a complexacdo do ion de litio com o grupo tosilato, que aumenta a sua

habilidade como grupo de saida, como mostrado no Esquema 6.

O\ 0 : z \\S/OLi
\Si\"\/\/\/\ Br ———> SN 4 X © Al
Co (5) Eter etilico (6) O
\‘ H
+\
[LiAIH3]

Esquema 6: Complexagéo do ion de litio com o grupo tosilato, levando a reducéo seletiva

do carbono ligado a este grupamento
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Antes da remocdo do solvente foi realizada uma analise de GC-MS e ndo foi
detectada a presenca do 3-metilhexano, que seria 0 produto da reducao de ambos carbonos
ligados ao grupo tosila e ao grupo brometo. Também ndo foi isolado o composto referente
a reducdo do atomo ligado ao bromo. O composto 6 € volatil, esse fato pode estar
relacionado com o rendimento relativamente baixo para esta etapa. No espectro de RMN
de 13C (Figura 18) pode ser notado que ocorreu a redugdo do grupo tosila seletivamente
pois 0s sinais para este grupo nédo estdo mais presentes e observa-se o sinal do carbono
ligado ao 4tomo de bromo em 40 ppm; os demais sinais encontram-se na regido de

carbono alifatico, como esperado para 0 composto.

40,05
38,74
3220
31,37
19,89

1891
~14.25
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190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10

Figura 18: Espectro de RMN de **C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 75 MHz) do bloco
B (6)

A caracterizagdo também foi feita através de seu espectro de massas, onde pode-
se observar o fragmento do ion molecular em m/z 178/180 Da. O pico do ion molecular
com m/z 71 Da caracteriza a quebra da ligacdo na ramificacdo metilica gerando também
0 fon de m/z 107/109 Da e também se destaca 0 pico com m/z em 149/151 Da, como
mostrado na Figura 19.
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Figura 19: Espectro de massas do brometo 6

De posse dos blocos de construcdo A (4) e B (6), foi iniciada a sintese do bloco
de construcdo C (10), para que fosse possivel realizar os acoplamentos entre estas
moléculas, através de reagdes de Grignard.

3.3 Sintese do bloco de construgéo C

No Esquema 7 estd descrita a rota seguida para obtencdo do tosilato 10,
completando a sintese dos blocos de construcao. A primeira etapa foi a reacao de protecéo
da hidroxila do hidroxi-éster 7 com o grupo tetraidropiranila (THP), formando o
composto 8. Utilizou-se este grupo protetor pois em etapas futuras da rota sintética seria
necessario realizar desprotecdo seletiva das hidroxilas presentes no mesmo composto,
sendo assim poderia ser selecionado entre o grupo THP e TBS, proveniente do bloco A.

HO _A~_ 0. DHP.p-TSA_ THPO A __O_
DCM

(1) O 95% (8) O
LiAIH,
THF
92%

CHCl,
(10) 85% 9)
Bloco C

Esquema 7: Rota sintética do bloco de construgcdo C (10)
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O espectro de massas do composto 8 pode ser observado na Figura 20, onde é

possivel notar o pico do ion molecular que se apresenta como [M*-1] com m/z 201 Da. O

par de fragmentos caracteristicos para o grupo protetor sdo os ions com m/z 85 Da e 101

Da.

53

B3

" ‘,.|.??’I I!”I | 123 18720

25

m/z 101 Da

m/z 85 Da
m/z 101 Da

115

(=]
=]

=0

(== =

=0

25 736 715 125 7356 146 TE5 728 176 7E5 185 545

Figura 20: Espectro de massas do éster 8 com os fragmentos destacados

Seguiu-se com a reducdo do grupamento éster utilizando hidreto de litio e

aluminio, formando o alcool 9. No espectro de massas (Figura 21) pode ser observado o

pico do fon molecular como [M*-1] com m/z 173 Da. O fragmento com m/z 156 Da

caracteriza a perda de agua gerando o ion M-18. O par de fragmentos com m/z 85/101 Da

mostra que a reagédo de reducdo ndo alterou o grupo protetor.
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Figura 21: Espectro de massas do alcool 9

A concluséo da sintese deste bloco se deu través da reagdo de tosilagdo, gerando

o composto 10. No espectro de RMN de 3C do composto (Figura 22), a maioria dos sinais
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dos carbonos apresentam-se duplicados devido a formacdo de diastereoisdmeros pela
presenca do grupo protetor tetraidropiranil que apresenta um centro estereogénico.
Referente a este grupo, destacam-se 0s sinais em aproximadamente 99 ppm referente ao
carbono cetalico. Na regido de aromatico apresentam-se os sinais dos carbonos do grupo
tosila e na regido dos carbonos carbindlicos trés pares de sinais 0s quais eram esperados

para a molécula.

— 144,60
_-133.08
12075
~127.91
9911
98,58

OO _A_Og
U w S0

I 1“

Figura 22: Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 75 MHz) do bloco
C (10)

3.4 Reac0es de acoplamento entre os blocos de construcdo

Para alcancar os acoplamentos entre os blocos de construcdo foram realizadas
reacOes de Grignard, método de grande utilidade para formacdo de ligacGes carbono-
carbono em sintese organica. Foi empregada a metodologia de reacdo de Grignard
modificada de Fouquet-Schlosser, a qual emprega o catalisador de Kochi,
tetraclorocuprato de dilitio (Li2CuCls),[’®! uma vez que resulta em melhores resultados
quando realiza-se a reagdo entre o reagente de Grignard e grupamento tosilato.["-"® Tem
sido proposto que o0 excesso de reagente de Grignard reduz o catalisador in situ gerando
a espécie de cobre (1).% Presume-se que a reagdo inicial ocorre entre o reagente de
Grignard formado e o sal de cobre (1) para formar uma espécie organocobre constituida
por uma ou mais unidades de organomagnésio.[® N&o ha evidéncias que suportem as
hipdteses criadas a respeito do ciclo catalitico envolvido, mas o papel crucial na formacao

da ligacdo carbono-carbono pode ser atribuido ao cléssico processo de ordem inferior do
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metal e alquilhaletocuprato ou dialquilcuprato, se assumirmos que estas espécies sdo mais

reativas quando geradas in situ.[82 8

3.4.1 Sintese dos isdbmeros 4R,8S,12S-(17) e 4S,8S,12S-(17)

As reacOes de acoplamento foram iniciadas utilizando os blocos A (4) e B (6),
derivados do citronelol, em sua configuragdo S devido a maior disponibilidade do
material de partida nessa configuracdo. No Esquema 8 estd demonstrada a rota até
obtencdo do tosilato 2R,6R-(13), onde a primeira etapa foi a reacdo de Grignard entre o
tosilato 10 e o0 brometo S-4, seguido da desprotecao seletiva do grupo THP do composto
formado (11) e posterior tosilacao do alcool gerado (12) para formar o composto que seria
empregado na proxima reacdo de Grignard.

1) Mg®, I,

TBSO_~_A_~p, _ HF _ TBSO\/\/?\/\/k/OTHP

5-@) 2) L12CuCi4’ -78°C 4RSR-(11)
THPO _~__OTs MgBr,
(10) THF
-78°C-T. A. 14 h T.A.5h
70% 87%
= TsCl, Py :
TBSO\/\/:\/\/k/OTS ‘CHC13 TBSO\/\/-\/\/k/OH
2R,6R-(13) 0°C-T.A. 12h 2R,6R-(12)

86%
Esquema 8: Rota para obtenc¢éo do tosilato 2R,6R-(13)

A reacgéo entre o reagente de Grignard do brometo 4 e o tosilato 10 ocorreu com
70% de rendimento e sdo gerados dois subprodutos que sdo esperados para a reacao,
sendo estes o dimero gerado pelo ataque do reagente de Grignard formado ao brometo 4
e 0 composto gerado pela protonacéo do reagente de Grignard que ndo reagiu, uma vez
que o brometo é utilizado em excesso. No espectro de RMN de **C é possivel observar
0s sinais dos grupos protetores, demonstrando que ndo ocorreu hidrdlise dos mesmos
(Figura 23). Devido a presenga do grupo protetor THP a maioria dos sinais de carbono
ficam duplicados e este grupo é caraterizado pelo sinal em aproximadamente 99 ppm. O
grupo protetor TBS se mostrou estavel frente as condi¢des da reacdo de Grignard e podem
ser observados 0s sinais caracteristicos deste grupamento no espectro; o sinal das trés

metilas ficam evidentes devido a sua maior intensidade em 25,97 ppm e 0s demais sinais

30



ocorrem em 18,34 ppm o carbono quaternario do grupo terc-butila e em aproximadamente

-5 ppm o sinal das duas metilas ligadas ao silicio.
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Figura 23: Espectro de RMN de 3C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 50 MHz) do
composto 4R,8R-11

O espectro na regido do infravermelho apresenta as bandas que também
caracterizam 0s grupamentos presentes na molécula (Figura 24). Estdo presentes as
bandas caracteristicas dos grupos protetores contidos na molécula, tetraidropiranila e
terc-butildimetilsilila. Observa-se o estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo C-Si
com bandas estreitas e intensas em 1253 cm™ e 834 cm™. J4 o carbono cetalico gera a
banda do estiramento da ligagdo O-C-O em 1102 cm™. O estiramento da ligagdo C-O-C

também pode ser observado com a banda em 1032 cm™.
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Figura 24: Espectro na regido do infravermelho do composto 4R,8R-11

A sintese seguiu com a desprotecdo seletiva do grupo tetraidropiranila utilizando
brometo de magnésio anidro gerando o alcool 2R,6R-12. Uma vez que ocorreu a hidrolise
deste grupo, o qual gerava os diastereoisbmeros devido a presenca de um centro
estereogénico, o espectro de RMN de C fica descongestionado, como pode ser
observado na Figura 25. Nota-se o desaparecimento dos sinais do cetal do grupo protetor
e a presenca de apenas dois sinais na regido de carbono carbindlico que é o esperado para
0 composto. Vale ressaltar que ndo foi evidenciada a desprotecdo do grupo TBS,
demonstrando que a reacao foi seletiva para este composto, e os sinais deste grupo podem
ser observados em aproximadamente 26 ppm o sinal referente as trés metilas do grupo
terc-butil por isso possuem uma maior intensidade no espectro, o carbono quaternario
deste mesmo grupamento em 18,34 e ainda os sinais das duas metilas ligadas ao silicio

em -5,28 ppm.
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Figura 25: Espectro de RMN de 3C e DEPT135 (superior) (CDCls, 50 MHz) do alcool
2R,6R-12

A sintese seguiu com a tosila¢do do alcool 2R,6R-12. No espectro de massas do
tosilato 2R,6R-13 ndo foi possivel encontrar o pico do ion molecular do composto de m/z
456 Da, mas pode-se observar os fragmentos que caracterizam a molécula, sendo

destacados alguns destes na molécula contida na Figura 26.
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Figura 26: Espectro de massas do tosilato 2R,6R-13 com fragmentos destacados

No espectro de RMN de 3C (Figura 27), pode ser observada a mudanca de
deslocamento do carbono que antes era funcionalizado com uma hidroxila, encontrava-
se em aproximadamente 68 ppm, passando para 75,16 ppm agora gque se encontra ligado
ao grupo tosila. Foi possivel notar também o aparecimento dos sinais em regido de
carbono aromatico, como esperado. Observa-se que ainda estdo presentes 0s sinais do
grupo protetor, bem como podem ser encontrados 0s dois carbonos carbinolicos

esperados para a molécula.
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Figura 27: Espectro de RMN de 3C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 50 MHz) do tosilato
2R,6R-13

De posse do tosilato 2R,6R-13 foi possivel realizar o segundo acoplamento atraves
do reagente de Grignard gerado a partir do brometo 6, que foi adicionado sobre uma
solugédo do tosilato 2R,6R-13 na presenca do catalisador Li>CuCls, alcangando-se um

rendimento de 65% (Esquema 9).

5-(6) Br
5 Mg®, I :
TBSO\/\/:\/\/'\/OTS THF TBSOW
2R,6R-(13) 2) Li,CuCly -78°C 4R,85,125-(14)
2R,6R-(13)
78°C-T. A. 14 h Bu,NF
65% THF
T.A.4h
90%

Hov\/?\/\)\/\/k/\

4R,85,125-(15)
Esquema 9: Rota para obtenc¢édo do alcool 4R,8S,12S-(15)
No espectro de RMN de 3C (Figura 28) pode-se notar que se tem apenas um sinal
na regido de carbono carbindlico e a regido de hidrocarbonetos alifatico fica bem

congestionado. Os sinais do grupo protetor continuam presentes em aproximadamente

26, 18 e -5 ppm.
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Figura 28: Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 50 MHz) do
composto de acoplamento 4R,8S,12S5-(14)

O composto 4R,8S,12S-(15) teve sua hidroxila desprotegida utilizando solugéo de
fluoreto de tetrabutil aménio em THF, reagente mais indicado para esta reagéo por
fornecer ions fluoreto em solvente organico. Um ataque nucleofilico do anion pequeno
de fluoreto leva a formacéo da espécie com o silicio pentavalente, o qual é possivel devido
aos orbitais d vazios do mesmo. Além disso, a formacéo da ligacédo forte Si-F € o que leva

a uma répida clivagem da ligagéo Si-O.

Para esta etapa foi alcancado um rendimento de 90%. No espectro de massas €
possivel observar o pico do ion M-1 com m/z 269 Da e também nota-se o0 pico de perda
de &gua comumente observado para alcoois com m/z 252 Da, bem como outros

fragmentos destacados na Figura 29.
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Figura 29: Espectro de massas do alcool 4R,8S,12S-15

No Esquema 10 estdo apresentadas as duas etapas finais para obtencéo da estrutura
do éster natural, onde o alcool 4R,8S,12S-15 foi oxidado utilizando reagente de Jones,
que leva a oxidacdo de alcoois primarios em acidos carboxilicos, através da aplicacdo de
acido cromico que é gerado pela reacdo entre 6xido de cromo VI e acido sulfdrico. Ndo
foi necessario realizar etapa de purificacdo do composto, sendo que este foi isolado

apenas para medida de [a]p € analise de CG-MS.

HOV\/;\/\/k/\/‘\/\ Reagente de Jones HO\H/\;\/\/'\/\*/\
e —

Acetona
4R 8S,125-(15) T A 10 min o 4R,8S,125-(16)
96% BF;.Et,0
MeOH
T.A.14h
97%
/O\H/\/:\/\/'\/\/k/\
o 4R,8S,128-(17)

Esquema 10: Obtencdo do primeiro isdmero do éster (4R,8S,12S-(17)) produzido por

machos de Edessa meditabunda

No espectro de massas do acido 4R,8S,12S-(16), apresentado na Figura 30, é
possivel observar o pico do ion molecular com m/z 284 Da. O pico base do espectro é
gerado pela fragmentacdo entre os carbonos 12 e 13 da cadeia principal, devido a presenca
da ramificacdo metilica na posicdo 12 que ira favorecer esta fragmentacdo. Outros

fragmentos para o composto estdo destacados na figura.
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Figura 30: Espectro de massas do acido 4R,8S,12S-(16)

Para finalizar a sintese a reacdo de esterificacdo foi feita através do uso de

BFs.EtO e metanol, fornecendo o produto desejado sem necessidade de purificacao,

obtendo-se o primeiro isdmero da estrutura do éster natural produzido pelos machos de

Edessa meditabunda, 4R,8S,12S-(17). Seguindo a mesma sequéncia de acoplamentos,

porém iniciando com o bloco A (4) na configuracdo R e 0 segundo acoplamento com o

bloco B (6) na configuracdo S, foi possivel obter o isémero 4S,8S,12S-(17), como

mostrado no Esquema 11.

1) Mg®, I,

TBSO\/\/k/\Br THF TBSO\/\/k/\/k/OTHP
R-(4) 2) Li,CuCly -78°C 45,8R-(11)
THPO\/:\/OTS 1) p-TSA, MeOH

10)  71% T. A., 90%

2) TsCl, Py

- CHCl; 0°C, 88%
1) :
N

\/\/‘\/\/‘\/\/‘\/\ > \/\/k/\/k/
TBSO Mg, I, THF TBSO OTs

45,8S,125-(14) 2R,65-(13)

2) Li,CuCl,_-78°C

Bu,NF, THF 63%
T.A. 4 h, 92%

1) Reagente de Jones

HO\/\)\/\)\/\)\/\ Acetona, T. A., 96% _0

45,88,125-(15) 2) BF3.Et,0 0 45,85,125-(17)
MeOH, T.A., 96%

Esquema 11: Rota para obtencéo do isémero 4S,8S,12S-(17)
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Os isémeros do éster apresentaram dados espectroscopicos muito semelhantes e
0s espectros de massas foram idénticos entre si e com 0 espectro de massas do composto
natural. No espectro de RMN de 3C do éster 4S,85,12S-(17) pode-se observar o sinal do
carbono da carboxila do éster em aproximadamente 174 ppm, bem como o carbono da
metila do éster que apresenta um deslocamento de 51,43 ppm. A regido de carbono
alifaticos fica bastante congestionada, porém é possivel observar o deslocamento de todos

carbonos (Figura 31).
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Figura 31: Espectro de RMN de 3C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 100 MHz) do
isbmero 4S,8S,12S-(17)

No espectro de RMN de H pode-se observar o sinal dos hidrogénios ligados ao
carbono da metila do grupamento éster como um simpleto com deslocamento de 3,66
ppm. As metilas ligadas ao carbono o carboxila ocorrem como um multipleto com

deslocamento de 2,23-2,38 ppm (Figura 32).
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Figura 32: Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do isémero 4S,8S,125-(17)
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3.4.2 Sintese dos isdmeros 4R,8R,12S-(17) e 4R,8R,12R-(17)

Para sintese de dois novos isdmeros a estratégia tomada foi diferente do uso do
bloco de construgdo B (6) para o primeiro acoplamento da rota (flecha pontilhada no
Esquema 12), uma vez que a sintese deste composto era a etapa que apresentava o menor
rendimento da rota sintética (75%) e o composto é volatil, o que faz com que seja muito
laborioso utilizar o mesmo, especialmente quando se realiza etapas anidras como a reacao
de Grignard. Por isso o caminho tomado foi obter os novos isémeros a partir dos
intermediérios ja sintetizados através do primeiro acoplamento realizado para sintese dos
isbmeros 4R,85,12S-(17) e 4S,8S,125-(17). Isso estd demonstrado no Esquema 12 para
obtencdo do composto 2R,6S-(20), onde a partir do composto 4R,8R-(11), 0 grupo
protetor retirado nesse caso foi o terc-butildimetilsilila e ndo o tetraidropiranila como
realizado na rota anterior, formando o composto 4R,8R-(18). Ap0s esta etapa a hidroxila
foi tosilada (4R,8R-19) e seguiu-se com reducdo deste grupamento, obtendo-se o
composto de interesse 2R,6S-(20), que seria 0 obtido iniciando-se com o reagente de

Grignard do brometo 6, etapa demonstrada com a flecha pontilhada no esquema.
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TBSO_~_A_~p, _HF TBSOM\/’\/OTHP
5-@) 2) L12CuC;4, -78°C 4RSR(11)
THPO._~__OTs Bu,NF
(10) THF
-78 C-%? 14 h TA 4h
’ 90%
z TsCl, Py H
TSOMOTHP CHCI, HO : OTHP
4R,8R-(19) 0°C-T.A. 12 h 4R,8R-(18)
LiAlH, 89%
THF
0°C-T. A. 3h
95% 1) Mg°, 1,

: THF :
//A\\//&\v//\\//l\\/x)TI{P‘* ----------------- //«\\//k\J/A\

2) Li,CuCl, -78°C 56 BT
2R 65-(20) :

THPO._~_OTs
(10)

Esquema 12: Obtenc¢do do composto 2R,6S-(20) a partir do intermediario 4R,8R-(11)

A caracterizacdo do composto 4R,8R-(18) demonstrou seletividade no uso de
fluoreto de tetra—n-butilaménio para desprotecao do grupo TBS, porém foi isolado cerca
de 5% do diol formado pela desprotecdo dos dois grupos protetores. O espectro de massas

estd apresentado na Figura 33 onde alguns fragmentos que caracterizam a molécula estdo
destacados.
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Figura 33: Espectro de massas do alcool 4R,8R-(18)

No espectro de RMN de 3C apresentado na Figura 34 nota-se que n&o estdo

presentes 0s sinais caracteristicos do grupo TBS, porém ainda é possivel observar os
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sinais para o grupo THP, como o carbono cetalico em aproximadamente 99 ppm. Trés
sinais de carbono carbindlico estdo presentes e 0s demais sinais na regido de

hidrocarboneto alifatico.
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Figura 34: Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 50 MHz) do élcool
4R,8R-(18)

Na Figura 35 pode ser observado o espectro na regiao do infravermelho do alcool
4R,8R-(18). A banda caracteristica do estiramento O-H se da em 3396 cm™ demonstrando
a ocorréncia da desprotecdo do grupo TBS. Pode-se notar a seletividade na desprotecédo
uma vez que nao é observada a banda caracteristica do estiramento C-Si que deveria se
dar em aproximadamente 1260 cm™ com intensidade forte e banda estreita, porém
observa-se a presenca da banda do estiramento O-C-O do grupo cetal em 1120 cm™
caracterizando a presenca do grupo tetraidropiranila. A banda de estiramento C-O de
alcoois também pode ser observada com intensidade forte em 1026 cm™ e a presenca de
banda intensa em 1060 cm™ que se refere ao estiramento C-O-C. As bandas em 2927 cm’
1 ¢ 2868 cm caracterizam os estiramentos C-H da porcao alifatica da molécula, por isso

se apresentam largas e intensas.
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Figura 35: Espectro na regido do Infravermelho do alcool 4R,8R-(18)

A proxima etapa da rota foi a tosilacdo da hidroxila do &lcool 4R,8R-(18),
formando o tosilato 4R,8R-(19). No espectro de RMN de H (Figura 36) pode ser
observado que ocorreu a reacdo devido a presenca dos sinais do grupo tosila com os
hidrogénios na regido de aromético e um simpleto referente @ metila ligada ao anel
aromatico em 2,45 ppm. O multipleto em 4,52-4,59 ppm se refere ao hidrogénio ligados
ao carbono cetalico e em 4,01 um tripleto dos hidrogénios ligados ao carbono carbindlico
ligado ao tosila, ambos apresentados na expansdo. Os demais sinais de hidrogénio
presentes no espectro estdo condizentes com a caracterizagdo do composto.
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Figura 36: Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do tosilato 4R,8R-(19)
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Seguindo a sintese o carbono ligado ao grupo tosila foi reduzido utilizando
LiAlH4, gerando o composto 2R,6S-(20). Seu espectro de RMN de *C (Figura 37)
apresenta os sinais do grupo protetor THP, bem como em aproximadamente 62 ppm e 73
ppm os sinais dos dois carbonos carbindlicos esperados para 0 composto e nota-se que 0s

sinais dos carbonos aromaticos.
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Figura 37: Espectro de RMN de 3C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 50 MHz) do
composto 2R,6S-(20)

Apo6s a obtencdo do composto 2R,6S-(20), a rota seguiu para realizacdo do
segundo acoplamento como demonstrado no Esquema 13. O grupo protetor
tetraidropiranila foi removido fornecendo o alcool 2R,6S-(21), o qual foi tosilado (2R,6S-
(22)) para posterior reacdo de acoplamento com o reagente de Grignard do brometo 4,
para obtencédo do alcool 4R,8R,12S-(15) apds desprotecdo da hidroxila.
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95%
_ TsCl, Py
1) TBSO_~_ A~ CHCl3
Br 0°C-T.A. 12 h
S-(4) 83%
_ Mgoﬂ 12 _
/\/;\/\)\/\/'\/\/OTBS THF /\/;\/\/'\/OTS
4R.8R,125-(14) 2) Li,CuCl, -78°C 2R,65-(22)

Bu,NF -78°C-T. A. 14 h
THF 63%
T.A.4h
96%

MOH

4R,8R,125-(15)

Esquema 13: Rota para obtencdo do isémero 4R,8R,12S-(15)

0 espectro de RMN de H do élcool 2R,6S-(21) esta apresentado na Figura 38. Na

expansao pode-se observar os sinais dos hidrogénios ligados ao carbono carbindlico.

Estes hidrogénios sdo diastereotdpicos devido a proximidade da ramificacdo metilica com

centro definido, o que faz com estes sejam diferenciados. Cada um deles se apresenta

como duplo dupleto e ocorre efeito telhado devido a proximidade do deslocamento. Eles

acoplam com o hidrogénio metinico do CH a ao carbono em que estao ligados com uma

constante de 6,55 Hz (Ha-Hc¢) e 5,79 Hz (Hy-Hc) e acoplam entre si com uma constante

geminal de 10,4 Hz.
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Figura 38: Espectro de RMN de *H (CDCls, 200 MHz) do alcool 2R,6S-(21)
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O alcool 2R,6S-(21) teve sua hidroxila tosilada, formando o composto 2R,6S-(22).
No espectro de RMN de *C (Figura 39) pode-se notar o aparecimento dos sinais que
caracterizam o sinal do grupo tosilato na regido de aromatico, bem como o deslocamento
do carbono carbindlico para campo mais alto. Os demais sinais se encontram na regido

de hidrocarboneto como esperado para 0 composto.
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Figura 39: Espectro de RMN de 3C e DEPT 135(superior) (CDCls, 75 MHz) do tosilato
2R,65-(22)

Os grupamentos presentes no composto também foram caracterizados através de
seu espectro na regido do infravermelho (Figura 40). Podem ser observadas as bandas
intensas esperadas referentes a vibracdo simétrica e assimétrica do estiramento da ligacao
S=0 em 1360 e 1174 cm™. As bandas em 2956, 2927 e 2870 cm™ sdo oriundas do

estiramento das ligacdes C-H da porc¢éo alifatica da molécula.
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Figura 40: Espectro na regido do infravermelho do tosilato 2R,6S-(22)

A rota seguiu com a reacdo entre o tosilato 2R,6S-(22) e o reagente de Grignard
do brometo S-(4) utilizando Li>CuCls; como catalisador, formando o composto
4R,8R,12S-(14) com 63% de rendimento. Nesta etapa o dimero formado pela reacdo entre
o0 reagente de Grignard e outra molécula de brometo apresenta Rf muito préximo do

produto formado, o que fez com que a purificacdo do composto fosse laboriosa.

Os dados espectroscopicos obtidos para os compostos sintetizados a partir do
composto 4R,8R,12S-(14) até obtencdo do éster equivalente foram todos semelhantes aos
isdbmeros ja descritos. No espectro de massas apresentado na Figura 41, que € idéntico
para todos isbmeros, é possivel observar a presencga do pico do ion molecular como M-1
com m/z 385 Da. O fragmento com m/z 369 Da caracteriza a perda de uma metila do
grupo protetor e o fragmento com m/z 269 Da caracteriza o rompimento da ligagdo O-Si.

Na figura outros fragmentos que caracterizam a molécula estdo destacados.
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Figura 41: Espectro de massas do composto 14

O composto teve sua hidroxila desprotegida utilizando fluoreto de tetra-n-
butilamonio, fornecendo o alcool 4R,8R,12S-(15). No espectro de RMN de H
apresentado na Figura 42 pode-se observar que a regido de hidrogénios de hidrocarboneto
saturado encontra-se congestionada devido a porcao alifatica da molécula. Em 3,56 ppm
observa-se 0 sinal dos hidrogénios ligados ao carbono carbindlico do alcool que se
apresentam como um tripleto, uma vez que agora ndo ha diferenciacdo diastereotdpica

destes ja que a ramificacdo metilica que possui o centro definido esta distante.
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Figura 42: Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do alcool 4R,8R,12S-(15)
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Assim como ja descrito para 0s outros isdmeros, o alcool 4R,8R,12S-(15) foi
oxidado ao &cido correspondente utilizando reagente de Jones, seguido de esterificacdo
para obtencdo do terceiro isomero da estrutura do éster natural, 4R,8R,12S-(17). De forma
analoga a rota utilizada para obtencéo deste isdmero foi feita a sintese do estereoisdbmero

4R,8R,12R-(17), através do uso do isdbmero intermediario 4S,8R-(11) que apds cinco
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etapas levou a obtencdo do tosilato 2R,6R-(22). O segundo acoplamento foi realizado
utilizando este tosliato e o reagente de Grignard do bloco S-(4), como demonstrado no
Esquema 14. Apls as etapas de desprotecdo do grupo tetraidropiranila, oxidacdo

utilizando reagente de Jones e esterificacdo foi obtido o quarto isémero 4R,8R,12R-(17).

1) BuNF, THF

T.A. 4 h, 89%
\/\/k/\)\/ D e /\/’\/\/‘V
TBSO OTHP CHC13 0°C, 90% OTHP
48,8R-(11) 3) LiAlH, THF 2R.,6R-(20)
0°C, 96%
1) p-TSA, MeOH
: T.A., 94%
1) TBSO_~_ g, 2) TsCl, Py
CHCl; 0°C, 85%
S-(4) ’
Mgoy 12
/\)\/\/k/\)\/\/OTBS - THE /\/k/\/k/OTS
4R,8R,12R-(14) 2) Li,CuCly -78°C 2R,6R-(22)
70%
Bu,NF, THF
T.A. 4 h, 90%

2) Reagente de Jones

V)
/\/'\/\/'\/\/'\/\/OH Acctons, T. A, 95% Mo\

3) BF;.Et,0
4R,8R,12R-(15) MeOH. TA.. 97% 4R,8R,12R-(17) 0

Esquema 14: Rota para obtencédo do estereisomero 4R,8R,12R-(17)

O espectro de massas para a estrutura do éster 17 esta apresentado na Figura 43.
Pode-se notar o pico do ion moléculas com m/z 298 Da e a presenca dos fragmentos com
quebra das liga¢des junto as ramifica¢des metilicas, formando o fragmento do pico base
com m/z 87 Da e os fragmentos com m/z 157 Da e 227 Da, como destacado na figura.
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Figura 43: Espectro de massas do éster 17 e os fragmentos destacados

A B-clivagem caracteristica para éster com rearranjo de hidrogénio y (McLafferty)

explica a alta intensidade do fragmento com m/z 87 Da, como mostrado no Esquema 15.

N H(-+ H_+
- O I (0]
o) o~

Esquema 15: Proposta de fragmentacao da molécula do éster 17

Os quatro isbmeros obtidos neste estudo estdo apresentados na Figura 44 com seus
respetivos rendimentos globais e medidas de rotatividade especifica. Pode-se notar que o
par de enantibmeros que possuem as trés ramificacbes metilicas com a mesma
configuracdo foram obtidos, os isémeros (4S,85,12S) e (4R,8R,12R)-4,8,12-
trimetilpentadecanoato de metila, sendo que se tem um maior interesse nestes compostos

devido & fatores biosintéticos que serdo discutidos a seguir.
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Figura 44: Estrutura dos quatro isdmeros sintetizados e seus respectivos rendimentos

globais

3.5 Rota biossintética para obtencado do composto natural e resolucéo do racemato

A natureza é uma fonte irrefutavel de inspiracdo para a ciéncia e a observagéo e
compreensdo dela pode nos levar a novos passos de evolucdo na pesquisa.l4 Os
organismos vivos produzem uma gama de metabdlitos secundarios com estrutura quimica
variada e origens metabdlicas diversas. Muitas destas substancias apresentam utilidade
como produtos naturais em medicina, agricultura e novos materiais.®® A natureza
emprega estratégias aparentemente infindaveis para produzir moléculas complexas e

reproduzir essas abordagens tem sido uma rica fonte de inovacao quimica.(®!

A compreensdo da biossintese utilizada para produzir a molécula alvo deste estudo
pode nos dar indicios para racionalizacdo das possibilidades estereoquimicas do
composto natural. A estrutura do composto produzido pelos machos sugere que este
provavelmente deve ser biossintetizado no organismo através da rota do acetato. Neste
tipo de rota ocorre a inser¢do na unidade iniciadora de grupamentos acetato (Malonil-
CoA) aumentando a cadeia em dois atomos de carbono e/ou unidades propionato
(Metilmalonil-CoA) que leva a insercdo de dois atomos de carbono e a formacdo de
ramificacGes metilicas na cadeia. A unidade propionato também pode ser utilizado como
a unidade iniciadora, levando a formacdo da cadeia principal com numero impar de
atomos de carbono uma vez que esta inicia a cadeia com trés &tomos de carbono (Esquema
16).1871 Neste processo de construgdo da cadeia carbdnica ocorre a acdo de diversas
enzimas, como demonstrado no esquema, sendo que sabe-se que a reducdo da carbonila

sempre acontece de forma especifica, formando o &lcool intermedidrio na forma
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enantiomerica R, bem como a etapa de desidratacdo que leva a formacéo da dupla E. Na

etapa final do processo ocorre a agdo de uma redutase que faz a reducgéo da ligacao dupla.

O )
ES5
E\ SACP ———> SACP

Metilmalonil-CoA Ea
COOH
SACP
HO H ©
(0] B2 M sacp _E3 )\H}\SACP
)kSCoA — o
HO H
E2
(6] MSACP —_ MSACP
SACP
COOH E4
Malonil-CoA

0]

0
ACP - proteina carreadora /\ASACP E5 /\)J\SA cp
E

E2 - cetosintase E3 - cetoredutase
E4 - desidratase E5 - enoil redutase

Esquema 16: Esquema de biossintese da rota do acetato

Todo organismo tende a realizar seus metabolismos de tal forma que ocorra o
consumo de menor quantidade de energia possivel, portanto quando este organismo
possui uma enzima para realizar um determinado trabalho, esta mesma enzima ird exercer
esta funcdo sempre que necessario. A maioria dos produtos naturais quirais sao isolados
na forma enantiomérica pura, 0 que ndo é surpreendente uma vez que as enzimas
envolvidas no processo sdo elas mesmas quirais.l®! A enzima envolvida na biosssintese
confere ao produto a sua especificidade com relacdo a quiralidade, sendo assim, sempre

que a mesma funcao for exercida pela enzima a quiralidade sera mantida.

No caso do composto alvo deste estudo, acredita-se que a biossintese possui como
unidade iniciadora o propionil-CoA levando a cadeia principal com nimero impar de
atomos de carbono e as demais unidades sdo inseridas conforme a necessidade da posicéo
das ramificacBes metilicas (Figura 45). Como discutido, espera-se que a mesma enzima
esteja sendo utilizada no processo estereoquimco da unidade propionato gerando as
ramificagBes durante a biossintese, logo é esperado que a especificidade com relagéo a
quiralidade destas metilas seja mantida.[®® Com isso, h4 uma grande probabilidade destes

grupamentos possuirem a mesma configuracdo. De fato, sabe-se que dentro da gama de
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feromonios ja identificados, um nimero infimo destes ndo apresenta esse padréo quando

se tem uma mesma funcéo esperada da enzima.l%®!

0]

Wo/
HUnidade iniciadora <~ \l/

P SCoA
7)( Unidade Unidade

acetato  propionato

Figura 45: Unidades utilizadas na provavel biossintese do 4,8,12-trimetilpentadecanoato

de metila

Diversas metodologias sdo comumente utilizadas quando se deseja determinar a
estereoquimica de um composto natural. Quando é possivel comparar com dados ja
reportados na literatura medidas de rotatividade Optica sdo uma excelente opgao, assim
como o uso de dados de ressonancia magnética nuclear. No caso do RMN quando a
molécula é inédita, sendo assim ndo ha dados para comparacdo, uma possibilidade é o
uso do método de Mosher (aplicado normalmente a &lcoois primarios e secundarios). Esta
metodologia consiste em derivatizar a amostra com ambos enantidbmerros de um auxiliar
quiral e comparar os dados obtidos de experimentos de RMN de *H para determinar a
configuracdo absoluta.[*™ Porém no caso da ecologia quimica normalmente a quantidade
de amostra extraida do inseto fica na faixa de nanogramas até microgramas, sendo assim
ndo se tem amostra suficiente para utilizar as metodologias cléassicas. O uso de métodos
cromatograficos se aplica melhor nesta area devido a limitacdo de amostra, como
cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia empregando colunas com
fase estacionaria quiral, através da comparacdo dos tempos de retencdo. O
desenvolvimento de metodologias analiticas aplicando cromatografia gasosa costumam
fornecer excelentes resultados na area dos feroménios, principalmente pelo fato de serem
compostos volateis. No caso da molécula deste estudo foram realizadas tentativas
aplicando GC quiral de separar o racemato do éster 4,8,12-trimetilpentadecanoato de
metila, o racemato do alcool correspondente, assim como o alcool derivatizado com
agentes derivatizantes, como &cido trifluoacético e isocianato de (S)-(+)-1-(1-naftil)etila
(Figura 46). Porem nenhuma das analises forneceu bons resultados de resolucdo dos

picos.
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Figura 46: Compostos utilizados na tentativa de resolugdo do racemato por CG para

determinacdo da estereoquimica absoluta

Devido aos resultados negativos na tentativa do uso de CG, buscou-se na literatura
metodologias utilizadas para separar compostos similares, com cadeias longas e
ramificaces metilicas e os dados reportados mostram que bons resultados foram
alcancados em andlises do respectivo alcool ou 4&cido derivatizado com agentes
derivatizantes mais complexos em andlises por CLAE. O estudo da estereoquimica do
composto produzido pelos machos de E. meditabunda estd sendo realizado através da
separacdo da mistura de todos isémeros do alcool 4,8,12-trimetilpenadecan-1-ol (15).
Este composto foi obtido no estudo anterior realizado no Laboratdrio de Semioquimicos
durante a identificacdo deste feromdnio. E um intermediario para obtencdo do éster
majoritario 4,8,12-trimetilpentadecanoato de metila, que foi sintetizado na forma

racémica no estudo desenvolvido em 2012.

Para determinar a estereoquimica absoluta seria realizada a resolugdo da mistura
racémica do alcool Rac-15 e seriam comparados o0s tempos de retencdo dos quatro
isdbmeros obtidos neste trabalho e o tempo de retencdo do isbmero natural contido nos
extratos de machos. A metodologia que esta sendo seguida utiliza o reagente de Ohrui
para derivatizar o alcool, que tem sido o Unico método reportado na literatura que se
mostrou eficiente quando se deseja a separacdo de &cidos graxos com ramificacdes
metilicas ou seus alcoois correspondentes.[*%1 Para tal foi sintetizado o reagente através
da reacdo entre o anidrido antracénico e o 4acido (1R,2R)-2-amino-ciclohexanoico

(Esquema 17).
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Esquema 17: Sintese do reagente de Ohrui, utilizado na separacao de alcoois de cadeia

longa com ramificacdes metilicas

Nas metodologias descritas utiliza-se cromatografia liquida de alta eficiéncia para
separacdo com coluna de fase reversa aquiral (C18 ou C30) e as analises sdo realizadas
com a coluna a baixa temperatura (-50°C a -60°C).[*4l O reagente derivatizante possui
elevada fluorescéncia apresentando alta sensibilidade para detec¢do no UV, trazendo uma
grande vantagem pela possibilidade de analisar amostras em baixa concentragdo. Nestas
condicdes de analise a baixa temperatura a cadeia longa do alcool interage com o anel
antracénico do reagente de Ohrui, formando uma estrutura helicoidal rigida, que leva a
um processo que foi estudado e chamado de inducéo de campo quiral (Figura 47).%1 A
interacdo entre os grupos metilénicos da cadeia quiral longa formada pelo composto e o
reagente de Ohrui e os grupos metilénicos da cadeia da fase reversa da coluna induz a
quiralidade através da torcao das cadeias da fase reversa, criando um novo campo quiral

que leva a separagdo dos isbmeros.
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Figura 47: A estrutura helicoidal formada entre o reagente de Ohrui e um acido graxo B

inducdo de campo quiral
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Um exemplo da aplicacdo do reagente de Ohrui € mostrado na Figura 48. Neste
estudo realizado por Mori e colaboradores foi possivel realizar a resolucdo de racemato
do 5,8-dimetil-8-pentacosanol, através da derivatizacdo com o reagente antracénico e

utilizando coluna de fase reversa aquiral C30 com temperatura de analise em -55°C.[?4
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Figura 48: Resolucéo dos oito isdmeros possiveis do 5,8-dimetil-8-pentacosanol

derivatizado com o reagente de Ohrui

O racemato do 4,8,12-trimetilpentadecan-1-ol (Rac-15) foi derivatizado com o
reagente de Ohrui, utilizando DMAP e EDC, composto utilizado nas metodologias para
ativar a carboxila do &cido (Esquema 18). Para purificacdo do composto 23 foi aplicado
uma aliquota do meio reacional em uma placa de cromatografia em camada delgada e a
porcao contendo a mancha de interesse foi empacotada em uma pipeta de Pasteur e eluida

com acetato de etila e etanol na proporcao de 1:1.
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DMAP, EDC
Tolueno:Acetonitrila 1:1
T.A.16h

Rac-15

(23)

Esquema 18: Derivatizagdo do alcool racémico 15 com o reagente de Ohrui

Analises cromatograficas em CLAE foram feitas variando-se a coluna utilizada e
a proporcao de solvente entre THF e acetonitrila. As condi¢cbes que forneceram o0s
melhores resultados até o momento sdo utilizando-se duas colunas (150 mm) com fase
reversa octadecilsilil em série, a temperatura da coluna em -55°C, fluxo de 0,1 mL/min e
a fase movel THF e acetonitrila em uma proporcao de 120:100. Uma analise realizada
nas condicdes citadas esta mostrada na Figura 49, demonstrando que até o0 momento nao

foi alcangada a resolucdo satisfatoria dos picos.

Figura 49: Anéalise em cromatografia liquida do racemato do alcool derivatizado com o

reagente de Ohrui
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Outros reagentes derivatizantes semelhantes foram reportados pelo grupo de
pesquisa do Professor Ohrui juntamente com o grupo do Professor Akazaka. Eles
desenvolveram reagentes quirais contendo o grupo 2,3-antracenodicarboxiimido no anel
de D-glucosaminas, sendo possivel introduzir o alcool na posicdo anomerica do anel
glicosidico.l®® A grande diferenca na resolucdo entre os reagentes esta na diferenca de
polaridade. No caso do reagente de Ohrui, o anel do ciclohexano do derivatizante interage
tanto com a fase mével quanto com a fase estacionaria (C18 ou C30) devido a sua
polaridade mais baixa. Por outro lado, compostos derivatizados com o reagente derivado
do agUcar apresentam polaridade mais elevada, sendo assim o anel do agUcar ird interagir
quase exclusivamente com a fase mdvel que € mais polar do que a fase estacionaria (C18
ou C30). Esta interagcdo mais ordenada dos diastereoisomeros polares resulta na melhor

separacdo dos isémeros.[°H

Na Figura 50 estdo apresentados resultados reportados em um artigo do grupo.
Neste trabalho foram utilizados diferentes agentes quirais para derivatizar o alcool. Estas
analises foram realizadas com a derivatizacdo do 4,8,12,16-tetrametilheptadecanol,

composto muito semelhante com a estrutura da molécula alvo deste estudo.
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\/‘\/LNL\‘A\/J\/\‘J\ e 3 ‘ 2 MECNTHE- 100/1 00
l"(\v = 45 Develosil ODS-HG-3x2

——— 7 0.1 milfmin, at =60

J\%l 249,57 ’
]

et
O™
J\LYT[_\
200,94
VcO"’%;fl, \/\.’l\/\/l\,/\/k/'\,J\ s Do D1t
Mot~ - ,-G B - ” . 5 Develosil DDS=11G=322
e 4 8 12 )

N 0.1 ml/min, at -60C
o=
11:1 649.9
]

Figura 50: Andlises realizadas com a derivatizacdo do 4,8,12,16-tetrametilheptadecanol

1 MeCMN/ THF= 100100
Dievelosil ODS=H{G=3=2
0.1 mil‘min, at -60°C

com diferentes agentes quirais (modificado de Ohrui 2008)[°
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E possivel observar que foi obtida uma excelente resolucdo dos oito isdmeros
possiveis quando se utiliza o reagente derivado de aglcar com as metilas protegidas com
grupamentos acetila ou metoxila. Durante o desenvolvimento deste estudo gostariamos
de ter utilizado estes agentes derivatizantes, mas infelizmente estes reagentes ndo sdo
comerciais e a sintese dos compostos néo é trivial. No intuito de tentar finalizar os estudos
da estereoquimica deste feroménio estamos em contato com os Professores Ohrui e
Akazaka para avaliar a possibilidade de terminar este trabalho em parceria com seus
grupos de pesquisa, ou a possibilidade de fornecerem o reagente para que seja possivel

realizar as analises no Laboratdrio de Semioquimicos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Visando o estudo da estereoquimica do 4,8,12-trimetilpentadecanoato de metila,
componente majoritario do feromoénio sexual de Edessa meditabunda, foram
desenvolvidas metodologias sintéticas eficientes para obtencdo de trés blocos de
construcdo quiral (4, 6 e 10) a partir de reagentes comercialmente disponiveis com a
estereoquimica definida, (R)- ou (S)-citronelol e (S)-(-)-3-hidroxi-2- metilpropionato de
metila, de acordo com a necessidade da rota sintética; inicialmente estes foram obtidos

na sua forma racémica a fim de testar as reacOes para sua obtencao.

As reacOes de acoplamento entre os blocos sintetizados foram realizadas através
de reacOes de Grignard utilizando Li>CuCls como catalisador, sendo alcangados

rendimentos satisfatorios (63-71%), quando comparados com os reportados na literatura.

A variacdo nas sequéncias com que os blocos eram acoplados possibilitou a
obtencdo de diferentes isbmeros a partir de quatro isdmeros dos blocos (S)-4, (R)-4, (S)-
6 e (S)-10. O centro estereogénico da ramificagdo metilica do carbono 8 era definido

através destas variacdes.

Foram obtidos quatro isémeros do composto produzido naturalmente:
(4R,85,129), (4R,8R,12S), (4R,8R,12R) e (4S,8S,12S)-4,8,12-trimetilpentadecanoato de
metila, obtidos com rendimento global de 9,1%, 10,2%, 10,9% e 9,9% respectivamente.

Dentre os isdbmeros obtidos estd o par de enantibmeros que apresentam todas as
ramificacGes metilicas com a mesma configuracdo. Acredita-se que um destes deve ser 0
isbmero produzido naturalmente pelo inseto, uma vez que através da analise da possivel
rota biossintética do composto a mesma enzima deve estar envolvida no processo de
insercdo das ramificacBes, conferindo a estas a sua especificidade com relacdo a

quiralidade.

Anélises visando a resolucdo do racemato do 4,8,12-trimetilpentadecan-1-ol
foram realizadas, através da derivatizacdo deste composto com o reagente de Ohrui,
porém uma separacéo satisfatoria ainda ndo foi alcangada. Como alternativa estuda-se a
possibilidade do uso do reagente de Ohrui derivado de agUcares, que tem fornecido bons

resultados com moléculas semelhantes com o alcool de interesse.
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Capitulo Il — Sintese de alcaloides piperidinicos encontrados na pele de
ras da espécie Eleutherodactylus iberia (Anura: Eleutherodactylidae).
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5. INTRODUCAO
5.1 Semioquimicos em anfibios anuros

Os anfibios anuros constituem uma ordem de animais pertencentes a classe
Amphibia, incluindo sapos, ras e pererecas. Estes individuos se comunicam basicamente
através de sinais acusticos, visuais e tateis. Além destes sistemas, 0s anuros e outros
anfibios também utilizam semioquimicos para sua comunicago e defesa.[*” A liberagéo
de venenos da pele tem sido demonstrada como a principal estratégia antipredatéria dos
anfibios.[®® A pele dos anfibios contém um arsenal quimico poderoso que forma uma
parte integral de seu sistema de defesa e também auxilia na regulacéo da acéo fisioldgica
das vias cutaneas.l®® Em resposta a uma grande variedade de estimulos, estes compostos
de defesa sdo secretados de glandulas dérmicas especializadas sobre a superficie dorsal e
no intestino dos anfibios. Muitos destes compostos sdo peptideos que exibem atividade
vasodilatadora potente, acdo antimicrobiana e antiviral, fungicida, entre outras funcdes e
estas substancias sdo secretados das glandulas da pele de animais adultos e metamorfos,
e na espécie Litoria splendida foi observado que os girinos também possuem 0s mesmos

compostos de defesa dos adultos. %]

Os perfis dos peptideos da pele de anfibios ndo séo apenas caracteristica de uma
espécie individual, mas também pode distinguir subespécies ou populacdes especificas
dentro de uma espécie, além das variacdes sazonais dos peptideos de alguns anfibios.[*%!

Em pesquisas iniciais feitas com anuros, centenas de peles secas da espécie de
interesse eram extraidas para obter os peptideos ativos, um método que nos dias de hoje
¢ ambientalmente inaceitavel.%? Além disso, esse método também é quimicamente
desfavoravel uma vez que os peptideos sdo armazenados nas glandulas na forma de
propeptideo que € inativa. Metodologias modernas utilizam técnicas que ndo envolvem o
sacrificio do animal; por exemplo, 0 uso da injecdo de noradrenalina,*®*! ou o método
ndo invasivo de estimulacgdo elétrica, ilustrado na Figura 51, sendo utilizado um sapo da
espécie Litoria caerulea. Neste caso, as secre¢des das glandulas dorsais da pele do animal
sdo obtidas através de estimulo elétrico, sendo que esse processo deve ser repetido com
intervalos de um més e ndo machuca os anfibios. [**! Utilizando estes métodos, os
peptideos ativos podem ser isolados e identificados utilizando a secrecdo da pele de
apenas um animal e muito comumente é possivel realizar a identificacdo com apenas uma

extracao.
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Figura 51: método de extracdo das secrecdes das glandulas dorsais de Litoria caerulea

utilizando estimulo elétrico

Os peptideos ativos podem ser purificados utilizando coluna cromatogréfica,
eletroforese ou, mais usualmente, por cromatografia liquida de alta eficiéncia.l!® A
determinacéo da sequéncia dos peptideos € feita através de espectrometria de massas e/ou
métodos de degradacdo de Edman, com a estrutura secundaria obtida por ressonancia
magnética nuclear 2D ou, menos usual para estas moléculas, métodos de difracdo de raios
X. Um dos aspectos mais impressionantes concluidos com os estudos dos peptideos ativos
de anfibios é o fato da maioria dos peptideos secretados muitas vezes apresentarem

atividades multi facetadas no organismo.%4

Muitas espécies de sapos e rds possuem secre¢des glandulares gque contém um vasto
espectro de antibidticos e muitas vezes um grande numero de peptideos com
especificidades diversas que levam ao aumento da protecdo contra uma ou diversas
bactérias. Testes biol6gicos mostraram propriedades adicionais anticancer para um
grande nimero destes compostos, sendo que tal coincidéncia de bioatividade presume
uma similaridade no mecanismo de acdo de células de cancer e de bactérias. De fato, a
atividade é racionalizada por ser mediada pela ruptura da integridade da membrana

celular da bactéria ou cancer.

Outra classe de peptideos com agdo conhecida muito estudada s&o os antifingicos.
Os anfibios sdo muito propensos a infecgédo por fungos, sendo o pior deles o fungo chytrid
(Batrachochytrium dendrobatis) que infecta populacbes de anuros ao redor de todo

mundo. Ja& foi demonstrado que peptideos antibidticos de espécies de ras do hemisfério
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norte sdo ativos contra este fungo, e parece, assim, provavel que os peptideos
antimicrobianos a membrana ativa de anuros Australianos devem destruir de modo
semelhante o fungo chytrid. Algumas evidéncias deste fato séo que sapos sem prote¢éo
da pele por peptideos antimicrobianos morrem mais rapidamente com infecc¢des do fungo
chytrid quando comparado com espécies que possuem a defesa. Entretanto a compreenséo
desta situacdo é complexa uma vez que espécies que aparentemente possuem esta
protecdo antifingica também ndo resistem ao fungo chytrid. A pergunta é porque anuros
que em principio aparentemente possuem protecdo adequada contra este fungo ainda
sucumbem a ele? Uma alternativa seria que o fungo atinge a regido abaixo do animal e
nesse caso as secrec¢des do dorso ndo seriam efetivas. Outra possibilidade seria a de que
o fungo possui uma defesa efetiva contra os peptideos ativos ou, ainda, que o animal ndo
percebe que o fungo seja letal e por isso ndo ativa seu arsenal quimico. A explicacdo para
esse fenbmeno ainda ndo é conhecida e estudos adicionais se fazem necessarios para a
compreensdo, uma vez que este fungo tem causado um declinio consideravel na

populacio dos anuros ao redor do mundo.[2%!

Apesar de diversos estudos que comprovam a acdo de inumeros peptideos, é
surpreendente que muitos destes compostos, varias vezes produzidos em quantidade
significativa nas secrecOes glandulares, séo inativos no regime de testes utilizados para
detectar a bioatividade. Parece improvavel que um individuo deposite energia para
produzir um peptideo majoritario que ndo possua um propdésito especifico na espécie,
mostrando que ainda h& um vasto campo de estudos com o intuito de descobrir a
bioatividade de tais compostos.*?”]

5.2 Feromonios em anfibios

O comportamento social pode ser um ponto onipresente na evolucgéo, e ele interage
com fatores ecologicos que sdo parte integrante da estrutura e dinamica da populacdo, tais
como a defesa, concorréncia e reproducdo. Os canais e as estratégias usados na
comunicagdo variam muito entre taxa, principalmente em relacdo a sua histéria evolutiva,
condicBes ambientais e as caracteristicas do individuo comunicador e receptor.[1%1 Por
exemplo, em ambientes aquaticos, a turbidez da dgua ou condicdes de baixa luminosidade
interferem em sinais visuais, enquanto os sinais quimicos podem ser mais eficientes.
Entretanto, uma corrente rapida pode causar a perda do estimulo quimico impedindo a
habilidade do receptor em localizar o alvo. Como resultado, dois ou mais canais sensorias

devem ser utilizados quando os sinais sdo degradados ou mascarados por distarbios do
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ambiente, como ocorre normalmente em sistemas aquaticos.[%! Sendo assim, devido ao
seu habitat, sinais quimicos, visuais e auditivos sdo comumente utilizados, singularmente

ou em conjunto, para comunicacao inter e intraespecifica pela maioria dos anfibios.

Feromonios sdo substancias que sdo liberadas para causar uma reposta
comportamental em uma determinada espécie e estdo comumente envolvidos no
acasalamento e corte. Os anfibios evoluiram dos peixes de &gua doce, no periodo
Devoniano, entdo era esperado que apresentassem tanto feroménios aquaticos quanto
terrestres.*1% Sabe-se que os peixes possuem dois tipos de feroménio sexual, o primeiro
sendo feromdnios solUvel na dgua o qual pode atrair a fémea e/ou macho de uma certa
distancia, entretanto, pouco é conhecido da quimica destes compostos;*'!l o outro tipo
sdo os feromonios que sdo transferidos diretamente para a fémea pelo macho quando eles
estdo perto o suficiente para se tocar, algumas destas moléculas foram identificadas como

sendo do tipo esteroidal.[**?

A evidéncia de que existem feromdnios sexuais aquaticos em peixes sugeriu que 0s
anfibios também deviam utilizar (ou modificar) estes feroménios. Uma vez que os anuros
produzem diversos peptideos nas suas secre¢des glandulares, seria um indicio de que 0s
feromonios soluveis na dgua poderiam ser peptideos também. O suporte inicial para essa
proposta veio com a descoberta de um peptideo que é o feromdnio do caranguejo da lama,
Rhithropanopeus harrisii, € o isolamento da atractina, um peptideo que age como
feromoénio de um molusco. Respostas de alarme foram detectados em girinos de Bufo em
1949, porém, o primeiro relato de um feromdnio sexual aquéatico em anfibios foi
apenas em 1995.[1*4] Tratava-se de um composto macho especifico, um peptideo pequeno,
chamado de sodefrina (SIPSKDALLK-OH), isolado do tritdo aquatico japonés Cynopis
pyrrhogaster. Outro peptideo semelhante, silefrina (SILSKFAQLK-OH), é o feromonio
sexual de machos do tritdo aquatico Cynops ensicauda. Ambos compostos, sodefrina e
silefrina, estdo contidos na glandula cloacal do tritdo. O macho libera o feroménio na

agua, e movimenta sua cauda vigorosamente para distribuir o composto e atrair a fémea.

Em 1999, o primeiro feromonio sexual em anuros foi reportado, sendo isolado da
ra Litoria splendida.[l Secrecbes mensais foram coletadas das fémeas e machos em um
periodo de 3 anos utilizando o método de estimulagdo elétrica. Separagdo destas
secrecOes atraves de cromatografia liquida de alta eficiéncia indicou um componente

minoritario presente apenas nos machos (Figura 52), que se apresentava de forma sazonal,
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ocorrendo apenas no periodo reprodutivo. O feromonio sexual dos machos foi chamado
de splendipherin, e foi identificado como um peptideo com 25 residuos
(GLVSSIGKALGGLLADVVKSKGQPA-OH).
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Figura 52: (A) separacdo das secrecGes de machos (a) e fémeas (b) por cromatografia
liquida de alta eficiéncia de Litoria splendida (B). (Adaptado de Wabnitz 1999) [/]

Em 2000, Wabnitz e colaboradores, realizaram testes de comportamento para
compreender como 0 composto atingia as fémeas no ambiente aquatico. Os experimentos
foram realizados em tanques de vidro nas dimensdes de 2x0,65x0,75 m contendo 2 cm
de profundidade de &gua estética, mostrando que as fémeas eram atraidas a fonte de
feromonio com uma concentragdo total no tanque tdo0 baixo quanto 10 pmol.Lt. As
fémeas notaram a presenca da splendipherin depois de 20 segundos que esta havia sido
colocada em um pedaco de algodédo no lado oposto do tanque. Uma vez que a 4gua estava
estatica, comprovou-se que o peptideo ndo se move até a fémea por agitacdo da agua
como é o caso do feromonio dos tritdes. Devido ao fato de a fémea reconhecer o
feromonio apods 20 segundos que este foi aplicado ao algoddo, um processo de difusédo
através da agua estatica foi eliminado como mecanismo de transferéncia devido a escala
de tempo para o processo de difuséo ocorrer. O grupo entdo propds que esse processo
ocorre através da movimentacdo das moléculas através da superficie da &gua como um
surfactante.['®! Este fato foi comprovado mais tarde, em 2008, por Perriman e
colaboradores.[**% Medidas de pressdo da superficie indicaram que a splendipherin é um
peptideo ativo na superficie e se move atravées dela. Estudos de ressonancia magnética
nuclear 2D sugerem que o composto tem a estrutura tridimensional mostrada na Figura

53, com os residuos hidrofilicos ligados a superficie da agua e os grupos hidrofébicos
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situados na fase do ar. Tal sistema é chamado de monocamada gasosa. Esse é 0 primeiro
exemplo de um feroménio aquético peptidico que se move rapidamente na superficie da

agua por um gradiente de presséo superficial.[**%]

Figura 53: Estrutura tridimensional da splendipherin.(Adaptado de Cummins 2012)[1%]

A espécie de rd relacionada Litoria caerulea, encontrada na Australia, contém
quantidades significativas de splendipherin em suas secrec¢des glandulares, entretanto ndo
foi encontrada atividade de feromonio sexual para as fémeas. A splendipherin possui
atividades diversas no organismo, e mostra agdo inibidora da formagdo do mensageiro
quimico Oxido nitrico através da enzima 6xido nitrico sintase em concentra¢des no nivel
micromolar. Portanto em L. splendida, este peptideo age como feroménio sexual,
enguanto a espécie L. caerulea utiliza 0 mesmo composto como inibidor da éxido nitrico
sintase, essa ¢ uma adaptacdo evolutiva muito interessante.[!%! Diversos artigos de
revisdo abordam a quimica dos compostos aquaticos dos anfibios e levantam as questdes

evolutivas que a identificacdo destes compostos implicam. 107 115 116]

Apesar dos diversos estudos ja realizados para identificar compostos utilizados
pelos anfibios, estes ainda sdo uma classe de animais em que o conhecimento sobre a
comunicacdo quimica é relativamente escassa. Como ja foi citado, nos sapos e ras, o
principal método de comunicacéo se trata da acustica e variagdes nos cantos utilizados
pelas espécies estdo tipicamente restritos a efeitos de temperatura, tamanho do corpo ou
horménios relacionados com a motivacdo sexual.*'71 O fato de os anfibios utilizarem
peptideos e prostaglandinas para sua comunicacéo na dgua jé é conhecido ha mais de duas
décadas. Alguns trabalhos sugeriram que os anfibios terrestres utilizam compostos
volateis como feromonio,*8 porém, apenas em 2012 Poth e colaboradores forneceram a

primeira evidéncia direta para a ocorréncia de feromonios volateis em anuros.
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Poth e colaboradores realizaram um estudo com uma familia de ras de Madagascar
chamada Mantellidae.®] Uma subfamilia, a Mantellinae, é caracterizada por uma
estrutura glandular especifica, localizada no lado ventral das patas do machos, como pode
ser observado na Figura 54.1%1 A func&o destas glandulas femorais n&o é conhecida, mas
sua ocorréncia sexo especifica e sua localizacdo podem ser um indicio do uso de
comunicagdo feromonal. Neste estudo, foram encontrados nessas glandulas compostos
volateis ndo peptidicos, sendo estruturalmente relacionados com secre¢des de insetos e

agindo como feromonios.

Figura 54: Imagem ventral e dorsolateral de macho de Mantidactylus multiplicatus
(esquerda) e macho de Gephyromantis decaryi (direita). Abaixo, uma visao interna da
glandula de G. decaryi. (Adaptado de Poth 2012)1"]

No intuito de estudar os compostos contidos nestas estruturas, cinco machos de ra
da espécie Mantidactylus multiplicatus tiveram as glandulas femorais excitadas e
extraidas com diclorometano. Estes extratos foram analisados utilizando cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas e dois compostos volateis
majoritarios foram apresentados. Para comprovar a estrutura destas substancias e, além
disso, conhecer a estereoquimica absoluta destes compostos na mistura do feromonio
natural, foi feita a sintese das moléculas de forma enantiomericamente pura e suas

estruturas foram determinadas, mostradas na Figura 55 (A e B). Além destes compostos
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a mistura apresentou ainda dois glicerideos menos volateis C e D (Figura 55) de estrutura

OJ\O ¢ OJ\o ~°
S U

ja conhecida.

Figura 55: Estrutura dos componentes do feroménio de Mantidactylus multiplicatus

Bioensaios foram realizados no intuito de comprovar a biotividade destes
compostos em M. multiplicatus. Foi observado que o hexano causou repeléncia nos
individuos, j& os compostos A e B mostraram atratividade dos machos da espécie, tendo
uma preferéncia maior para o composto A. Apesar do efeito de confusdo aparente
causado pelo solvente (hexano), estes resultados preliminares suportaram a hipétese
sugerida de que os compostos A e B séo capazes de causar mudangas no comportamento
de individuos conespecificos. Portanto, eles estdo em conformidade com a definicéo geral
de feromonio e devem desempenhar um papel na comunicacéo intra-especifica, embora
a funcdo exata destes compostos ainda seja desconhecida. Estas descobertas sugeriram
fortemente que anfibios utilizam feromonios volateis em sua comunicacdo, um fato que

ainda ndo havia sido reportado.

Este estudo ainda concluiu que em diversas outras espécies de Mantidactylus e
outros géneros de Mantellid como Gephyromantis, os compostos volateis ocorreram em
uma mistura espécie especifica, em concordancia com a funcdo esperada para estes
compostos em comunicacdo e reconhecimento intraespecifico. Muitas vezes estes
compostos tém estrutura macrolidica. Nas glandulas de M. femoralis foi encontrado um
componente adicional E (Figura 56) com estrutura semelhante a encontrada em M.
mutiplicatus. J& as secrecdes da espécie Gephyromantis boulengeri continha
essencialmente um composto majoritario cuja estrutura e estereoquimica absoluta foram
comprovadas apds sua sintese. Este composto € um produto natural inédito e foi chamado

de gephyromantolide A,[*?"! apresentado na Figura 56.
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E Gephyromantolide A

Figura 56: Estrutura do componente presente em M. femoralis (E) e gephyromantolide

A composto majoritario de Gephyromantis boulengeri

Em outro estudo de Poth e colaboradores, individuos de Mantidactylus femoralis
foram coletados em diferentes regi6es de Madagascar e 0s compostos contidos em suas
glandulas femorais foram identificados. M. femoralis é encontrado ao longo da porgéo
leste da ilha.['*"l Apesar de algumas variagBes geograficas serem esperadas entre as
populacBes de uma espécie tdo difundida, a diversidade dos compostos encontrados nas

glandulas femorais extraidas foi surpreendente.
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Figura 57: Localizacdo geografica onde os individuos foram coletados. As diferentes
marcas na tabela indicam a quantidade encontrada de cada composto em relacdo ao maior
pico: XXX - 30-100%, XX - 10-30%, X — 1-10% e 0 — abaixo de 1%. (Adaptado de Poth
2012)117]
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Apenas 8 dos 12 individuos analisados apresentaram compostos volateis (0s
ndmeros iguais na tabela indicam individuos diferentes coletados na mesma regiao) e as
concentragfes e presenca dos diferentes compostos variou também, como pode ser

observado na Figura 57.

Neste estudo, as estruturas de todos os compostos volateis identificados nos
extratos da glandula femoral de M. femoralis coletados foram confirmadas atraves da
sintese das moléculas. Os compostos E e J foram descritos como novos produtos naturais
(Figura 57). Os dados coletados demonstraram que a espécie M. femoralis apresenta uma
variacdo marcante dos compostos através da sua distribuicdo mesmo em populagdes
vizinhas e a possibilidade de processos de especiacdo incipientes envolvendo a
comunicacdo quimica como um mecanismo de isolamento pré-acasalamento precisam de

maiores investigacoes.

Na maioria dos anfibios anuros os cantos de andncio sdo a sinalizacdo
predominante na comunicacgéo inter e intrassexual. O canto do macho tem a funcdo de
atrair fémeas conespecificas e ao mesmo tempo sinalizar a defesa do territério contra
machos conespecificos. Portanto, 0 comportamento de chamamento tem um papel vital
no sucesso reprodutivo e € essencial para sele¢do sexual. Esse comportamento de sapos e
rds tem sido objeto de estudo de um grande nimero de pesquisas, enquanto outros canais
de comunicacao possivelmente utilizados em um contexto reprodutivo nesses organismos
tém sido praticamente negligenciados. Nos machos da maioria das espécies de anuros o
saco vocal € associado com a producdo do seu canto de anuncio. A principal funcdo do
saco vocal é reciclar o ar vindo do pulmédo, e uma vez que é liberado durante o
chamamento, presume-se que deve conter compostos volateis que auxiliam na atracdo da

fémea.

Um trabalho de Starnberger e colaboradores utilizou ras da familia Hyperoliidae
para pesquisar a existéncia de compostos volateis no chamamento.[!*®l Os estudos
mostraram que apenas 0S machos apresentam a estrutura da glandula gular e que
compostos volateis foram identificados apenas nesta glandula, ndo estando presente em
outras estruturas dos individuos, como a pele da barriga ou do saco vocal. Foi detectada
a presenca de dois compostos, presentes em extratos de Hyperolius cinnamomeoventris
(K) e de Hyperolius kivuensis (L), que tiveram suas estruturas definidas através de dados

de espectrometria de massas e indice de retencdo que corresponderam com dados ja
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reportados na literatura (Figura 58). Sabe-se que outros compostos encontrados nos
extratos sdo alcoois, sesquiterpenos e macrolideos, mas suas estruturas ainda deverdo ser

buscadas em estudos futuros.

H
K L

Figura 58: Estrutura dos dois compostos identificados em extratos de Hyperolius
cinnamomeoventris (K) e de Hyperolius kivuensis (L)

Com este trabalho, os pesquisadores propdem que as ras da familia Hyperoliidae
utilizam uma combinacao de sinais acusticos e quimicos para aumentar sua habilidade de
detectar individuos da mesma espécie dentro da densa agregacdo de diversas espécies que
sdo tipicas da reproducdo dos hyperoliid. Além disso, existem diversas espécies dentro
dessa familia onde os machos ndo possuem um saco vocal inflavel, mas, mesmo assim,
possuem glandula gular e outras espécies sdo aparentemente mudas e devem, portanto,
depender plenamente da comunicacdo quimica. Os coquetéis quimicos encontrados na
glandula gular sdo espécie especificos e podem até mesmo auxiliar em questdes

taxonémicas desse complexo de espécies.

Uma série de descobertas importantes emergiram a partir do estudo da
comunicacdo dos anfibios através de feroménios. Como discutido, até pouco tempo,
acreditava-se que os anfibios utilizavam basicamente peptideos e proteinas como
feromonios, sendo que apenas recentemente, em 2012, compostos volateis foram
descobertos. A comunicagdo feromonal tem sido examinada em uma pequena
porcentagem das mais de 6.500 espécies de anfibios. Estes possuem uma histéria
evolutiva muito longa e englobam uma gama de processos de desenvolvimento
(metamorfose, neotenia, desenvolvimento direto) e vivem em nichos variando de
totalmente aquéatico para totalmente terrestre. O estudo da comunicacdo quimica dos
anfibios se mostra como um campo a ser explorado muito amplo que tende a produzir

descobertas fascinantes.
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5.3 Ras venenosas (poison frogs)

O termo ras venenosas se refere a certos membros das quatro familias dos anuros
caracterizados pela habilidade de sequestrar da sua dieta de artropodes seu arsenal
quimico de defesa baseado em alcaloides. Em 2011, a familia Eleutherodactulidae foi
descrita como a quinta familia de anuro que também contém alcaloides que s&o
sequestrados de sua dieta. Alguns destes alcaloides em réds aparentam ter a funcdo de
defesa quimica contra potenciais predadores vertebrados e invertebrados,
microorganismos e, possivelmente, ectoparasitas. Ras venenosas que contem alcaloides
sdo ativas no periodo diurno e brilhantemente coloridas, sendo que esta propriedade é
considerada como uma funcg&o de sinal visual aposemaético para seus predadores, ou seja,
um sinal de aviso sobre os venenos contidos na sua pele. Apesar de haver um grande
numero de estudos descrevendo compostos biologicamente ativos em rds, apenas uma

fracdo da diversidade em anuros foi examinada.

Nos ultimos 40 anos mais de 850 estruturas de alcaloides lipofilicos foram
detectadas na pele de rds venenosas, um ndmero que aparentemente reflete a grande
diversidade de alcaloides presentes em artrépodes utilizados na sua dieta, como formigas,
acaros, besouros e milipedes. Na Figura 59 estdo apresentadas algumas estruturas de

alcaloides que ocorrem em diferentes espécies de ras venenosas ao redor do mundo.

"’//\ ‘ ‘ v N

Figura 59: Estruturas comuns encontradas em diferentes espécies de rds venenosas

Originalmente, acreditava-se que a presenca destes alcaloides era resultado de
biossintese das proprias ras, assim como ocorre com outras classes de compostos, como
peptideos, esteroides e proteinas, presentes em glandulas da pele de diversas espécies de
ras. Entretanto pesquisas resultaram na descoberta de que a maioria destes alcaloides sdo
sequestrados inalterados da dieta de artropodes; essa ideia ficou conhecida como

“hipodtese da dieta”. Alguns fatos levaram os pesquisadores a descartar a hipotese de que
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os anuros realizavam a biossintese dos alcaloides, como resultados negativos de
incorporagdo de compostos marcados isotopicamente, o fato de animais mantidos em
laboratério deixarem de apresentar os alcaloides e individuos conespecificos de uma
mesma populacdo apresentarem um padrdo diferente de alcaloides contidos na sua pele.
Daly foi o pesquisador pioneiro nos estudos de alcaloides em réds venenosas e fez os
primeiros experimentos de alimentagio para provar a hip6tese da dieta.l*?] O primeiro
estudo utilizou rds da familia Dendrobatidae criadas em laboratério e animais selvagens
capturados, os dois grupos foram alimentados com moscas da fruta impregnadas com um
ou mais alcaloides e experimentalmente demonstrou-se que certos alcaloides poderiam
ser acumulados inalterados na pele destas rs.'?2l Com a realizacdo de outros
experimentos utilizando espécies de diferentes familias de anuros, foi possivel observar
que as ras acumulavam as diversas classes estruturais de alcaloides em diferentes niveis

de concentraggo.[123-126]

5.4 Estudos com Eleutherodactylus iberia (Estrada & Hedges 1996)

Diversas novas espécies de anfibios e répteis tem sido descobertas em Cuba nos
ultimos anos. Varias destas sdo endémicas, ou seja, ocorrem restritamente neste local,
como é o caso da espécie de ras Eleutherodactylus iberia. Esta espécie foi descrita a
primeira vez em 1996 em Cuba por Estrada & Hedges e possui cerca de 10 mm na fase
adulta (Figura 60), caracterizando-a como uma das menores espécies de tetrapodes do
mundo.l*? Infelizmente Cuba possui uma das areas de menor cobertura de floresta
natural do mundo fazendo com que sua fauna e flora Unicas sejam amacadas como
resultado do desmatamento continuo. Isso influencia a espécie E. iberia que atualmente

se classifica no estado de conservacdo como ameacada em perigo critico.

Figura 60: Individuo da espécie Eleutherodactylus iberia

Os estudos das espécies pequenas de anuros auxilia na comparagao para examinar

os efeitos da miniaturizacdo na morfologia e tracos da historia da vida das espécies. A
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miniaturizacdo em animais as vezes ¢ acompanhada por novidades morfoldgicas ou maior
variabilidade nas caracteristicas basicas, mas normalmente é associado com a
simplificacdo ou perda morfoldgica de estruturas. Observa-se que muitas espécies
diminutas de anuros possuem can¢do de chamamento de alta frequéncia, como um
resultado de sua estrutura da laringe muito pequena. Os tracos histéricos podem auxiliar
na compreensdo evolutiva, como por exemplo, a maioria dos anuros colocam seus ovos
no ambiente aquatico e passam por um estagio de desenvolvimento larval, o que é
considerado como um modo primitivo de reproducdo. Em contraste, todas espécies
miniaturizadas colocam seus ovos diretamente na terra e a maioria passa por

desenvolvimento direto dentro do ovo.

Estudos da morfologia da espécie Eleutherodactylus iberia ja foram realizados
quando a espécie foi descrita pela primeira vez. No &mbito de se conhecer 0os compostos
quimicos presentes na pele destes individuos, em 2010 foi realizado um estudo com a
dissecacdo de um animal para obtencdo de extrato metandlico da pele do mesmo e foi
analisado o conteddo do estbmago de sete individuos a fim de se examinar a fonte de
alcaloides. Foi possivel detectar no estdmago a presenca de acaros e oribatideos, que
pertencem a uma subordem de &caros, que séo conhecidos por fornecer um dos alcaloides
que foi identificado na pele da espécie. Detectou-se também no contetido estomacal uma
porcentagem menor (cerca de 15%) de formigas e Collembola (pequeno artrépode), sendo
que um dos alcaloides identificados para espécie ja foi identificado em formigas. Isso
sugere que a miniaturizacdo da espécie e especializacdo em presas pequenas favoreceu

esta espécie na aquisicao de seus alcaloides da pele através de sua dieta.

Analises de GC-MS do extrato da pele, indicaram a presenca de alcaloides
lipofilicos ja descritos para outras espécies de anuros e de estrutura conhecida,*?® bem
como diversos alcaloides em quantidade insuficiente para identificacdo. Para confirmagéo
das estruturas foram feitas comparaces com padrdes de cada composto (Figura 61). Ras
da familia Eleutherodactylidae sdo parte de um grande clade de anuros de

desenvolvimento direto, o Terrarana, ocorrendo na América Central e do Sul e no Caribe.
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Acaros e formigas Formigas

Figura 61: Alcaloides identificados em extratos de pele de macho da espécie E. iberia e

as possiveis fontes para dois deles ja descritos em acaros e/ou formigas

Em 2012 novos extratos de pele de machos da espécie foram obtidos, sendo que
0s animais eram de uma regido diferente de onde os individuos do primeiro estudo foram
coletados em Cuba. Analises de GC-MS destes extratos indicaram a presenca de dois
novos alcaloides de estrutura inédita, picos indicados como A e B no cromatograma

apresentado na Figura 62.
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Figura 62: Cromatograma de analise de GC-MS de extrato da pele de um macho da

especie E. iberia

Analisando os espectros de massas foi possivel notar uma semelhanca muito

grande entre os dois compostos. Com uma possivel diferenca de um atomo de oxigénio,
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racionalizou-se que poderiam se tratar da mesma estrutura base, sendo uma delas um

alcool terminal (Composto A) e o diol correspondente (Composto B) (Figura 63).
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Figura 63: Espectro de massas dos compostos A e B

Através de analises dos fragmentos contidos no espectro de massas, foi feita uma
proposta de estrutura para o composto A (Esquema 19). O alcaloide apresentaria um anel
de sete membros contendo o atomo de nitrogénio (azepano) com uma metila na posicdo
6 e uma cadeia alifatica na posicdao 1 com um alcool primario. A forca motriz provida
pela habilidade do atomo de nitrogénio em doar elétrons faz as reagdes de a-clivagem
serem dominantes em espectros de massas de aminas alifaticas. No Esquema 19 estdo
demonstrados 0s mecanismos de a-clivagem possiveis para 0 composto proposto. Nota-
se que a clivagem da cadeia alifatica mais longa é favorecida como esperado pela regra
da perda do maior radical alquila, geralmente observada em reagdes de a-clivagem,

fazendo com que o fragmento de m/z 112 seja o pico base do espectro de massas.
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Esquema 19: Proposta estrutural para 0 composto A e 0s possiveis mecanismos de a-

clivagem para a molécula

Apos a realizacdo da sintese da estrutura proposta para 0 componente A, 0
espectro de massas da substancia sintética apresentou diversas diferencas em seus
fragmentos, comprovando que a proposta estrutural estava incorreta (Figura 64). O
fragmento com m/z 126 estd presente com uma intensidade relativa alta e ndo estd
presente no espectro do composto natural, bem como a intensidade de diversos outros
fragmentos ndo estdo condizentes, como o fragmento de m/z 240 que caracteriza um dos
compostos formados pela a-clivagem que estd com a abundancia bem mais baixa do que

0 observado no composto natural.
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Figura 64: Espectro de massas do composto sintético da proposta estrutural para o

componente A
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Outras propostas foram racionalizadas para estes dois compostos desconhecidos
(Esquema 20). A possibilidade de um alcaloide com anel piperidinico e o atomo de
nitrogénio metilado levaria a formacéo dos fragmentos esperados para a-clivagem com
m/z 112 e 240, ja discutidos acima. A possibilidade de um alcool secundéario para o
composto A pareceu mais plausivel, uma vez que pode ser observado o fragmento relativo
a perda de 45 unidades de massa, fornecendo o fragmento com m/z 210, que ndo seria
esperado para o alcool priméario, uma vez que ocorreria a perda de 31 unidades de massa
nesse caso. O composto B foi proposto como sendo o diol correspondente ao alcool
secundario, com a segunda hidroxila no carbono terminal. A fragmentacgéo caracteristica
para o &lcool secundario levaria a formacdo do fragmento com m/z 210 presente no
espectro de massas, que seria a perda de 61 unidades de massa, fragmento também
observado no espectro do composto natural. Para comprovacao destas estruturas como
componentes de secre¢do da pele de Eleutherodactylus iberia faz-se necessario realizar a

sintese das novas propostas estruturais para estes compostos, que serd discutida neste

documento.
+o
OH (OH
e C
| | v
Nova proposta para |
0 composto A l
+
! -
m/z 210 m/z 45
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w M
-e” C"
’T OH —= » T 5 OH
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o composto B
+
Ll
T . | OH
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Esquema 20: Novas propostas para as estruturas dos compostos presentes no extrato de

pele e a fragmentacao para o alcool secundéario
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

- Obtencgdo de dois alcaloides piperidinicos de estrutura inédita, para comprovagdo da
presenca destes compostos na secrecdo utilizada como defesa na pele de rds da espécie

Eleutherodactylus iberia.

6.2 Objetivos especificos

- Desenvolvimento de rota para sintese de blocos de construcao visando a obtencéo das

estruturas propostas para os alcaloides piperidinicos.

- Comparacdo de dados espetroscopicos dos compostos sintéticos com os dados dos

compostos naturais encontrados nos extratos de pele das rés.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 Analise retrossintética dos alcaloides

Analisando a estrutura dos compostos foi possivel visualizar uma retrossintese
para estas substancias, sendo que haveriam duas etapas chave. A primeira seria o
acoplamento entre uma imina e um bromo-alceno. E a segunda etapa chave seria a
formagdo do anel piperidinico atraveés de um rearranjo de Beckmann. Sendo assim, a
partir do 1,8-octanodiol seria possivel obter 0 9-bromo-non-1-eno que seria acoplado com
0 anion de litio da imina gerada a partir da condensacdo da ciclopentatnona e
cicloexilamina. Apds gerar a oxima desta cetona obtida seria realizado um rearranjo de
Beckmann que formaria o anel piperidinico. A partir deste composto seria realizada a N-
metilacdo e cada alcaloide poderia ser gerado pela modificacdo apropriada da ligacao

dupla (Esquema 21).

T Rearranjo de Acoplamento via
OH  Epoxidacio Beckmann anion de liio
e reducio . . 0
N via oxima
N-mettilacio OH N S '
I
H
OH
N

i
Oxidacéo de Parikh-Doering
e olefinacio de Wittig

\

HO A~~~ on = B S SNF + N Condensagio §
+

. NH;
Y

Monobromagéo :)

Esquema 21: Retrossintese das estruturas propostas para os alcaloides

7.2 Obtencgdo do bromo-alceno 27 e da imina 30

A rota para obtencdo do brometo 27 foi iniciada através da reacdo de
monobromacdo do 1,8-octanodiol, seguida de oxidacdo do alcool gerado (25), para
obtencdo do aldeido 26 correspondente, o qual foi submetido a uma reacdo de Wittig
utilizando o brometo de metiltrifenilfosfonio que forneceu o composto de interesse, 9-
bromo-nonen-1-eno (27) (Esquema 22).
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Esquema 22: Rota sintética para obtencdo do bromo-alceno 27

A reacdo de monobromacao foi feita utilizando HBr em tolueno, sendo que a agua
foi removida azeotropicamente pelo uso de Dean-Stark. O rendimento para esta etapa foi
de 91% e foi isolado cerca de 5% do produto formado pela dibromacéo do composto. No
espectro de RMN de $3C do composto (Figura 65) pode ser observado o sinal do carbono

carbindlico em aproximadamente 63 ppm, bem como o sinal do carbono ligado ao atomo
de bromo em 33,95 ppm.
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Figura 65: Espectro de RMN de *C e DEPT135 (superior) (CDCls, 75 MHz) do bromo-
alcool 25

A reacdo de oxidacdo para formar o aldeido 26 foi realizada através da
metodologia de Parikh-Doering, uma vez que nao utiliza regentes que apresentam cromo,
como as metodologias que empregam PCC ou PDC, e é feita com temperaturas mais
brandas, geralmente 0°C, quando comparada com a metodologia de Swern que utiliza
temperatura de -78°C. A metodologia de Parikh-Doering foi descrita em 1967 e utiliza

dimetilsulfoxido como agente oxidante, ativado pelo complexo de trioxido de enxofre e
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piridina na presenca de trietilamina como base.[*?®) O mecanismo esta apresentado no
Esquema 23; a etapa inicial da reacdo é a ativacdo do dimetilsulféxido pelo SOs,
favorecendo o ataque nucleofilico do oxigénio do alcool no enxofre, com desprotonacao
do alcool pela piridina. A trietilamina abstrai um hidrogénio da metila ligada ao enxofre
e forma a ilida de enxofre que ird abstrair um hidrogénio do carbono carbindlico,

formando o aldeido de interesse e um equivalente de sulfeto de dimetila.
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26
(26) R R

Esquema 23: Mecanismo da reacdo de oxidacao de Parikh-Doering

No espectro de RMN de *H do composto 26, apresentado na Figura 66, pode ser
observado o sinal caracteristico de hidrogénio ligado a carbonila de aldeido com
deslocamento de 9,77 ppm e apresenta-se como um tripleto pois acopla com os dois
hidrogénios do carbono metilénico com a mesma constante de 1,79 Hz (Hy-Ha). Em 2,43
ppm o sinal estd apresentado na expansdo e é referente aos hidrogénios do grupo
metilénico a a carbonila, que ocorrem como um triplo dupleto pois acoplam com os dois
hidrogénios (Hc na figura) com a mesma constante de 7,27 Hz (Ha-Hc) € com o hidrogénio
ligado ao carbono da carbonila com constante de 1,79 Hz. Em 3,41 ppm encontra-se 0
sinal dos hidrogénios ligados ao carbono ligado ao &tomo de bromo, que se apresentam
como um tripleto pois acoplam com os dois hidrogénios vicinais com a mesma constante

de 6,79 Hz. Os demais sinais ocorrem na regido alifatica, como esperado para 0 composto.
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Figura 66: Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do aldeido 26

A etapa que concluiu esta rota foi a reagdo de Wittig, que permite a obtencgéo de
um alceno a partir de uma ilida de fosforo gerada e um aldeido. O sal de fosfonio utilizado
foi o brometo de metiltrifenilfosfonio, foi gerada a ilida correspondente com n-BuLi e
adicionado sobre uma solugéo do brometo 26. O espectro de RMN de *H do bromo-alceno
27 pode ser observado na Figura 67. O sinal em 5,80 ppm refere-se ao hidrogénio do
carbono metinico, que fica bem definido como um duplo duplo tripleto. Ele acopla com
0 hidrogénio Hp com uma constante vicinal trans de 17,12 Hz e vicinal cis de 10,23 com
Hc formando um dupleto com cada constante e acopla ainda com os dois hidrogénios
vicinais Hq na forma de um tripleto pois apresenta a mesma constante de 6,69 Hz. Os
hidrogénios do carbono metilénico da ligacdo dupla se apresentam como um multipleto
em 4,90-5,04 ppm. Pode-se observar ainda os hidrogénios ligados ao carbono ligado ao
atomo de bromo em 3,40 ppm na forma de um tripleto com constante de 6,87 ppm e 0s

hidrogénios da porcdo alifatica da molécula.
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Figura 67: Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do bromo-alceno 27
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De posse do brometo 27, a proxima etapa foi a obtencao da imina 30, para que
fosse possivel realizar a primeira etapa chave da rota sintética. Este composto foi obtido
através de uma reacdo de condensacéo entre a ciclopentanona e ciclohexilamina, através
de refluxo em tolueno com o uso de Dean-Stark para remoc¢édo de agua azeotropicamente
(Esquema 24). Este composto nao necessitou de purificacdo adicional, realizou-se apenas

a remocao do solvente em evaporador rotatorio e a ciclopentanona (28) e ciclohexilamina

(e} NH, N| :
é Ej Tolueno, Dean-Stark G
+ >

Refluxo 4h
(28) (29) <79 (30)

(29) que nédo reagiram também sdo removidos dessa forma.

Esquema 24: Sintese da imina 30

O espectro de RMN de *3C da imina 30 (Figura 68) caracteriza o composto, onde
observa-se o carbono da ligagio C=N em aproximadamente 177 ppm e em
aproximadamente 62 ppm o carbono da ligacdo C-N. Pode-se notar a presenca de
carbonos equivalentes na molécula devido a maior intensidade de dois sinais no espectro,

ou seja, correspondem a dois carbonos com 0 mesmo deslocamento.
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Figura 68: Espectro de RMN de **C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 75 MHz) da imina
30
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7.3 Obtencao do anel piperidinico através do rearranjo de Beckmann

A primeira etapa-chave da rota sintética para os alcaloides foi a reacdo entre o
anion de litio da imina 30 e 0 brometo 27, seguido da formag&o da oxima correspondente,
a qual seria submetida a um rearranjo de Beckmann formando o anel piperidinico
(Esquema 25).

HO,
1) LDA, THF 0 N
. -78°C-T.A. 30 min W NaOAc, NH,OH HCI W
| 2) Br/\ﬁﬁ;\ (31) MeOH (32)

27 Refluxo, 2,5 h
T.A.14h 95% 1) MsCl, E;;t3N0
30) 3) Acido acético (84/16 transcis) DCM, -20°C-0°C

T.A.3h 2) AlMe;

70% DCM, -78°C
/O\/\/\/\/\ R
N N -78°C
H

33) 40%

Esquema 25: Rota para obtencdo do composto 33

A escolha do uso da imina se deve ao fato de diminuir a transferéncia de proton
que ocorre quando se tem enolatos, evitando polialquilagbes, e as iminas sd0 menos
eletrofilicas do que as cetonas equivalentes, evitando auto-condensacgdo. Outra vantagem
é a baixa reatividade do nitrogénio neste sistema, devido a impedimento estérico formado
pela interagdo do anion gerado com o metal e o solvente, bem como pelos substituintes
ligados ao nitrogénio. O anion da imina 30 foi gerado pelo uso de diisopropilamideto de
litio e apos a alquilacdo, a imina foi hidrolisada pelo uso de tratamento acido para fornecer

a cetona de interesse. No espectro de RMN de '*C pode-se observar o carbono da
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carbonila da cetona em aproximadamente 221 ppm. Em aproximadamente 139 e 114 ppm

os carbonos da ligacdo dupla e os demais carbonos do composto (Figura 69).

é/‘\/\/‘\/\/

a1

M0 33 20 0 00 150 1BD 170 &0 IS0 140 E3D 120 110 I 80 E M &0 = 40 e 20 i [ -0
11 {pp=)

Figura 69: Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 75 MHz) da cetona
31

A formacdo da oxima é uma reacdo nucleofilica de adi¢do-eliminacao, que ocorre
com a formacdo da oxima e um equivalente de agua. A sintese da oxima 32 foi realizada
utilizando cloridrato de hidroxilamina e acetato de sodio,[**l obtendo-se um rendimento
de 95%, com uma relacio de 84/16 dos isdmeros cis/trans. No espectro de RMN de *C
do composto, apresentado na Figura 70, pode ser notada a diferenca no deslocamento do
carbono da ligagdo C=N, antes quando ligado ao oxigénio apresentava um deslocamento
de 221 ppm, agora que esta ligado ao nitrogénio seu deslocamento diminui para
aproximadamente 169 ppm, uma vez que o nitrogénio € menos eletronegativo do que o
oxigénio e pode ocorrer uma estrutura de ressonancia com 0 oxigénio da oxima
fornecendo um par de elétrons para formar uma ligagdo N=O deslocando um par de
elétrons para o carbono ligado ao nitrogénio, blindando este nicleo, fazendo com seu

deslocamento passe para um campo mais baixo.
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Figura 70: Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 75 MHz) da oxima
32

O espectro na regido do infravermelho (Figura 71) caracterizou os grupamentos
presentes no composto 32. Em 3271 cm™ encontra-se a banda caracteristica do
estiramento da ligacdo O-H da oxima e este grupamento também pode ser caracterizado
pelas bandas em 1674 cm™ referente ao estiramento da ligagdo C=N e em 961 cm™ o
estiramento da ligacdo N-O. A ligagdo dupla fica caracterizada pelas bandas de
deformacéo axial da ligagdo C-H em 3077 cm™ e deformagéo angular em 907 cm™, bem
como a banda de estiramento da ligagido C=C em 1641 cm™. As bandas intensas em 2924

cm™ e 2854 cm™ caracterizam as bandas das ligagdes C-H da porcéo alifatica da molécula.
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Figura 71: Espectro na regido do infravermelho da oxima 32

O rearranjo de Beckmann é uma metodologia que leva a conversao de oxima a
amida correspondente em meio acido. A segunda etapa chave da rota sintética proposta
foi uma modificacdo da metodologia do rearranjo de Beckamnn. O mecanismo para esta
reacao estd apresentado no Esquema 26. Ao inves de utilizar meio &cido para promover
a reacdo foi sintetizado o mesilato correspondente da oxima 32, que também forma um
bom grupo de saida, favorecendo o rearranjo. A saida do mesilato é acompanhada do
rearranjo do grupo alquila, sendo que o grupo que se desloca no rearranjo sera anti ao
grupo de saida. O carbocation resultante reage com o nucleéfilo empregado, neste caso
AlMez (3 equivalentes), que leva a alquilagdo da posicdo 6 do anel; o rearranjo de
Beckmann cléssico utiliza &gua como nucleotfilo, levando a formagao da amida. A ultima
reacdo desta etapa foi a reducdo da ligacdo dupla formada empregando DIBAL-H,
formando a amina 33, sendo que a escolha do agente redutor e a quantidade de
trialquilaluminio empregada ira influenciar na estereoquimica relativa dos substituintes

ligados ao anel.
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*cis-(33)
*Configuracio relativa

Esquema 26: Mecanismo do rearranjo de Beckmann para formacdo do anel piperidinico

Resultados reportados na literatura mostram que o uso de DIBAL-H como agente
redutor e quantidades equivalentes menores de trialquilaluminio levam a formacéo do
isdmero com os substituintes em configuracdo cis.'*1 Questdes estéricas do agente
redutor e a teoria da estabilizacdo por transferéncia de carga do estado de transi¢do de
adicdo nucleofilica & compostos carbonilicos explicam este resultado.[*3? Estas teorias
predizem a preferéncia pelo ataque anti-periplanar do ion hidreto com relagéo a ligacao
oc-H Vicinal ao grupo imino. A aproximagao inferior do hidreto em relagdo a ligagdo n da
C=N ¢ preferencial pela estabiliza¢do do orbital antiligante o* através da deslocalizacao
eletronica do orbital da ligagdo o C-H para o orbital antiligante * (orbital vazio de baixa
energia da imina), levando a formacéo do composto com configuracéo cis (Esquema 27).
Por outro lado, o uso de altas concentragdes de trialquialuminio (> 7 equivalentes) faz
com que este tenha a acdo de &cido de Lewis, sendo assim o grupamento R ligado a
posicao 6 do anel ocupa a posicdo axial devido a interacdes estéricas entre este e 0s grupos
ligados ao aluminio que coordena com o par de elétrons ndo ligante do nitrogénio. Tal
mudanca conformacional facilita a aproximacéo do hidreto pela face superior da ligacao
7 da imina, formando o isomero trans. Neste estudo foram utilizados trés equivalentes de
AlMejz, portanto esperava-se que fosse formado o isémero cis do composto 33, fato que
foi comprovado através de experimentos de RMN de NOESY, que serdo discutidos mais

adiante.
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AIR3 (7 eq)

Forma cis Forma trans

Esquema 27: Mecanismo de reducdo do intermediario do rearranjo de Beckmann

levando a formacao do anel com configuracéo cis

No espectro de massas do composto 33 é possivel observar o fragmento [M*-1]
com m/z 222. Os fragmentos caracteristicos formados pela fragmentagao de a-clivagem
caracteristica para aminas estdo presentes, formando o pico base com m/z 98 Da e a
clivagem da metila formando o fragmento com m/z 208 Da (Figura 72).

1004 98 MmEISDa

(3%

wer 208 Dra

Abundéncia (%)
g

55 208
a9 90 g

S— 1] ,.:l! SRNRN 1| AU | TSGR | MO P AN Aot ol L -4 A AL Lo S 'S
0 040 50 &0 7O B0 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Mz

110 124 140 154 168 180 |94 222

le
i

Figura 72: Espectro de massas da amina 33 com os fragmentos destacados para a

molécula

No espectro de RMN de **C da amina 33 é possivel observar os carbonos da
ligacdo dupla com deslocamento em aproximadamente 139 ppm para o carbono metinico
e 114 ppm para o carbono metilénico, que tem um deslocamento mais baixo devido ao
fato de estar ligado a dois hidrogénios, sendo assim fica com a nuvem eletronica mais
deslocada sobre si, blindando o seu ndcleo. Os sinais dos carbonos do anel ligados ao

atomo de nitrogénio apresentam deslocamento de aproximadamente 57 e 52 ppm. Os

90



demais carbonos encontram-se na regido alifatica, como esperado para 0 composto

(Figura 73).
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Figura 73: Espectro de RMN de *3C e DEPT 135 (superior) (CDCls, 75 MHz) da amina
33

Apobs a formacdo do anel piperidinico a estrutura base dos alcaloides estava
construida. A proxima etapa seria a N-metilacdo, seguindo com diferentes transformacdes

da ligacdo dupla para formacédo de cada alcaloide proposto.

7.4 Obtencdo das estruturas propostas dos alcaloides contidos na pele de E. iberia

Como mostrado no Esquema 28, para finalizar a rota sintética seguiu-se com a
formacdo do composto N-formilado (34), com posterior reducdo para obtencdo da amina
terciaria (35). A partir desta estrutura a primeira substancia proposta (36) foi obtida
através da di-idroxilacdo da ligacdo dupla. O alcool secundario (38) foi formado através

da epoxidacéo da ligacdo dupla seguido de reducéo.
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Esquema 28: Rota sintética para obtencdo dos alcaloides 36 e 38

A primeira metodologia testada para obtencdo do composto N-metilado foi
utilizando hidréxido de potassio e iodeto de metila, porém apos analise do espectro de
RMN de °C e 'H do composto formado, observou-se que houve a dimetilagcio do
nitrogénio. Analise de experimento de RMN de 2D deste composto provou a formagéo
da configuracdo relativa cis dos substituintes do anel, corroborando com os resultados
reportados por Maruoka e colaboradores.[*®] Foi possivel observar através do
experimento de NOESY (Figura 74) que os hidrogénios de uma das metilas ligadas ao
nitrogénio quando irradiados transferem o efeito em ambos substituintes presentes no
anel, mostrando que estes se encontram do mesmo lado da molécula. Assim como é
possivel observar que quando os hidrogénios metinicos do anel (3 e ) sdo irradiados estes

transferem o efeito para apenas uma das metilas ligadas ao nitrogénio (o).
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Figura 74: Expansdo do espectro de NOESY (CDCls, 150 MHz) do composto N-

dimetilado correspondente ao 33

Para contornar o problema da ocorréncia da dialquilacdo do nitrogénio optou-se
por sintetizar o composto formilado (34), seguido de reducao deste grupo para formar o
composto N-metilado 35. A formilacéo foi realizada utilizando anidrido acético-formico,
que foi obtido através da mistura entre anidrido acético e acido formico, em benzeno. No
espectro de RMN de *H (Figura 75) nota-se que os sinais ficam duplicados uma vez que
se tem a configuracdo relativa cis dos substituintes do anel piperidinico, porém a
formilacéo pode formar os compostos com o grupo formila na posicao axial ou equatorial
para cada isdmero. Em aproximadamente 7,9 ppm estdo os sinais relativos ao hidrogénio
do grupo formila. Os sinais da ligacdo dupla podem ser observados como multipletos em
5,55-5,93 ppm e 4,73-5,06 ppm. Os sinais dos hidrogénios dos carbonos metinicos
ligados ao 4&tomo de nitrogénio ficam mais deslocados agora que se tem a presenca do
grupo formila que retira densidade eletrdnica, fazendo com que estes nucleos figuem mais
desblindados, deslocando seu sinal para um campo mais alto. Eles ocorrem na forma de

multipletos em 3,34-3,89 ppm e 4,21-4,68 ppm.
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Figura 75: Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do composto formilado 34

No espectro de massas do composto 34 pode-se notar a presenca do pico do ion
molecular com m/z 251 Da e a presenca do fragmento com m/z 126 Da que caracteriza o
anel com o grupo formila e o fragmento com m/z 236 Da proveniente da perda da metila
(Figura 76).
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Figura 76: Espectro de massas do composto formilado 34

Para realizacdo da etapa de reducédo do grupo formila foi utilizado LiAlH4, que
levou a formacdo do composto de interesse N-metilado (35), porém cerca de 30% do
produto convertido formado foi o composto 33 e esta mistura ndo foi passivel de
separacdo através de cromatografia flash. Na tentativa de utilizar outra metodologia, 0
uso de NaBH4 se mostrou ineficaz e ndo era possivel utilizar BHz uma vez que poderia
ocorrer hidroboragdo da ligagdo dupla. Devido a estes fatos, a mistura foi novamente
submetida a reagdo de formilag&o pois a mistura do composto N-metilado e N-formilado

poderia ser separada.
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O espectro de RMN de *H (Figura 77) do composto N-metilado 35 caracterizou o
composto, onde pode-se observar a presenca dos dois sinais da ligagdo dupla em 5,81
ppm como um ddt, j& discutido anteriormente, e um multipleto em 4,89-5,04 ppm. Em
2,21 ppm observa-se um simpleto que corresponde aos hidrogénios da metila ligada ao

nitrogénio.
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Figura 77: Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do composto N-metilado 35

No espectro de massas do composto 35 (Figura 78) é possivel notar agora a
formacéo do pico base com m/z 112 Da que caracteriza o anel N-metilado, fragmento
presente como pico base nos espectros de massas dos dois compostos do extrato natural.
Este fragmento, juntamente com o fragmento com m/z 222 caracterizam os fragmentos
gerados pela a-clivagem do nitrogénio. E possivel observar ainda o fragmento M*-1 com
m/z 236 Da.
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Figura 78: Espectro de massas do composto N-metilado 35
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Para concluséo da sintese do primeiro composto proposto foi realizada uma reacao
de di-idroxilacdo assimétrica de Sharpless, que leva a formacgdo de 1,2-di6is com
quiralidade definida para olefinas pré-quirais. Essa etapa foi feita utilizando AD-mix-a,
que é uma mistura comercial contendo K>OsO2(OH)s em quantidade catalitica, K2COs
que tera funcdo de manter o pH levemente basico pois a reacdo ocorre mais rapidamente
nestas condic¢des, KsFe(CN)s que ira reoxidar o dsmio para voltar ao ciclo catalitico e
(DHQ)PHAL que ¢ o ligante quiral que ira garantir a enantioespecificidade, que neste

caso levou a formacéo do alcool secundario na configuracéo R.

No espectro de RMN de *C do composto formado (36) (Figura 79) é possivel
observar a presenca de dois carbonos carbin6élicos como esperado, porém o sinal do &lcool
secundario esta duplicado, pois apesar de ter sua configuracdo definida como R a
configuracdo relativa do anel esta definida apenas como cis, gerando dois sinais com
deslocamento de 72,01 e 71,92 para o carbono do alcool secundario e um deslocamento
de 66,88 para o alcool primario. Os sinais dos carbonos do anel ligados ao nitrogénio
apresentam um sinal mais alargado, ficando com a intensidade menor; isso pode estar
relacionado com a possivel ocorréncia de interconverssao nas conformacdes do anel do
composto em solucdo e temperatura ambiente. O carbono da posicao 6 do anel apresenta
um deslocamento de aproximadamente 59 ppm e da posicédo 2 de 64 ppm. Pode-se notar
que 0 composto ndo esta puro, apresentando uma impureza que pode ser 0 composto

formilado correspondente devido ao sinal presente em aproximadamente 170 ppm.

M
OH
N

| (36)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 &0 50 40 30 20 10 i
f1 (ppm)

Figura 79: Espectro de RMN de *C (CDCls, 150 MHz) do composto di-idroxilado 36

O espectro de RMN de 'H (Figura 80) apresentou os sinais esperados para o

composto. O sinal do hidrogénio ligado ao carbono do alcool secundario ocorre como um
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multipleto em 3,67-3,74 ppm e os hidrogénios do carbono do alcool priméario sdo
diastereotopicos devido a presenca do estereocentro definido do carbono a, sendo assim,
se apresentam como dois multipletos com deslocamento 3,61-3,66 e 3,40-3,47 ppm. Em

2,47 ppm observa-se o sinal da metila ligada ao nitrogénio que ocorre como um simpleto.
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Figura 80: Espectro de RMN de *H (CDCls, 600 MHz) do composto 36

Através de analise de RMN de 2D do diol 36 foi possivel observar correlagdes
que caracterizaram o composto. No espectro de HSQC, foi possivel notar os carbonos do

anel ligados ao nitrogénio que correlacionam com seus respectivos hidrogénios (Figura

81).
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Figura 81: Expansdo do espectro de HSQC (CDCls, 600 MHz) do diol 36, mostrando a
correlagéo entre os carbonos do anel ligados ao nitrogénio e seus respectivos hdrogénios
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Na regido de carbono carbindlico do espectro de HSQC do composto 36 & possivel
observar as correlages do hidrogénio ligado ao carbono do alcool secundério e os dois

sinais da correlacdo dos hidrogénios ligados ao alcool primario (Figura 82).
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Figura 82: Expansao do espectro de HSQC (CDCls, 600 MHz) do diol 36, mostrando a

correlacdo entre os carbonos carbindlicos e seus respectivos hidrogénios

No espectro de HMBC pode-se notar uma correlacdo bastante forte entre os
hidrogénios da metila ligada ao nitrogénio com os carbonos do anel ligados a este &tomo

também (Figura 83).
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Figura 83: Expansao do espectro de HMBC (CDCls, 600 MHz) do diol 36 mostrando a
correlacdo a longa distancia dos hidrogénios da metila ligada ao nitrogénio e os demais

carbonos ligados a este atomo

O espectro de massas do composto 36 (Figura 84) apresentou o pico do ion
molecular com m/z 270, como M-1. Pode-se notar os fragmentos gerados pela a-clivagem

do atomo de nitrogénio formando os fragmentos com m/z 112 Da e m/z 256 Da. A perda
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caracteristica da fragmentacdo do alcool primario forma a m/z 240 Da. A perda
caracteristica para alcoois secundarios forma o fragmento com menor intensidade de m/z
210 Da. Na Figura 84 também esté apresentado o espectro do composto natural presente
nos extratos de pele de rés da espécie E. iberia. Através da comparacéo entre o0 espectro
de massas do composto natural e do composto sintético € possivel observar que estes séo
muito semelhantes, indicando que a estrutura do componente B dos extratos

provavelmente é o composto 9-(1,6-dimetilpiperidin-2-ila)nonano-1,2-diol.

m/z 210 Da
1004 112
OH
| N OH
= | (36)
= m/z 256 Da m/z 240 Da
H 5l
=
2
i 240
A L L B I RN I B L ELL L LA BN
40 G0 a0 100 120 140 180 180 200 220 240 260
iz
100 12
Composto B
2
T 50
=)
240
0 ‘hﬁ 5|?|| .TP 81 96 Jo121 138 152 166 180 194 210 224 ‘. 256 270
USSR AR AR AR A T T T

AR RARAR LRS! UL AN LN LA R AN AR AR LA LN LN RN LR RARRE RARRE RS
30 40 50 60 TO 80 90 1001710120130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 .
mz

Figura 84: Espectro de massas do composto sintético 36 (superior) e do composto natural

B presente nos extratos de pele de rés da espécie E. iberia (inferior)

Seguindo a rota para sintese da estrutura proposta para o componente A, este
alcaloide seria obtido a partir do mesmo intermediario utilizado para o composto 36, 0
composto N-metilado 35, realizando primeiramente a epoxidagéo da ligagéo dupla. A
aplicacdo da metodologia que utiliza acido metacloroperbenzoico levou a obtencéo do

epoxido de interesse em baixo rendimento e com a formacao de diversos subprodutos. A
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obtencdo do epoxido em melhor rendimento foi alcancado utilizando N-
bromosuccinamida, seguido de tratamento basico; foi utilizado acido trifluoracético para
protonacdo do nitrogénio evitando a ocorréncia de N-oxidagdo. Este composto néo foi
purificado e foi aplicado na proxima etapa diretamente. Foi realizada apenas a analise de
GC-MS, sendo que o espectro de massas pode ser observado na Figura 85. E possivel
notar o pico do ion M*-1 com m/z 252 e pode-se observar o fragmento com m/z 238 Da,
destacado na figura, bem como o fragmento caracteristico do anel piperidinico N-

metilado com m/z 112 Da.
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Figura 85: Espectro de massas do epdxido 37

Para concluir a sintese da estrutura proposta para o0 composto A, foi feita a reducéo
do epdxido 36 utilizando LiAlH4, sendo que ocorre a inser¢do de um hidreto no carbono
terminal uma vez que este é mais eletrofilico, formando o alcool secundario 38. Este
composto foi purificado através de cromatografia, porém algumas impurezas coeluiram
com o composto. No espectro de RMN de *C observa-se o carbono carbinélico com
deslocamento em aproximadamente 68 ppm e em aproximadamente 64 ppm o carbono

da posicdo 2 do anel piperidinico e o carbono 6 em 59,72 ppm (Figura 86).
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Figura 86: Espectro de RMN de *C (CDCls, 150 MHz) do alcool secundario 38

No espectro de RMN de *H (Figura 87) é possivel observar o hidrogénio ligado
ao carbono carbindlico que ocorre como um multipleto em 3,66-3,77 ppm. O sinal dos
hidrogénios da metila ligada ao nitrogénio tem deslocamento de 2,21 ppm como um
simpleto. Os hidrogénios ligados aos carbonos do anel piperidinico ligados ao nitrogénio

ocorrem na forma de multipletos com deslocamento de 2,65-2,76 ppm para posicéo 6 e
2,33-2,44 ppm para posicao 2.
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Figura 87: Espectro de RMN de *H (CDCls, 600 MHz) do alcool secundario 38

2.0 1.

Através de andlise dos espectros de RMN de 2D do composto 38 foi possivel
observar as correlacfes esperadas. Na regido de carbono carbindlico do espectro de
HSQC ¢ possivel observar o hidrogénio que correlaciona com o carbono com

deslocamento de aproximadamente 68 ppm (Figura 88).
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Figura 88: Expansdo do espectro de HSQC (CDCls, 600 MHz) do alcool secundério 38,
mostrando a correlagdo entre o carbono carbindlico e o respectivo hidrogénio ligado a ele

Na expansdo do espectro de HMBC apresentada na Figura 89 é possivel observar
a correlacdo a longa distancia dos hidrogénios da metila ligada ao nitrogénio com o0s

carbonos do anel ligados ao nitrogénio também.
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Figura 89: Expanséao do espectro de HMBC (CDCl3, 600 MHz) do élcool secundério 38
mostrando a correlacdo a longa distancia dos hidrogénios da metila ligada ao nitrogénio

e os demais carbonos ligados a este &tomo

Na Figura 90 esté apresentada uma expansdo do espectro de RMN de COSY do
composto 38, onde é possivel observar a correlacdo entre os hidrogénios ligados aos

carbonos do anel piperidinico que estdo ligados ao nitrogénio.
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Figura 90: Expanséo do espectro de COSY (CDCls, 600 MHz) do alcool secundario 38
mostrando a correlagéo entre os hidrogénios ligados aos carbonos do anel conectados ao

nitrogénio

No espectro de massas do composto sintético 38 (Figura 91) € possivel observar
os fragmentos originados pela a-clivagem caracteristica para aminas com m/z 112 Da e
m/z 240 Da. O do ion M*-1 ocorre com m/z 254 Da. O fragmento caracteristico para
alcool secundario esta presente no espectro, apesar de ndo estar marcado. Comparando o
espectro de massas do alcool secundario sintético com o espectro do composto A presente
nos extratos naturais, apresentado na Figura 91 também, é possivel observar que estes sao
muito semelhantes, indicando que a estrutura do composto natural pode ser o 9-(1,6-

dimetilpiperidin-2-ila)nonan-2-ol (38).
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Figura 91: Espectro de massas do composto sintético 38 (superior) e do composto natural

A presente nos extratos de pele de ras da espécie E. iberia (inferior)

Compostos muito semelhantes (Solenopsin A e B) com as estruturas propostas (36
e 38) para os alcaloides naturais ja foram identificados em formigas vermelhas do fogo
da espécie Solenopsis saevissima, encontradas nos Estados Unidos (Figura 92). Estes

compostos apresentaram alta atividade antibidtica e inseticida.
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Figura 92: Compostos identificados em formigas da espécie Solenopsis saevissima
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A presenca destas estruturas semelhantes em formigas pode ser um indicio de que
estes alcaloides encontrados em E. iberia poderiam estar sendo capturados de sua dieta,
uma vez que estudos do contetido estomacal desta espécie demonstraram que a espécie
se alimenta de formigas. Os extratos naturais obtidos das peles de rds que continham as
estruturas desconhecidas degradaram, por isso ainda nao é possivel realizar novas analises
de GC-MS e coinje¢do com 0s compostos sintéticos. Acredita-se que as estrturas obtidas
estéo corretas uma vez que 0s espectros de massas sao muito semelhantes com os dados
dos compostos naturais, porém somente com a coinjecao pode-se afirmar com certeza se

os alcaloides sintetizados estdo corretos.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel determinar uma rota sintética para obtencdo de estruturas
intermediérias, o 9-bromo-nonen-leno e a N-ciclopentilidenociclohexanamina, que

foram acopladas através de anion de litio.

Foi desenvolvida também uma metodologia satisfatoria para construcdo do anel
piperidinico atraves da modificacdo do método de rearranjo de Beckmann, sendo que as
trés etapas para obtencdo do produto foram realizadas sem extracdo dos intermediarios.

Foram obtidas as estruturas de dois alcaloides piperidinicos inéditos, o 9-(1,6-
dimetilpiperidin-2-ila)nonano-1,2-diol e 9-(1,6-dimetilpiperidin-2-ila)nonano-2-ol, os
quais apresentaram espectros de massas muito semelhantes com os compostos naturais

presentes em extratos da pele de rds da espécie Eleutherodactylus iberia.

Devido ao fato dos extratos naturais que continham os compostos estudados terem
decomposto, é necessario a obtencdo de novos extratos para realizacdo de coinjecdo dos
compostos sintéticos com os naturais, pois somente assim podera ser comprovado que as

estruturas sintetizadas estao corretas.
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9. CONCLUSAO GERAL

A natureza emprega estratégias aparentemente infindaveis para produzir
moléculas complexas. A compreensdo destas maneiras pode nos levar ao
desenvolvimento de novas metodologias e auxiliar na evolucdo da ciéncia. Neste trabalho
0 estudo dos compostos naturais extraidos de diferentes classes de organismos nos
possibilitou o desenvolvimento de rotas para obtencdo destas moléculas de maneira
sintética. A sintese destes compostos sdo uma alavanca para compreender a funcdo que

estas substancias desempenham no organismo vivo.

O desenvolvimento de cada capitulo teve suas particularidades devido aos
diferentes objetivos visados em cada um, porém em ambos a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, bem como a aplicacdo da ressonancia magnética

nuclear foram essenciais para o desenvolvimento e identificacdo dos compostos.

A estereoquimica tem papel fundamental na atratividade e na bioatividade dos
produtos naturais. Por isso no primeiro capitulo buscou-se a compreensdo dos possiveis
caminhos biossintéticos que poderiam estar envolvidos na sintese do éster natural no
organismo. Estudos ainda serdo realizados para que seja possivel determinar qual a
estereoquimica absoluta do composto produzido naturalmente.

A identificacdo dos compostos utilizados pelas rds minituarizadas nos auxiliam
muito na taxonomia destes animais bem como para compreender 0s processos evolutivos
que sdo regidos pela natureza. Os alcaloides encontrados nas ras da espécie E. iberia que
foram foco do segundo capitulo desta tese, indicam que esta espécie captura estes
compostos de sua dieta, para utilizacdo como protecdo contra fungos e bactérias em sua

pele.
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10. MATERIAIS E METODOLOGIAS

10.1 Generalidades

As analises em CG-EM foram realizadas em um espectrometro Shimadzu QP2010
Plus, operando com modo de ionizagdo por impacto de elétrons a 70eV, acoplado a um
cromatografo de fase gasosa Shimadzu CG-2010. As amostras foram eluidas em uma
coluna capilar RTX-5 (30m X 0,25mm d.i. X 0,25um de espessura de filme; Restek
Chromatography Products, EUA), sob um fluxo de 1mL.min. A temperatura inicial da
coluna foi de 50 °C, mantida por um minuto. ApoGs esse tempo, a temperatura sofreu
acréscimos de 7 °C/min até alcangar 250 °C, mantendo-se nesse valor por 5 minutos.

As analises de RMN de *H e de *3C foram realizadas em um espectrometro Bruker
ARX-200® (DQ-UFPR), operando a 200 e 50 MHz respectivamente, ou Bruker DPX-300
(Institiit fur Organische Chemie, TU-Braunschweig), operando a 300 (*H) e 75 MHz
(*3C). Os deslocamentos quimicos (5) estdo expressos em ppm (partes por milhdo), tendo
como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) e as constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz). Utilizou-se cloroférmio deuterado como solvente. As analises de
infravermelho foram realizadas em um espectrometro Bruker Tensor 27 (Diamante-
ATR).

Os reagentes e solventes utilizados nas reac@es foram tratados, quando necessario,
seguindo-se métodos descritos na literatural**3l. Os solventes utilizados nas reagdes foram
evaporados em um evaporador rotatorio IKA, modelo RV 10 Basic, operando a pressdo

reduzida.

As reaces foram monitoradas via analise cromatografica em camada delgada.
Nas placas de vidro (2 cm x 5 cm) utilizadas para CCD, utilizou-se silica gel 60G (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). Revelou-se as placas cromatograficas em iodo
molecular em recipientes de vidro e em solugdo 1% vanilina, 10% H2SO4, em etanol,
seguida de aquecimento. Nas separacOes feitas por cromatografia em coluna, utilizou-se
silica flash 230-400 mesh ASTM Merck®. Os procedimentos relatados s&o referentes aos

melhores resultados obtidos com relacdo a metodologia e rendimentos
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Método de preparo do Li2CuCls

A um baldo previamente seco por 12 horas a 200°C, equipado com agitacio
magnética, adicionou-se cloreto de litio (8 mmol, 0,340g). O sistema foi submetido a
vacuo mecanico e foi aquecido a 120°C durante 3 horas. Apos este periodo resfriou-se o
sistema a temperatura ambiente e a pressdo equalizada pela introducéo de argbnio. Ao
baldo adicionou-se cloreto de cobre Il anidro (4 mmol, 0,536 g) e o bal&o foi submetido
ao vacuo por mais 2 horas. A pressao foi equalizada com arg6nio e THF anidro (40 mL)
foi adicionado e o sistema foi agitado por mais 1 hora. Esta solucéo foi aramazenada sob

atmosfera de argbnio a temperatura ambiente.

10.2 Metodologias do Capitulo |

10.2.1 Método de preparo do (6R) ou (6S)-8-bromo-2,6-dimetiloct-2-eno (2):[134
J\/\)\/\Br

Sobre uma solucdo de (R) ou (S)-citronelol (2,32 mL, 12,8 mmol) e tetrabrometo
de carbono (5,1 g, 15,36 mmol) em 38 mL de diclorometano, adicionou-se uma solugéo
de trifenilfosfina (5,03 g, 19,2 mmol) em 13 mL de diclorometano. A reagdo permaneceu
sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 1 hora. O solvente foi removido em
evaporador rotatorio e foi diretamente purificado por cromatografia flash utilizando

hexano como fase mével. O rendimento foi de 92% para isdmero S e 93% para o R.

IH NMR (300 MHz, CDCls): § 0,90 (d, J=6,45 Hz, 3H); 1,10-1,25 (m, 1H); 1,27-1,42
(m 1H); 1,57-1,76 (m 8H); 1,81-2,11 (m 3H); 3,34-3,51 (m 2H); 5.05-5,13 (m 1H);

13C NMR (75 MHz, CDCls): 6 131,39; 124,41, 39,97, 36,54; 31,99; 31,33; 25,68; 25,30;
18,83; 17,63;

EM (70 eV) m/z (%): 220 (17); 218 (17); 164 (10); 162 (10); 150 (6); 148 (6); 109 (5);
97(15); 95 (9); 84 (6); 83 (67); 81 (12); 70 (15); 69 (100); 68 (7); 67 (20); 57 (12); 56
(17); 55 (47); 53 (12); 43 (5); 42 (5); 41 (47); 39 (14);

IV (v Max, cm™): 566; 647; 973; 1263; 1379; 1456; 1723; 2872; 2925; 2963; 3368
S-(2) - [a]p®= +5,55 (C = 1 em CHCls)

R-(2) - [0]o®= -5,79 (C = 1 em CHCl5)
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10.2.2 Método de preparo do (4R) ou (4S)-6-bromo-4-metilhexan-1-ol (3):[13°]

HOW
Br

3)

Em um bal&o de duas bocas, preparou-se uma solucdo do brometo (R) ou (S)-2
(2,52 g, 11,56 mmol) em diclorometano (129 mL) e metanol (86 mL), resfriou-se a -60°C.
Em seguida, ozo6nio foi borbulhado ao meio reacional a um fluxo de 4 L/m, por
aproximadamente 40 minutos até o aparecimento da coloracdo azul caracteristica. O
excesso de ozdnio foi removido através de um fluxo de ar passado pelo meio reacional
por 30 minutos a 0°C. Em seguida, adicionou-se NaBHs em pequenas por¢des por
aproximadamente 1 hora. Apds atingir a temperatura ambiente, 0 meio permaneceu sob
agitacdo por mais 1 hora. Cuidadosamente, adicionou-se uma solugéo de NH4Cl saturada,
permanecendo sob agitacdo por 30 minutos. O solvente foi removido no evaporador
rotatdrio, adicionou-se 100 mL de dgua e o meio foi extraido com diclorometano. A fase
organica foi lavada com brine, seca com Na>SO4 anidro e o solvente foi removido. O
produto foi utilizado na proxima etapa sem purificacdo, obtendo-se um rendimento de
92% para isOmero S e 96% para o R.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 0,93 (d J=6,27 3H); 1,11-1,29 (m 1H); 1,32-1,77 (m 5H);
1,79-1,98 (m 2H); 3,36-3,53 (m 2H); 3,63 (t J=6,56 2H);

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 62,97; 39,80; 32,34; 31,99; 31,35; 29,90; 18,81,

EM (70 eV) m/z (%): 178 (0,2); 176 (0,2); 161 (0,4); 150 (64); 148 (64); 109 (5); 107
(5); 97 (45); 95 (5); 83 (5); 81 (16); 70 (16); 69 (100); 68 (7); 67 (10); 57 (8); 56 (11); 55
(60); 53 (9); 43 (9); 42 (6); 41 (42); 39 (13);

IV (v Max, cm™): 897; 1058; 1266; 1381; 1464; 2868; 2935; 2957; 3277;

S-(3) - [0]p?®= +7,42 (C = 1 em CHCly)

R-(3) - [a]®= -7,59 (C = 1 em CHCl5)
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10.2.3 Método de preparo do (4R) ou (4S)-(6-bromo-4-metilhexil)oxi (terc-
butil)dimetilsilano (4) (Bloco A):[*%¢]

Br

4)

Um baldo contendo uma mistura do alcool (R) ou (S)-3 (840 mg, 4,3 mmol),
trietilamina (1,1 mL, 5,8 mmol) e quantidade catalitica de DMAP em 26 mL de
diclorometano anidro foi resfriado a 0°C, adicionou-se em seguida cloreto de terc-
butildimetilsilano (774 mg, 5,16 mmol) em 3 por¢des com intervalos de 10 minutos. Apos
um periodo de 18 horas o meio reacional foi lavado com &gua e brine. A fase organica
foi seca com NaxSO4 e o solvente foi removido em evaporador rotatorio. O produto 4 foi
purificado utilizando cromatografia flash, com fase mével hexano e acetato de etila em
uma proporgao de 9,5:0,5 respectivamente, sendo obtido um rendimento de 89% para o
isdbmero S e 88% para o R.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 0,07 (s 6H); 0,87-0,95 (m 12H), 1,11-1,27 (m 1H) 1,31-
1,45 (m 1H); 1,47-1,61 (m 2H); 1,65-1,78 (m 2H); 1,81-1,98 (m 1H); 3,36-3,51 (m 2H);
3.61 (t J=6,52 2H);

13C NMR (75 MHz, CDClzg): § 63,29; 39,96; 32,46; 31,97; 31,42; 30,04; 25,96; 18,93;
18,32; -5,28;

EM (70 eV) m/z (%): 251 (0,2); 169 (3); 167 (3); 139 (5); 137 (5); 101 (4); 98 (3); 97
(36); 89 (3); 75 (18); 73 (11); 69 (24); 61 (3); 59 (9); 58 (4); 57 (6); 56 (6); 55 (100);

IV (v Max, cm™): 774; 833; 1096; 1253; 1467; 2857; 2889; 2930; 2954;

S-(4) - [0]p?®= +2,88 (C = 1 em CHCly)

R-(4) - [o]o®= -3,01 (C = 1 em CHCl5)

10.2.4 Método de preparo do (4S)-6-bromo-4-metilhexil-4-metilbenzenosulfonato
(5):[137]

TSO\/\/\/\Br
(3)
O élcool (5)-3 (1,86 g, 9,59 mmol) foi dissolvido em cloroférmio (7,5 mL) e

resfriado em um banho de gelo. Adicionou-se piridina (1,5 mL, 19,2 mmol), seguida da
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adicdo de cloreto de tosila (2,74 g, 14,6 mmol) em pequenas por¢cdes com agitacao
constante. Apds 1 hora, adicionou-se éter (40 mL) e agua (8 mL). A fase orgénica foi
lavada sucessivamente com solucdo saturada de CuSOs, depois lavada com &gua, seca
com NaxSOs anidro e o solvente foi removido em evaporador rotatério. O rendimento
para esta etapa foi de 88% e o produto foi purificado através de cromatografia flash,

utilizando hexano e acetato de etila em uma proporgéo de 9:1 respectivamente.

IH NMR (200 MHz, CDCls): & 0,85 (d J=6,43 Hz 3H); 1,03-1,44 (m 2H); 1,51-1,91 (m
5H); 2,45 (s 3H); 3,25-3,44 (m 2H); 4,02 (t J=6,49 Hz 2H); 7,22-7,42 (m 2H); 7,69-7,84
(m 3H);

13C NMR (50 MHz, CDCls): & 144,72; 132,99; 129,80; 127,75; 70,68; 39,51; 31,88;
31,70; 30,91, 26,15; 21,56; 18,54;

EM (70 eV) m/z (%): 240 (2); 193 (1); 178 (12); 176 (12); 175 (4); 174 (4); 173 (38);
172 (17); 157 (3); 156 (3); 155 (30); 150 (15); 148 (15); 135 (3); 109 (6); 108 (6); 107
(14); 98 (3); 97 (38); 96 (6); 95 (17); 93 (4); 92 (17); 91 (100); 90 (9); 89 (13); 81 (10);
79 (7); 77 (7); 70 (11); 69 (71); 68 (26); 67 (10); 66 (4); 65 (4); 63 (11); 62 (3); 57 (5);
56 (6); 55 (90); 53 (13); 52 (4); 51 (11); 50 (6);

IV (v Max, cm™): 736; 818; 920; 967; 1101; 1178; 1191, 1356; 1456; 1601; 2855; 2876;
2929; 2962;

10.2.5 Método de preparo do (3S)-1-bromo-3-metilhexano (6) (Bloco B):["9]

A uma solucéo do tosilato (S)-5 (1,5 g, 4,45 mmol) em 18 mL de éter etilico a
0°C, foi adicionado por um periodo de 1 hora, uma solucdo de LiAlH4 (253 mg, 6,68
mmol) em 27 mL de éter etilico. Ap6s um periodo de 30 minutos sob agitacdo, a mistura
foi lavada com agua, a fase orgénica foi seca com Na>SO4 anidro e o solvente removido
no evaporador rotatério. O produto foi purificado através de cromatografia flash
utilizando hexano e acetato de etila como fase mdével em uma proporcdo de 9:1

respectivamente. O rendimento foi de 76%.

IH NMR (300 MHz, CDCls): § 0,84-0,95 (m 6H); 1,07-1,39 (m 4H); 1,58-1,72 (m 2H);
1,78-1,95 (m 1H); 3,33-3,53 (M 2H)
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13C NMR (75 MHz, CDClz): 6 40,05; 38,74; 32,20; 31,37; 19,89; 18,91; 14,25;

EM (70 eV) m/z (%): 180 (2); 178 (2); 151 (28); 149 (28); 137 (3); 135 (3); 109 (4); 107
(4); 99 (5); 98 (11); 83 (7); 72 (8); 71 (100); 70 (34); 69 (35); 67 (3); 57 (51); 56 (25); 55
(76); 53 (10); 51 (4); 44 (5); 43 (92); 42 (15); 41 (58); 40 (11); 39 (28);

IV (v Max, cm™): 648; 1379; 1461; 1782; 2871, 2927; 2958;

S-(6) - [a]p®= +1,42 (C = 1 em CHCls)

102.6 Método de preparo do  (2S)-2-metil-3-(tetraidro-2H-piran-2-iloxi)-
propanoato de metila (8):[38]

A uma solucdo agitada do (S)-3-hidroxi-2-metilpropanoato de metila (1,145 g,
5,48 mmol) em diclorometano seco (5,4 mL), foi adicionado dihidropirano (0,59 mL,
6,44 mmol) e alguns cristais de acido p-toluenossulfénico. A reacdo foi agitada a
temperatura ambiente por 4 horas e entdo lavada com brine. A fase organica foi separada,
seca com NaxSO4 anidro e concentrada no evaporador rotatorio. O produto foi utilizado

na proxima etapa sem purificagdo. O rendimento foi de 95%.

'H NMR (200 MHz, CDCls): 6 1,20 (dd J=7,0 Hz J=1,5 Hz 3H); 1,46-1,90 (m 6H);
2,79 (m 1H); 3,40-3,69 (m 2H); 3,71 (s 3H); 3,73-3,99 (m 2H); 4,56-4,69 (m 1H);

13C NMR (50 MHz, CDCls): 6 175,34; 99,01; 98,41; 69,32; 68,91; 62,12; 61,81; 51,63;
40,22; 40,03; 30,56; 30,47; 25,43; 19,31, 19,18; 14,03;

EM m/z (%): 40 (2); 41 (27); 42 (6); 43 (13); 44 (2); 45 (2); 53 (1); 54 (1); 55 (14); 56
(17); 57 (17); 58 (1); 59 (28); 67 (14); 68 (1); 69 (18); 70 (1); 73 (7); 74 (1); 83 (5); 84
(11); 85 (100); 86 (6); 87 (6); 88 (4); 100 (4); 101 (59); 102 (5); 115 (13); 119 (1); 129
(3); 147 (1); 184 (1); 201 (2);

IV (v Max, cm™): 906; 974; 1035; 1126; 1205; 1365; 1460; 1741; 2881; 2947;

[0]o?= +7,21 (C = 1 em CHCl5)
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10.2.7 Método de preparo do (2R)-2-metil-3-(tetraidro-2H-piran-iloxi)propan-1-ol
(9):[139]

THPO\/?\/OH
9)

Uma solucéo do éster 8 (0,179, 0,84 mmol) em THF seco (3,4 mL) foi adicionada
lentamente a uma suspensdo de LiAlH4 (0,063g, 1,68 mmol) em THF seco (6 mL) a0 °C.
A mistura foi agitada durante 5 horas a temperatura ambiente, depois desse periodo foi
resfriada a 0° C novamente e hidrolisada com uma solucdo de NaOH (15%, 1 mL) e
extraida com acetato de etila. As fases organicas foram agrupadas, lavadas com agua,
secas com Na:SO; e o solvente foi removido no evaporador rotatorio. O produto foi
utilizado na préxima etapa sem purificacdo, sendo que o rendimento obtido foi de 92%.

'H NMR (200 MHz, CDCls): § 0,93 (d J=6,93 3H); 1,40-1,92 (m 7H); 3,16 (s 1H);
3,30-3,96 (m 6H); 4,50-4,66 (m 1H);

13C NMR (50 MHz, CDClz): 6 98,98; 98,77; 71,15; 71,10; 66,23; 66,16; 62,11; 35,59;
35,37; 30,34; 25,11; 19,34; 13,45; 13,34;

EM (70 eV) m/z (%): 173 (2); 156 (0,1); 144 (2); 126 (0,3); 115 (2); 101 (37); 86 (6);
85 (100); 84 (29); 83 (11); 73 (14); 72 (7); 69 (4); 67 (11); 57 (25); 56 (30); 55 (46); 54
(6); 53 (5); 44 (4); 43 (16); 42 (19); 41 (27); 40 (3); 39 (13);

[a]o®= +6,17 (C = 1 em CHCls)

IV (v Max, cm™): 1037; 1129; 1356; 1454; 2874; 2947; 3311;

10.2.8 Método de preparo do 4-metilbenzenossulfonato de (2S)-2-metil-3-(tetraidro-
2H-piran-2-iloxi)propila (10) (Bloco C):
THPO\/?\/OTS
(10)
Foi preparado de maneira analoga a descrita no procedimento 3.2.4. O produto foi
purificado através de cromatografia flash utilizando como fase mével hexano e acetato

de etila em uma proporcao de 8:2 respectivamente. O rendimento obtido foi de 85%.
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'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 0,94 (dd J=6,94 J=1,81 3H); 1,39-1,82 (m 6H); 2,02-
2,17 (m 1H); 2,45 (s 3H); 3,16-3,30 (m 1H); 3,41-3,52 (m 1H); 3,54-3,65 (m 1H); 3,67-
3,81 (m 1H); 3,90-4,17 (m 2H); 4,41-4,50 (m 1H); 7,31-7,37 (m 2H); 7,76-7,83 (m 2H);
13C NMR (75 MHz, CDCls): & 144,60; 133,07; 129,75; 127,91; 99,11; 98,58; 72,22;
72,18; 68,39; 67,94; 62,16; 61,95; 33,61; 33,46; 30,42; 30,40; 25,37; 21,60; 19,39; 19,25;
13,65; 13,57;

EM (70 eV) m/z (%): 227 (2); 203 (1); 174 (5); 173 (45); 172 (17); 156 (4); 155 (28);
108 (5); 107 (9); 101 (51); 92 (17); 91 (94); 89 (10); 86 (6); 85 (100); 84 (46); 83 (10);
79 (4); 77 (6); 73 (7); 72 (25); 71 (11); 69 (5); 67 (11); 66 (3); 65 (42); 63 (9); 57 (32);
56 (24); 55 (85); 54 (14); 53 (9); 52 (3); 51 (9); 50 (6);

IV (v Max, cm™): 664; 811; 966; 1174; 1357; 1598; 2874; 2942

[0]p?= +5,92 (C = 1 em CHCl5)

10.2.9 Método de preparo do (4S,8R) ou (4R,8R)-4,8-dimetil-9-(tetraidro-2H-piran-

2-iloxi)-noniloxi-terc-butildimetilsilano (11):

TBSOWOTHP

(11)

Preparou-se inicialmente o reagente de Grignard, a partir da reacdo do brometo
(S)-4 (1 g, 3,24 mmol) com o magnésio (87 mg, 3,56 mmol, previamente seco e ativado
com iodo) em THF anidro (4,9 mL) sob atmosfera de argbnio, sendo que 0 meio reacional
ficou sob agitacdo por 30 minutos ap6s o término da adi¢do do brometo sobre o metal.
Separadamente, preparou-se uma soluc¢éo do tosilato 10 (165 mg, 0,5 mmol) em 0,9 mL
de THF anidro, a qual resfriou-se a -78°C. Apds um periodo de 30 minutos foi adicionada
uma solucéo de tetraclorocuprato de litio (3%, 0,25 mL de uma solucdo 0,1 mol/L) e essa
mistura permaneceu sob agitacdo por 15 minutos a -78°C. Com auxilio de uma seringa,
lentamente adicionou-se sobre essa mistura o reagente de Grignard previamente
preparado, durante cerca de 30 minutos. Apds o término da adicdo, o meio foi mantido
por -78°C durante uma hora, depois desse periodo a rea¢do atingiu temperatura ambiente
e permaneceu sob agitacdo durante 12 horas. Ao meio reacional foi adicionado
cuidadosamente uma solucdo de NH4Cl saturada e a reacéo foi extraida com acetato de
etila. As fases organicas foram agrupadas, lavadas com brine, secas com Na;SOs € 0

solvente foi removido no evaporador rotatorio. O produto foi purificado utilizando
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cromatografia flash com fase mével hexano e acetato de etila na proporcéo de 9,5:0,5,
sendo obtido 70% de rendimento para o isdmero (4R,8R) e 71% para (4S,8R).

EM (70 eV) m/z (%): 285 (0,1); 329 (0,4); 309 (3); 277 (0,5); 245 (3); 243 (8); 227 (9);
215 (6); 161 (7); 160 (15); 159 (100); 157 (4); 153 (4); 151 (4); 143 (5); 141 (7); 129 (7);
115 (13); 113 (4); 111 (20); 109 (12); 105 (10); 103 (4); 102 (4); 101 (25); 99 (10); 98
(7); 97 (69); 95 (26); 93 (4); 89 (15); 87 (4); 86 (7); 85 (97); 84 (16); 83 (50); 82 (5); 81
(15); 77 (8); 76 (7); 75 (83); 73 (32); 71 (12); 70 (6); 69 (66); 67 (17); 61 (7); 59 (15); 58
(7); 57 (36); 56 (20); 55 (64); 54 (6); 53 (7); 47 (6); 45 (8); 43 (23); 42 (8); 41 (47); 40
(4); 39 (15);

IV (v Max, cm™): 834; 1032; 1054; 1253; 1433; 2856; 2929;

4R,8R-(11)

IH NMR (200 MHz, CDCls): § 0,05 (s 6H); 0,80-1,03 (m 15H); 1,04-1,19 (m 3H); 1,23-
1,63 (m 12H); 1,66-1,83 (m 3H); 3,05-3,32 (m 1H); 3,40-3,75 (m 4H) 3,78-4,00 (m 1H);
4,52-4,65 (m 1H)

13C NMR (50 MHz, CDCl): § 99,02; 98,75; 73,23; 73,06; 63,64; 62,12; 62,03; 37,24;
33,99; 33,44; 33,38; 33,02; 32,55; 30,72; 30,39; 25,96; 25,54; 24,33; 19,61; 18,33; 17,16;
17,07; -5,28;

[0]o®= +1,34 (C = 1 em CHCls)

4S,8R-(11)

IH NMR (300 MHz, CDCls): § 0,05 (s 6H); 0,79-0,97 (m 15H); 0,99-1,17 (m 3H); 1,19-

1,64 (m 12H); 1,65-1,93 (m 3H); 3,08-3,28 (m 1H): 3,44-3,66 (M 4H) 3,81-3,92 (m 1H);
4,54-4,60 (m 1H)

13C NMR (75 MHz, CDCla3): § 99,05; 98,75; 73,19; 73,03; 63,66; 62,16; 62,05; 37,29;
37,27; 34,05; 34,00; 33,47; 33,40; 32,90; 32,89; 32,57; 32,55; 30,73; 30,38; 25,98; 25,55;
24,36; 24,35; 19,72; 19,60; 19,53; 18,36; 17,27; 17,17; -5,26;

[a]o%= +7,36 (C = 1 em CHCls)
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10.2.10 Método de preparo do (2R,6S) ou (2R,6R)-9-(terc-butildimetilsililoxi)-2,6-
dimetilnonan-1-ol (12):

TBSOMOH

(12)

A uma solucéo do composto 11 (95 mg, 0,23 mmol) em éter etilico seco (2,7 mL)
foi adicionado MgBr anidro (131 mg, 0,71 mmol) a temperatura ambiente. Apds agitacao
por 4 horas, agua foi adicionada ao meio reacional e extraiu-se com acetato de etila. A
fase orgénica foi lavada com &gua e brine, seca com Na;SO4 e o solvente foi removido
no evaporador rotatério. O composto 12 foi obtido com 87% de rendimento (2R,6R) e foi
utilizado na proxima etapa sem purificacdo. Para o isdmero (2R,6S) o rendimento foi de
90%.

EM m/z (%): 41 (21); 42 (2); 43 (17); 44 (L); 45 (5); 47 (4); 53 (1); 55 (76); 56 (6); 57
(27); 58 (4); 59 (9); 60 (1); 61 (4); 67 (9); 68 (2); 69 (100); 70 (6); 71 (19); 72 (2); 73
(22); 74 (3); 75 (69); 76 (5); 77 (5); 79 (1): 81 (13); 82 (2); 83 (64); 84 (5): 85 (6); 87 (2);
88 (1); 89 (9); 91 (1); 93 (5); 95 (22); 96 (2); 97 (88); 98 (7); 99 (4); 101 (9); 105 (14);
109 (7); 111 (17); 115 (5); 129 (2); 143 (2); 153 (2); 185 (1); 199 (1); 215 (1); 227 (1);
243 (1):

IV (v Max, cm™): 1042; 1063; 1384; 1468; 2858; 2871; 2931; 3288;
2R,6R-(12)

IH NMR (200 MHz, CDCls): § 0,05 (s 6H); 0,80-1,00 (m 15H); 1,04-1,18 (m 2H); 1,21-
1,43 (m 6H); 1,45-1,74 (m 4H); 3,33-3,51 (m 2H); 3,59 (t J=6,58 2H)

13C NMR (50 MHz, CDClzs): & 68,34; 63,64; 37,21; 35,74; 33,40; 32,99; 32,52; 30,35;
25,96; 24,34, 19,61; 18,34, 16,53; -5,28;

[0]p?°= +5,27 (C = 1 em CHCl5)
25,6R-(12)
IH NMR (200 MHz, CDCl3): § 0,03-0,16 (m 6H); 0,80-1,01 (m 15H); 1,04-1,22 (m 4H);

1,23-1,47 (m 6H); 1,49-1,70 (2H); 3,33-3,54 (m 2H); 3,59 (t J=6,59 2H)

117



13C NMR (50 MHz, CDClg): § 68,25; 63,61; 37,24; 35,74; 33,45; 32,88; 32,51; 30,32;
25,94; 24,32; 19,67, 18,30; 16,58; -5,31,

[0]o%= +6,46 (C = 1 em CHCls)

10.2.11 Método de preparo do 4-metilbenzenosulfonato de (2R,6S) ou (2R,6R)-9-
(terc-butildimetilsililoxi)-2,6-dimetilnonila (13):

(13)

Foi preparado de maneira analoga a descrita no procedimento 3.2.4, utilizando o
alcool 12 (73 mg, 0,25 mmol) O produto foi purificado através de cromatografia flash
utilizando como fase mével hexano e acetato de etila em uma proporcdo de 9,5:0,5
respectivamente. O rendimento obtido foi de 86% para o isdbmero (2R,6R) e 88% para
(2R,6S).

EM m/z (%): 41 (13); 42 (1); 43 (7); 45 (2); 47 (2); 55 31); 56 (3); 57 (16); 58 (2); 59
(6); 61 (2); 65 (4); 67 (8); 68 (3); 69 (49); 70 (3); 71 (15); 73 (16); 74 (2); 75 (59); 76 (4);
77 (4); 79 (2); 81 (11); 82 (3); 83 (39); 84 (3); 85 (3); 87 (1); 89 (9); 90 (2); 91 (18); 92
(2); 95 (20); 96 (2); 97 (64); 109 (6); 111 (15); 112 (1); 113 (1); 115 (4); 129 (3); 143 (3);
149 (6); 151 (3); 153 (8); 155 (6); 185 (1); 227 (10); 228 (2); 229 (100); 230 (16); 231
(11); 247 (1); 271 (2); 287 (1);

2R,6R-(13)

IH NMR (200 MHz, CDCls): 5 0,1 (s 6H); 0,83-1,08 (m 15H); 1,11-1,40 (9H); 1,44-
1,63 (m 3H): 2,50 (s 3H); 3,56-3,76 (m 2H); 3,81-4,08 (m 2H): 7,34-7,54 (m 2H); 7,79-
8,03 (m 2H)

13C NMR (50 MHz, CDCls): & 144,59; 133,22; 129,78; 127,87, 75,16; 63,58; 36,95;
32,94; 32,81; 32,46; 30,34; 25,97; 23,99; 21,59; 19,55; 18,34:; 16,37; -5,27;

[0]p%= -1,54 (C = 1 em CHCls)

25,6R-(13)
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IH NMR (200 MHz, CDCls): § 0,03-0,18 (m 6H); 0,76-0,98 (m 15H); 0,99-1,17 (m 4H);
1,21-1,40 (m 6H); 1,42-1,62 (m 2H); 2,44 (s 3H); 3,52-3,70 (m 2H); 3,74-3,97 (m 2H);
7,29-7,46 (m 2H); 7,73-7,89 (m 2H);

13C NMR (50 MHz, CDCls): & 144,57; 133,23; 129,77; 127,85; 75,08; 63,55; 36,96;
32,93; 32,86; 32,80; 32,44; 30,32; 25,96; 23,95; 21,57, 19,60; 18,32; 16,44, -5,27,

10.2.12 Método de preparo do terc-butildimetil-(4R,8R,12R) ou terc-butildimetil-
(4S,8S,12S) ou terc-butildimetil-(4R,8R,12S) ou terc-butildimetil-(4R,8S,12S)-4,8,12-

trimetilpentadeciloxisilane (14):

(14)

Foi preparado de maneira analoga a descrita no procedimento 3.2.9, empregando
0 brometo (S)-6 (400 mg, 2,22 mmol) e o tosilato 13 (67 mg, 0,22 mmol). O produto foi
purificado através de cromatografia flash utilizando como fase movel hexano. O
rendimento foi de 70% para isdmero (4R,8R,12R), 63% para (4S,8S5,12S), 63% para
(4R,8R,12S) e 65% para (4R,8S,12S).

EM m/z (%): 384 (1); 369 (2): 329 (7); 328 (29); 327 (100); 251 (4); 241 (3); 171 (4);
167 (6); 155 (4); 153 (9); 143 (5); 141 (6); 139 (18); 129 (4); 127 (8); 126 (5); 125 (47);
115 (11); 113 (12); 112 (8): 111 (87); 109 (7); 101 (16): 99 (23); 98 (9); 97 (99): 95 (12);
89 (20); 87 (3); 86 (3); 85 (46); 84 (6); 83 (60); 81 (11); 77 (4); 76 (7); 75 (88); 74 (4);
73 (32): 72 (4); 71 (54); 70 (6); 69 (52); 67 (6); 61 (6): 59 (9); 58 (5); 57 (55); 56 (7); 55
(32); 43 (45); 42 (3); 41 (19);

IV (v Max, cm™): 777; 837; 940; 1099; 1252; 1379; 1467, 2858; 2896; 2928; 2957;

4R,8S,125-(14)
IH NMR (200 MHz, CDCl3): § 0.05 (s 6H); 0,79-0,94 (m 21H); 1,03-1,14 (m 4H); 1,18-
1,38 (m 15H); 1,43-1,60 (m 4H); 3,59 (t J=6,59 2H)

13C NMR (50 MHz, CDCls): § 63,69; 39,43; 37,52; 37,47; 37,37; 34,69; 34,53; 33,07;
32,82; 32,61; 32,54; 31,59; 30,44, 25,99; 25,30; 24,47, 22,65, 20,69; 20,15; 19,71, 18,37;
14,39, -5,25;
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[0]o%= +0,95 (C = 1 em CHCls)

(4S,85,125)-(14)

[0]o%= +2,19 (C = 1 em CHCls)

4R ,8R,125-(14)

IH NMR (200 MHz, CDCls): § 0.05 (s 6H); 0,78-0,93 (m 21H); 1,00-1,17 (m 4H); 1,19-

1,44 (m 15H); 1,46-1,62 (m 4H); 3,59 (t J=6,59 2H);

13C NMR (50 MHz, CDClzs): § 63,70; 39,50; 37,49; 37,40; 37,37; 34,23; 32,96; 32,80;
32,61; 32,57, 32,50; 30,44; 30,41, 29,47; 25,99; 24,47, 20,15; 19,75; 19,73; 19,66;
19,23; 14,40, -5,24;

[0]o%= -1,66 (C = 0,46 em CHCl3)
(4R,8R,12R)-(14)

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 0,05 (s 6H); 0,82-0,92 (m 19H); 0,98-1,19 (m H); 1,21-
1,42 (m H); 1,44-1,61 (m H); 3,59 (t J=6,72 2H):

13C NMR (101 MHz, CDCIs):  63.70; 39.43; 37.43; 34.24; 32.96; 32.82; 32.62; 32.56;
32.53; 30.42; 29.47; 25.99; 24.47; 20.16; 19.78; 19.23; 18.38; 14.42; -5.25

[0]o?= -2,30 (C = 1 em CHCl5)

10.2.13 Método de preparo do (4R,8R,12R) ou (4S,8S,12S) ou (4R,8R,12S) ou
(4R,8S,12S)-4,8,12-trimetilpentadecan-1-ol (15):

HO\/\)\/\/W

(15)

A uma solucdo do composto 14 (50,7 mg, 0,13 mmol) em 0,5 mL de THF anidro
foi adicionada uma solugéo de BusNF (0,19 mL, 0,019 mmol, solucdo 1 mol/L em THF
seco) a temperatura ambiente. Apos agitacdo por 4 horas, dgua foi adicionada ao meio
reacional e extraiu-se com acetato de etila. As fases organicas agrupadas foram lavadas
com solucdo saturada de NaHCOs e brine, secas com Na,SOs e concentradas no
evaporador rotatorio. O composto foi purificado utilizando cromatografia flash utilizando
como fase movel hexano e acetato de etila em uma proporc¢éo de 9,5:0,5 respectivamente.
O rendimento foi de 90% para o isbmero (4R,8R,12R), 92% para (4S,85,12S), 96% para
(4R,8R,125) e 90% para (4R,85,125).
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EM (70 eV) m/z (%): 269 (1); 252 (1); 225 (3); 224 (14); 168 (3); 155 (5); 154 (22); 140
(9); 139 (20); 138 (3); 127 (5); 126 (20); 125 (14); 113 (5); 112 (11); 111 (38); 110 (5);
99 (10); 98 (25); 97 (49); 96 (7); 95 (9); 87 (7); 86 (4); 85 (51); 84 (57); 83 (57); 82 (8);
81 (9); 72 (3); 71 (56); 70 (49); 69 (100); 68 (8); 67 (10); 58 (3); 57 (73); 56 (43); 55 (73);
53 (4); 44 (4); 43 (71); 42 (11); 41 (51); 39 (5);

IV (v Max, cm™): 737; 1063; 1381; 1466; 2846; 2859; 2872; 2928; 2962; 3278;
4R,8S,12S-(15)

IH NMR (400 MHz, CDCl3): §: 0,79-0,92 (m 12H); 1,00-1,19 (m 5H); 1,20-1,46 (m
15H); 1,48-1,65 (m 3H); 3,63 (t J=6,72 2H);

13C NMR (101 MHz, CDCls): &: 63,48; 39,40; 37,49; 37,44; 37,34; 37,31; 33,02; 32,79;
32,64, 32,51, 30,38; 24,47; 24,43; 20,13; 19,71; 19,59; 14,39;

[0]p%= +3,07 (C = 0,85 em CHCls)

(4S,8S,12S) -(15)

IH NMR (300 MHz, CDCls): & 0,71-0,88 (m 12H); 0,91-1,08 (m 6H); 1,10-1,37 (m
15H); 1,41-1,58 (m 3H); 3,56 (t J=6,72 2H)

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 63,47; 39,38; 37,42; 37,39; 37,37; 37,32; 32,01; 32,79;
32,65; 32,49; 30,35; 24,44, 24,43; 20,13; 19,77; 19,70; 19,66; 14,40;

[0]p?°= +1,15 (C = 1 em CHCl5)

4R 8R,125-(15)

IH NMR (300 MHz, CDCls): & 0,79-0,93 (m 12H); 0,96-1,12 (m 6H); 1,18-1,37 (m

15H); 1,42-1,59 (m 3H); 3,63 (t J=6,68 2H)

13C NMR (75 MHz, CDClzs): & 63,42; 39,48; 37,46; 37,37; 37,34; 32,93; 32,77; 32,66;
32,47; 30,36, 29,68; 24,43; 24,13; 20,15; 19,73; 19,65; 19,63; 14,38;

[0]o%= -1,66 (C = 0,46 em CHCls)
(4R,8R,12R)-(15)

[0]p?°= -1,05 (C = 1 em CHCls)
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10.2.14 Método de preparo do acido (4R,8R,12R) ou (4S,8S,12S) ou (4R,8R,12S) ou
(4R,8S,12S)-4,8,12-trimetilpentadecandico (16):

HO
0 (16)

A uma solucdo do alcool 15 em acetona, foi adicionada uma solucio de reagente
de Jones até que a coloracdo laranja permanecesse a temperatura ambiente. Apds um
periodo de 20 minutos, agua foi adicionada e a solucéo aquosa foi extraida com hexano.
As fases organicas agrupadas foram secas com MgSOs4 e 0 solvente foi removido
utilizando evaporador rotatdrio. O produto ndo necessitou de purificacdo. O rendimento
foi de 95% para isdmero (4R,8R,12R), 96% para (4S,8S,12S), 97% para (4R,8R,12S) e 96%
para (4R,8S,12S).

EM (70 eV) m/z (%): 40 (2); 41 (48); 42 (11); 43 (100); 44 (3); 45.00 (4); 53 (4); 54 (2);
55 (66); 56 (20); 57 (92); 58 (4); 59 (6); 60 (11); 61 (2); 67 (6); 68 (4); 69 (46); 70 (16);
71 (77); 72 (5); 73 (62); 74 (4); 79 (2); 81 (8); 82 (3); 83 (29); 84 (9); 85 (64); 86 (4); 87
(9); 93 (3); 94 (2); 95 (8); 96 (4); 97 (27); 98 (5); 99 (31); 100 (3); 101 (14); 102 (1); 107
(3); 108 (1); 109 (5); 110 (4); 111 (18); 112 (16); 113 (22); 114 (5); 115 (6); 116 (1); 121
(2); 123 (2); 124 (1); 125 (7); 126 (2); 127 (18); 128 (2); 129 (3); 130 (1); 135 (9); 136
(1); 137 (1); 139 (4); 140 (1); 141 (16); 142 (2); 143 (27); 144 (4); 149 (3); 150 (1); 151
(1); 152 (1); 153 (14); 154 (2); 155 (11); 156 (1); 157 (8); 158 (1); 163 (2); 167 (1); 169
(6); 170 (1); 171 (5); 177 (1); 181 (1); 185 (4); 205 (2); 213 (8); 214 (1); 222 (2); 223 (3);
224 (1); 225 (3); 227 (17); 228 (3); 241 (1); 248 (1); 255 (1); 284 (6)

IV (v Max, cml): 949; 1214; 1287; 1378; 1462; 1710; 2857; 2870; 2924; 2957;
(4R,8S,125)-(16)

[0]o?= +1,61 (C = 0,92 em CHCls)

45,85,12S -(16)

[0]o%= +5,86 (C = 0,77 em CHCls)

4R 8R,125-(16)

[0]o%5= -2,57 (C = 0,80 em CHCls)
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4R ,8R,12R-(16)
[0]o%= -5,80 (C = 0,70 em CHCls)

10.2.15 Método de preparo do acido (4R,8R,12R) ou (4S,8S,12S) ou (4R,8R,12S) ou
(4R,8S,12S)-4,8,12-trimetilpentadecanoato de metila (17):

o A

© 17)

A uma solugdo do acido 16 foi adicionado BFs.Et;O. Esta mistura foi agitada
durante 14 horas a temperatura ambiente. Apds este periodo foi adicionada uma solugéo
de NaHCO:s e a fase aquosa foi extraida com hexano. As fases orgénicas agrupadas foram
lavadas com brine e seca com MgSOa. O solvente foi removido em evaporador rotatério
e 0 produto ndo necessitou de purificacdo. O rendimento foi de 97% para isbmero
(4R,8R,12R), 96% para (4S,8S,12S), 95% para (4R,8R,12S) e 97% para (4R,8S,12S).

EM (70 eV) m/z (%): 41 (20); 42 (5); 43 (42); 44 (2); 53 (2); 55 (32); 56 (8); 57 (34); 58
(2); 59 (5); 67 (3); 68 (1); 69 (21); 70 (5); 71 (24); 72 (1); 73 (5); 74 (32); 75 (5); 81 (4);
82 (1); 83 (14); 84 (3); 85 (20); 86 (2); 87 (100); 88 (6); 93 (1); 95 (4); 96 (1); 97 (10);
98 (2); 99 (10); 101 (2); 107 (1); 109 (3); 110 (1); 111 (7); 112 (3); 113 (8); 115 (5); 123
(1); 125 (3); 126 (1); 127 (7); 128 (1); 129 (1); 135 (2); 139 (2); 141 (6); 153 (3); 155 (4);
157 (18); 158 (2); 169 (2); 171 (4); 185 (1); 199 (1); 225 (2); 227 (4); 241 (12); 242 (2);
267 (1); 269 (1); 298 (2);

IV (v Max, cm™): 1713; 1196; 1379; 1435; 1463; 1743; 2847; 2860; 2873; 2929; 2957;
(4R,8S,125)-(17)

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 0,77-0,91 (m 12H); 1,01-1,14 (m 4H); 1,18-1,49 (m
16H); 1,58-1,73 (m 1H); 2,21-2,40 (m 2H); 3,66 (s 3H);

13C NMR (100 MHz, CDCls): 6 174,67, 51,52; 39,50; 37,59; 37,53; 37,37; 37,08; 32,87;
32,54; 32,31; 32,05; 29,79; 24,57; 24,42; 20,23; 19,80; 19,34: 19,26; 14,49;

[0]o?= +1,39 (C = 0,82 em CHCl5)
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45,885,125 ~(17)

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 0,78-0,93 (m 12H); 1,01-1,12 (m 4H); 1,19-1,47 (m
16H); 1,63-1,72 (m 1H): 2,23-2,38 (m 2H); 3,66 (s 3H):

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 174,57; 51,44; 39,41; 37,43; 37,41; 37,32; 37,02; 32,79;
32,51; 32,46; 31,92; 29,70; 24,46; 24,34; 20,14; 19,77; 19,71; 19,30; 14,39;

[0]o%= +1,37 (C = 0,57 em CHCls)

4R ,8R,125-(17)

IH NMR (400 MHz, CDCla): § 0,77-0,90 (m 12H); 1,01-1,13 (m 4H); 1,19-1,51 (m

16H); 1,60-1,74 (m 1H); 2,21-2,38 (m 2H); 3,66 (s 3H);

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 174,62; 51,48; 39,47, 37,51, 37,52; 37,34; 37,00; 32,81;
32,54; 32,45; 32,01; 29,77; 24,53; 24,38; 20,21; 19,82; 19,45; 19,24; 14,45;

[0]o%= -2,05 (C = 0,57 em CHCls)
(4R,8R,12R)-(17)
[0]o%= -1,43 (C = 0,57 em CHCls)

10.2.16 Método de preparo do (4S,8R) ou (4R,8R)-4,8-dimetil-9-(tetraidro-2H-piran-

2-iloxi)-nonan-1-ol (18):

HOMOTHP

(18)

Foi preparado de maneira analoga a descrita no procedimento 3.2.13, empregando
0 composto 11. O produto foi purificado através de cromatografia flash utilizando como
fase mdvel hexano e acetato de etila na proporcao de 9:1. O rendimento obtido foi de 90%
para o isomero (4R,8R) e 89% para (4S,8R).

IV (v Max, cm™): 1026; 1060; 1120; 1459; 2868; 2927; 3396

EM (70 eV) m/z (%): 199 (1); 187 (1); 171 (1); 153 (1); 142 (1); 123 (1); 111 (3); 101
(10); 97 (11); 95 (3); 86 (5); 85 (100); 84 (15); 83 (13); 81 (4); 71 (4); 70 (3); 69 (29); 68
(4); 67 (12); 57 (20); 56 (19); 55 (45); 53 (5);

4R,8R-(18)
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IH NMR (200 MHz, CDCls): § 0,71-0,91 (m 6H); 0,95-1,35 (m 9H); 1,40-1,88 (m 9H);
2,98-3,22 (m 1H); 3,33-3,60 (M 4H); 3,69-3,86 (M 1H); 4,43-4,58 (m 1H)

13C NMR (50 MHz, CDCla): § 98,94; 98,66; 73,16; 72,97; 62,98; 62,03; 61,93; 37,11;
33,87; 33,31; 33,26; 32,96; 32,50; 30,61; 30,20; 25,44: 24,23; 19,50; 19,45; 19,39; 17,11;
17,01;

4S,8R-(18)

IH NMR (300 MHz, CDCls): § 0,82-0,98 (m 6H); 1,06-1,46 (m 9H); 1,47-1,91 (m 9H):;
3,07-3,31 (m 1H); 3,44-3,65 (m 4H); 3,80-3,93 (m 1H); 4,52-4,61 (m 1H)

13C NMR (75 MHz, CDCls): & 98,97; 98,66; 73,09; 72,92; 63,16; 62,09; 61,96; 37,15;
33,95; 33,89; 33,35; 33,28; 32,82; 32,53; 30,62; 30,23; 25,44; 24,24; 24,19; 19,57; 19,49;
19,41; 17,20; 17,00;

[0]o= -5,14 (C = 1 em CHCls)

10.2.17 Método de preparo do (4S,8R) ou (4R,8R)-4,8-dimetil-9-(tetraidro-2H-piran-

2-iloxi)-nonil-4-metilbenzenosulfonato (19):

19)

Foi preparado de maneira analoga a descrita no procedimento 3.2.4, empregando
o composto 18. O produto foi purificado através de cromatografia flash utilizando como
fase movel hexano e acetato de etila em uma proporcéo de 8:1. O rendimento obtido foi
de 89% para o isdbmero (4R,8R) e 90% para (4S,8R).

EM (70 eV) m/z (%): 396 (1); 368 (1); 342 (2); 315 (1); 294 (1); 271 (1); 252 (6); 208
(7); 185 (1); 173 (16); 172 (11); 155 (12); 153 (14); 152 (8); 141 (4); 140 (6); 137 (4);
133 (3); 124 (4); 123 (8); 111 (17); 110 (7); 109 (16); 108 (6); 107 (10); 101 (12); 98 (6);
97 (47); 96 (13); 95 (24); 93 (4); 92 (7); 91 (52); 90 (4); 89 (6); 86 (7); 85 (100); 84 (62);
83 (37); 82 (19); 81 (25); 80 (4); 79 (8); 77 (7); 71 (12); 70 (9); 69 (63); 68 (17); 67 (29);
66 (3); 65 (18); 63 (5); 58 (3); 57 (19); 56 (21); 55 (66); 54 (9); 53 (11); 51 (7); 50 (4);
43 (18); 42 (9); 41 (57); 40 (5); 39 (27); 38 (4);

IV (v Max, cm™): 662; 1030; 1175; 1359; 2870; 2927

4S,8R-(19)
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IH NMR (300 MHz, CDCls): § 0,77-0,84 (m 3H); 0,87-0,96 (m 3H); 1,04-1,38 (m 9H):;
1,48-1,86 (m 9H); 2,45 (s 3H); 3,09-3,27 (m 1H); 3,44-3,65 (m 2H); 3,80-3,91 (M 1H);
3,97-4,05 (t J=6,61 2H): 4,52-4,60 (m 1H); 7,31-7,38 (m 2H); 7,76-7,83 (m 2H);

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 144,59; 133,27; 129,77; 127,86; 99,10; 98,81; 73,14;
72,98; 71,05; 62,24, 62,13; 37,03; 37,01; 33,96; 33,92; 33,42; 33,35, 32,43, 32,27, 32,25;
30,72; 26,45; 25,52; 24,26; 24,24, 21,61; 19,63; 19,56; 19,39; 17,24; 17,14;

[0]o= +7,24 (C = 1 em CHCls)

10.2.18 Método de preparo do (2R,6R) ou (2R,6S)-(2,6-dimetil-noniloxi)-tetraidro-
2H-pirano (20):

MOTHP

(20)
Foi preparado de maneira analoga a descrita no procedimento 3.2.7, empregando
o composto 19. O produto foi purificado através de cromatografia flash utilizando como

fase movel hexano. O rendimento obtido foi de 95% para o isbmero (2R,6S) e 96% para
(2R,6R).

EM (70 eV) m/z (%): 198 (1); 183 (1); 154 (1); 115 (2); 101 (4); 99 (2); 86 (6); 85 (100);
84 (14); 83 (3); 71 (13); 70 (3); 69 (7); 68 (2); 67 (7); 58 (3); 57 (33); 56 (20); 55 (22);
53 (2);

IV (v Max, cmt): 817; 968; 1099; 1180; 1190; 1358; 1469; 1603; 2858; 2874; 2929;
2968;

2R,65-(20)
IH NMR (200 MHz, CDCls): 5 0,78-0,99 (m 9H); 1,01-1,45 (m 11H); 1,49-1,97 (m 7H);
3,05-3,33 (m 1H); 3,40-3,71 (m 2H); 3,77-3,98 (m 1H); 4,50-4,67 (m 1H)

13C NMR (50 MHz, CDClg): § 99,01; 98,73; 73,22; 73,05; 62,10; 62,00; 39,43; 37,28;
34,00; 33,42; 33,37; 32,41, 30,71, 25,53; 24,32; 20,10, 19,57, 17,17, 17,08; 14,33

[0]p?°= +2,19 (C = 1 em CHCl5)

2R,6R-(20)
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IH NMR (300 MHz, CDCls): § 0,73-0,96 (m 9H); 1,00-1,15 (m 3H); 1,18-1,45 (m 8H);
1,50-1,95 (m 7H); 3,03-3,33 (m 1H): 3,40-3,70 (m 2H); 3,75-4,00 (m 1H); 4,47-4,67 (M
1H)

13C NMR (75 MHz, CDClz3): 6 99,04; 98,74; 73,20; 73,02; 62,14; 62,03; 39,34; 39,33;
37,34; 37,33; 34,07; 34,03; 33,46; 33,39; 32,46; 32,45; 30,72; 25,54; 24,37; 24,34 20,10;
19,67; 19,59; 19,52; 17,28; 17,18; 14,38;

[0]p®= +2,31 (C = 1 em CHCls)

10.2.19 Método de preparo do (2R,6R) ou (2R,6S)-2,6-dimetil-nonan-1-ol (21):

MOH

(21)

A uma solucdo do composto 20 (66 mg, 0,26mmol) em metanol (1 mL), foi
adicionado quantidade catalitica de p-TSA e a evolucédo da reacdo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada. Ap6s 4 horas, o solvente foi evaporado e 0 meio foi
diluido com acetato de etila, lavado com NaHCOs e brine, seco com Na>SOj e o0 solvente
evaporado. O alcool formado foi utilizado na préxima etapa sem purificacdo, sendo que
o rendimento foi de 95% para o isdmero (2R,6S) e 94% para (2R,6R).

EM (70 eV) m/z (%): 171 (1); 154 (2); 139 (2); 126 (5); 125 (2); 112 (18); 111 (86); 110
(10); 101 (2); 99 (5); 98 (12); 97 (28); 96 (2); 95 (5); 86 (3); 85 (49); 84 (71); 83 (32); 82
(9); 81 (5); 72 (3); 71 (53); 70 (69); 69 (100); 68 (7); 67 (10); 59 (5); 58 (6); 57 (61); 56
(56); 55 (75); 54 (4); 53 (7); 45 (6); 44 (4); 43 (83); 42 (19); 41 (63); 40 (4); 39 (17);

IV (v Max, cm™): 738; 1036; 1378; 1462; 2870; 2925; 2956; 3335

2R,65-(21)

IH NMR (200 MHz, CDCl3): § 0,73-0,99 (m 8H); 1,01-1,17 (m 3H); 1,18-1,42 (m 8H);
1,50-1,78 (m 2H): 1,88 (s 1H); 3,30-3,61 (m 2H)

13C NMR (50 MHz, CDClzs): & 68,36; 39,43; 37,27; 35,73; 33,42; 32,41; 24,34; 20,10;
19,55; 16,52; 14,34,

[0]p?°= +12,47 (C = 1 em CHCl3)
2R,6R-(21)
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IH NMR (300 MHz, CDCls): § 0,79-0,96 (m 9H); 0,97-1,15 (m 3H); 1,17-1,45 (m 8H):;
1,51-1,68 (m 2H); 3,40 (dd J1=10,47 J,=6,56 1H); 3,52 (dd J1=10,47 J,=5,73 1H);

13C NMR (75 MHz, CDCls): § 68,36; 39,33; 37,33; 35,77; 33,47; 32,45; 24,38; 20,10;
19,66; 16,62; 14,38;

10.2.20 Método de preparo do (2R,6R) ou (2R,6S)-2,6-dimetilnonil-4-

metilbenzenosulfonato (22):

MOTS

(22)

Foi preparado de maneira analoga a descrita no procedimento 3.2.4, utilizando o
alcool 21. O produto foi purificado atraves de cromatografia flash utilizando como fase
movel hexano e acetato de etila em uma proporcdo de 9,5:0,5 respectivamente. O
rendimento obtido foi de 83% para o isomero (2R,6S) e 85% para (2R,6R).

EM (70 eV) m/z (%): 327 (1); 283 (1); 255 (1); 228 (1); 207 (1); 185 (1); 175 (6); 174
(12); 173 (100); 172 (24); 171 (2); 157 (6); 156 (8); 155 (63); 154 (41); 153 (2); 139 (5);
126 (5); 125 (4); 113 (2); 112 (23); 111 (75); 110 (10); 109 (2); 108 (5); 107 (9); 105 (1);
99 (2); 98 (10); 97 (20); 96 (2); 95 (3); 93 (3); 92 (17); 91 (88); 90 (6); 89 (8); 85 (21);
84 (52); 83 (23); 82 (6); 81 (4); 79 (4); 77 (5); 71 (18); 70 (32); 69 (52); 68 (5); 67 (7);
65 (25); 63 (4); 57 (19); 56 (29); 55 (37); 53 (3); 43 (38); 42 (7); 41 (27); 39 (7);

IV (v Max, cml): 665; 961; 1174; 1360; 2870; 2927; 2966
2R,65-(22)

IH NMR (300 MHz, CDCls): § 0,81 (d J=6,53 3H); 0,84-0,91 (m 6H); 0,94-1,12 (m 3H);
1,15-1,36 (m 8H); 1,68-1,85 (m 1H); 2,45 (s 3H); 3,80 (dd J1=9,33 J,=6,45 1H); 3,89 (dd
1=9,33 J,=5,72 1H): 7,31-7,37 (m 2H); 7,76-7.82 (m 2H);

13C NMR (75 MHz, CDClg): & 144,57; 133,20; 129,77;127,89; 75,17; 39,35; 37,00;
32,93; 32,80; 32,35; 23,98; 21,62; 20,10; 19,52; 16,41, 14,37,

[0]p?°= -1,27 (C = 1 em CHCls)

2R,6R-(22)

128



IH NMR (300 MHz, CDCl3): § 0,79 (d J=6,52 3H); 0,83-0,92 (m 7H); 0,93-1,12 (m 4H);
1,13-1,40 (m 9H); 1,69-1,84 (m 1H): 2,45 (s 3H); 3,80 (dd J1=9,32 J,=6,48 1H): 3,89 (dd
31=9,32 J,=5,70 1H): 7,31-7,38 (m 2H); 7,76-7,82 (m 2H)

13C NMR (75 MHz, CDCls): & 144,56; 133,17; 129,75; 127,87; 75,10; 39,25; 37,01;
32,95; 32,79; 32,34; 23,96; 21,60; 20,06; 19,56; 16,47; 14,35;

[0]p%= -3,46 (C = 1 em CHCls)

10.2.21 Método de preparo do acido (1R,2R)-2-(2,3- antracenodicarboximido)
ciclohexanocarboxilico (Reagente de Ohrui):[*3!

e

Reagente de Ohrui

A uma solucdo de anidrido antracenodicarboxilico (20 mg, 0,09 mmol) em
tolueno (10 mL) foi adicionado acido (1R,2R)-trans-2-aminociclohexandico (16 mg, 0,09
mmol) em uma mistura de trietilamina (0,45 mLO e DMF (1 mL) e esta mistura foi
refluxada por 10 horas. Apds esse periodo a mistura foi resfriada a temperatura ambiente
e adicionou-se acetato de etila (5 mL). A fase organica foi lavada sucessivamente com
HCI (2 mol/L), seguido de brine, seca com MgSO4 e o solvente foi removido no
evaporador rotatorio. Recristalizacdo em tolueno e acetato de etila 1:1 forneceu cristais

em forma de agulhas amarelas. O rendimento foi de 86%.

10.2.22 Método de obtencéo do composto derivatizado 23:19%

o

Em um vial adicionou-se 50 puL de uma solug¢do do alcool racémico 15 (1000

(23)

ppm), 100 puL de uma mistura de tolueno e acetonitrila 1:1, quantidade catalitica de
DMAP, &cido (1R,2R)-2-(2,3- antracenodicarboximido) ciclohexanocarboxilico (0,5 mg)

e EDC (1 mg). Esta mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 16 horas. A
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purificacdo foi feita através da aplicagdo de 50 pL dessa solugdo em uma placa de
cromatografia em camada delgada (5 cm x 10 cm, Silica gel 60 UV2s4, Whatman — 4410
222) e foi eluida com uma mistura hexano e acetato de etila em uma propor¢édo de 4:1. A
porcdo da placa que continha a mancha de interesse (Rf = 0,9) foi coletada, empacotada
em uma pipeta de Pasteur e foi eluida com uma mistura de acetato de etila e etanol na
proporcdo de 4:1. O solvente foi evaporado sob um fluxo de ar e a amostra foi solubilizada
em metanol para anélise direta em CLAE.

10.3 Metodologias do Capitulo 11

10.3.1 Método de preparo do 8-bromo-octan-1-ol (25):[1401[138]

Ao
Br
(25)

A uma solucéo agitada de 1,8-octanodiol (8,0 g 54,7 mmol) em tolueno (150 mL) foi
adicionado HBr (7 mL solucdo aquosa 48%) a temperatura ambiente. A mistura foi
refluxada durante 5 horas, utilizando Dean-Stark para remocéo da &gua. A reacdo foi
monitorada através de cromatografia em camada delgada e adicionou-se mais 0,5 mL de
HBr uma vez que o diol ainda ndo havia sido consumido completamente e refluxou-se o
meio por mais 3 horas. Apos este periodo o meio foi resfriado até temperatura ambiente
e a mistura foi lavada com solucédo saturada de NaHCO3, agua e brine. A fase orgénica
foi seca com MgSOs e o solvente removido utilizando evaporador rotatorio. O composto
foi purificado através de cromatografia flash utilizando como fase mdvel pentano e

acetato de etila na proporcgéo de 9:1 respectivamente. O rendimento foi de 91,5%.

'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 1,29-1,61 (m 11H); 1,79-1,92 (m 2H); 3,41 (t J=6,77
2H); 3,64 (tt J1=6,60 J2=0,87 2H)

13C NMR (75 MHz, CDClzs) &: 62,91; 33,95; 32,73; 32,66; 29,17; 28,67; 28,04; 25,59;

EM m/z (%): 192 (1); 190 (1); 180 (1); 178 (1); 164 (32); 162 (32); 150 (31); 148 (31);
137 (12); 135 (12); 123 (2); 122 (2); 121 (2); 111 (9); 109 (7); 107 (7); 95 (5); 84 (6); 83
(58); 82 (24); 81 (15); 79 (2); 70 (10); 69 (98); 68 (34); 67 (29); 57 (12); 56 (19); 55
(100); 54 (11); 53 (9); 45 (3); 44 (4); 43 (19); 42 (17); 41 (64); 40 (4); 39 (21);
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IV (v Max, cm™): 561; 643; 724; 1054; 1222; 1245; 1436; 1461; 2855; 2928; 3331,
10.3.2 Método de preparo do 8-bromo-octanal (26):141]

BrWO
(26)

Trietilamina (6,20 mL 44,37 mmol) foi adicionada a uma solucéo agitada de 8-bromo-
octan-1-ol (25) (0,93 g 4,43 mmol) em DCM (20 mL) a temperatura ambiente. A mistura
foi resfriada a 0°C e uma solucdo do complexo de SOs.piridina (2,12 g 13,3 mmol) em
DMSO (10 mL) foi adicionada gota-a-gota. A reacdo alcangou temperatura ambiente e a
evolucdo foi monitorada através de cromatografia em camada delgada. Quando todo
alcool foi consumido adicionou-se uma solucdo aquosa de NH4Cl (40 mL) e extraiu-se
com DCM. A fase organica foi lavada com uma solucgéo saturada de CuSQa, brine e seca
com MgSOs. O solvente foi removido utilizando evaporador rotatorio e o produto
purificado através de cromatografia flash utilizando pentano como fase mével, sendo
obtido um rendimento de 77%.

IH NMR (300 MHz, CDCls) &: 1,32-1,46 (m 6H); 1,59-1,69 (m 2H); 1,79-1,92 (m 2H);
2,43 (td J1=7,27 J,=1,79 2H): 3,41 (t J=6,79 2H); 9,77 (t J=1,79 1H);
13C NMR (75 MHz, CDCls) &: 202,59; 43,74; 33,79; 32,59; 28,86; 28,41; 27,84; 21,84;

EM m/z (%): 190 (9); 188 (9); 180 (12); 178 (12); 165 (18); 164 (54); 163 (18); 162
(60); 160 (6); 134 (3); 123 (4); 121 (4); 110 (5); 109 (54); 108 (3); 107 (9); 99 (4); 98 (3);
97 (3); 95 (8); 93 (7); 84 (7); 83 (77); 82 (29); 81 (35); 80 (4); 79 (8); 72 (6); 71 (8); 70
(4); 69 (17); 68 (7); 67 (49); 65 (3); 58 (4); 57 (44); 56 (11); 55 (100); 54 (17); 53 (13);
51 (3); 45 (9); 44 (54); 43 (25); 42 (20); 41 (80); 40 (7); 39 (37);

IV (v Max, cm™): 559; 643; 725; 958; 1129; 1250; 1436; 1460; 1710; 2858; 2929;

10.3.3 Método de preparo do 9-bromonon-1-eno (27):142

Br/\/\/\M
27

Uma suspencao de brometo de metiltrifenilfosfina (1,75 g 4,87 mmol) em THF anidro

(45 mL) foi agitada a temperatura ambiente durante 20 minutos e entdo resfriada a -78°C.
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Apds um periodo de 15 minutos nessa temperatura, n-BuLi (3,04 mL 4,87 mmol solucéo
1,60 mol/L em hexano) foi adicionado lentamente. A solugdo gradualmente atingiu
temperatura ambiente e foi mantida sob agitacdo durante 30 minutos. A mistura foi
resfriada novamente a -78°C e uma solucéo de 8-bromo-octanal (26) (0,92 g 4,43 mmol)
em THF anidro (10 mL) foi lentamente adicionada. O banho frio foi removido e a reagédo
foi agitada durante 14 horas. Adicionou-se dgua (40 mL) a mistura e extraiu-se com éter
etilico. A fase orgéanica foi seca com MgSOs e 0 solvente removido utilizando evaporador
rotatério. O produto foi purificado através de cromatografia flash utilizando pentano

como fase movel. O rendimento foi de 88,6%.

IH NMR (300 MHz, CDCls) &: 1,31-1,49 (m 8H): 1,79-1,92 (m 2H); 1,99-2,10 (m 2H);
3,40 (t J=6,87 2H); 4,90-5,04 (m 2H): 5,80 (ddt J1=17,12 J,=10,23 Js=6,69 1H):

13C NMR (75 MHz, CDCIs) 8: 139,00; 114,24; 33,94, 33,71; 32,79; 28,88; 28,78; 28,59;
28,11;

EM m/z (%): 206 (1); 204 (1); 178 (2); 176 (2); 164 (38); 163 (4); 162 (38); 150 (22);
148 (22); 137 (10); 136 (7); 135 (10); 134 (7); 123 (4); 121 (4); 109 (7); 107 (7); 97 (18);
96 (3); 95 (10); 84 (5); 83 (65); 82 (23); 81 (15); 79 (4); 70 (11); 69 (57); 68 (11); 67 (25);
57 (5); 56 (15); 55 (100); 54 (17); 53 (14); 51 (3); 43 (11); 42 (13); 41 (64); 40 (6); 39
(32);

10.3.4 Método de preparo da N-ciclopentilidenociclohexanamina (30):[143]

O
E

Uma solucdo de ciclopentanona (0,79 mL 8,93 mmol) e ciclohexilamina (1,02 mL 8,93
mmol) em tolueno (40 mL) foi refluxada com o uso de Dean-Stark para remogéo de agua.
Apos o periodo de 3 horas a solugéo foi resfriada até temperatura ambiente, seca com
MgSOs e o solvente foi removido utilizando evaporador rotatorio. O produto 30 foi
utilizado na préxima etapa sem purificagdo, ap6s aplicagdo de alto vicuo para remogao

de reagentes residuais. O rendimento foi de 86,4%.
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IH NMR (300 MHz, CDCl3) §: 1,17-1,49 (m 5H); 1,55-1,89 (m 9H); 2,14-2,26 (m 2H);
2,27-2,38 (m 2H): 3,01-3,14 (m 1H);

13C NMR (75 MHz, CDCls) &: 177,19; 61,94; 36,48; 33,51; 28,10; 25,66; 25,00; 24,98;
24,00;

EM m/z (%): 166 (5); 165 (45); 164 (19); 150 (7); 137 (11); 136 (65); 124 (10); 123
(21); 122 (37); 111 (6); 110 (14); 109 (9); 108 (7); 97 (3); 96 (7); 95 (4); 94 (6); 85 (6);
84 (100); 83 (37); 82 (15); 81 (9); 80 (17); 79 (5); 68 (5); 67 (23); 65 (4); 56 (7); 55 (55);
54 (40); 53 (9); 42 (4); 41 (31); 40 (3); 39 (15);

10.3.5 Método de preparo da 2-(non-8-en-1-ila)ciclopentanona (31):1144

0
W
31

A uma solucdo de di-isopropilamina (1,17 g 11,55 mmol) em THF anidro (32 mL),
resfriada a 0°C, foi adicionado n-BuLi (7,24 mL 11,55 mmol solu¢édo 1,60 mol/L) e esta
mistura foi agitada durante uma hora mantendo o resfriamento. Separadamente foi
preparada uma solucdo da N-ciclopentilidenociclohexanamina (30) (1,81 g 10,97 mmol)
em THF anidro (65 mL) e resfriou-se a -78 °C. Sobre esta mistura foi adicionada gota-a-
gota a solucdo de LDA preparada anteriormente. A mistura foi agitada com a temperatura
mantida a -78°C durante 30 minutos e entdo foi permitido aquecer até temperatura
ambiente. Uma solucdo do 9-bromonon-1-eno (27) (1,19 g 5,83 mmol) em THF anidro
(32 mL) foi adicionada lentamente a mistura reacional e a agitacdo foi continuada durante
14 horas. Apds este periodo, foi adicionada uma solucao de acido acético (10 mL em 60
mL de &gua) e agitado durante 3 horas. O meio reacional foi extraido com éter etilico e a
fase orgénica foi lavada com NaHCO3 (3x 100 mL), brine, seca com MgSQOs e 0 solvente
foi removido utilizando evaporador rotatério. O produto foi purificado através de
cromatografia flash utilizando como fase movel pentano e acetato de etila em uma

proporcao de 9,5:0,5. O rendimento foi de 70%.
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'H NMR (300 MHz, CDCls) 8: 1,16-1,42 (m 12H); 1,45-1,60 (m 1H); 1,68-1,84 (m 2H);
1,94-2,10 (4H); 2,18-2,36 (m 2H); 4,88-5,04 (m 2H); 5,81 (ddt J1=17,11 J,=10,16 J3=6,75
1H);

13C NMR (75 MHz, CDCls) &: 221,62; 139,13; 114,09; 49,13; 38,16; 33,74; 29,64;
29,56; 29,50, 29,28; 29,08; 28,86; 27,52; 20,73;

EM m/z (%): 208 (3); 190 (1); 179 (1); 166 (2); 151 (1); 137 (1); 123 (4); 110 (2); 108
(2); 98 (3); 97 (23); 96 (3); 95 (4); 85 (9); 84 (100); 83 (22); 81 (6); 79 (5); 69 (8); 68 (4);
67 (11); 56 (4); 55 (23); 54 (7); 53 (4); 43 (3); 42 (3); 41 (22); 39 (7);

10.3.6 Método de preparo da (Z)-2-(non-8-en-1-ila)ciclopentanona oxima (32):[145
147]

W
(32)
A uma solucdo de 2-(non-8-en-1-ila)ciclopentanona (31) (0,64 g 3 mmol) em metanol (40
mL) foi adicionado NaOAc (0,29 g 3,6 mmol) e NH2OH.HCI (0,25 g 3,6 mmol) a
temperatura ambiente. Essa mistura foi refluxada durante 2,5 horas e ap6s este periodo
foi resfriada a temperatura ambiente e o solvente foi removido sob presséo reduzida. O
residuo foi dissolvido em agua destilada (30 mL) e a reacdo foi extraida com éter etilico.
A fase orgénica foi seca com MgSOs e solvente foi removido utilizando evaporador
rotatorio. O produto foi purificado através de cromatografia flash, utilizando pentano e
éter etilico como faze mével em uma proporcao de 5:1 respectivamente. O rendimento

foi de 80% para o isdbmero anti e 15% do isbmero cis.

IH NMR (300 MHz, CDCls) &: 1,23-1,40 (m 12H): 1,54-1,76 (m 2H); 1,78-1,91 (m
1H): 1,92-2,11 (m 3H); 2,32-2,51 (m 2H); 2,52-2,66 (m 1H); 4,89-5,04 (m 2H); 5,81
(ddt J1=17,20 J,=10,24 J3=6,75 1H); 8,94 (s 1H);

13C NMR (75 MHz, CDCls) &: 169,21; 139,20; 114,07; 43,21; 33,77; 32,18; 31,70;
29,58; 29,39; 29,08; 28,89; 27,58; 27,26; 22,48;

EM m/z (%): 223 (2); 222 (1); 207 (3); 206 (7); 194 (1); 178 (1); 164 (1); 154 (1); 136
(2); 122 (3); 112 (23); 108 (3); 100 (6); 99 (100); 98 (19); 97 (3); 96 (25); 95 (4); 94 (3);
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83 (18); 82 (11); 81 (6); 80 (4); 79 (4); 69 (4); 68 (2); 67 (14); 55 (11); 54 (4); 53 (5); 41
(14); 39 (4);

IV (v Max, cm™): 723; 907; 961; 993; 1025; 1453; 1641; 1674; 2854; 2924; 3077; 3271;

10.3.7 Método de preparo da 2-metil-6-(non-8-en-1-ila)piperidina (33):[13% 148]

Ld s

H (33)

Uma solucdo da (Z)-2-(non-8-en-1-ila)ciclopentanona oxima (32) (0,38 g, 1,69
mmol) e trietilamina (0,26 g, 0,36 mL, 2,54 mmol) em DCM (25 mL) foi resfriada a -
20°C, adicionou-se cloreto de mesila (0,21 g, 0,15 mL, 1,86 mmol) e esta mistura foi
agitada durante 40 minutos. Apos este periodo o meio racional foi diluido com DCM (25
mL) e colocado em um banho de gelo. Lavou-se a fase organica com solucdes de HCI (1
mol/L 15 mL), NaHCOs3 saturada (15 mL) e brine (15 mL) resfriadas a 0°C. A fase
organica foi seca e filtrada. Esta solucdo foi resfriada a -78°C e trimetilaluminio (2,54
mL, 5,08 mmol, solucdo 1 mol/L em hexano) foi adicionado gota-a-gota e esta mistura
foi agitada durante uma hora enquanto permitiu-se que atingisse temperatura ambiente.
Ap0ds este periodo, resfriou-se 0 meio reacional novamente para -78°C e DIBAL-H (6,77
mL, 6,77 mmol, solucdo 1 mol/L em hexano) foi adicionado. A mistura foi agitada
durante uma hora enquanto permitiu-se que atingisse temperatura ambiente e agitou-se
mais uma hora nesta temperatura. Ao meio reacional foi adicionado agua (0,64 mL) e
NaF (2g, 47,4 mmol) e agitou-se durante 30 minutos. Apos este periodo 0 meio reacional
foi filtrado, seco com MgSOs e o solvente foi removido em evaporador rotatério. O
produto foi purificado utilizando cromatografia flash com fase movel cloroférmio,
metanol e solucdo aquosa de amonia (5%) em uma proporc¢édo de 200:10:1. O rendimento
foi de 40%.

IH NMR (300 MHz, CDCls) &: 1,11 (d J=6,29 3H); 1,19-1,48 (m 15H); 1,57-1,81 (m
3H); 1,97-2,08 (m 2H); 2,46-2,58 (M 1H); 2,62-2,74 (m 1H); 4,89-5,03 (m 2H); 5,80
(ddt J1=17,14 J2=10,27 J3=6,65 1H);

13C NMR (75 MHz, CDClzs) &: 139,01; 114,01; 57,16; 52,58; 36,86; 33,88; 33,67;
31,61; 29,61; 29,31; 28,95; 28,79; 25,81; 24,55; 22,55;
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EM miz (%): 223 (2); 222 (4); 209 (1); 208 (9); 194 (1); 180 (2); 168 (1); 154 (1); 140
(2); 124 (2); 112 (2); 111 (2); 110 (2); 99 (12); 98 (100); 97 (2); 96 (5); 84 (2); 82 (4); 81
(4); 70 (5); 69 (3); 68 (3); 67 (4); 56 (6); 55 (9); 54 (2); 44 (4); 43 (3); 42 (3); 41 (8); 39
(2);

IV (v Max, cm™): 720; 750; 906; 996; 1314; 1438; 1466; 1643; 2850; 2923; 3076;

10.3.8 Método de preparo do 2-metil-6-(non-8-en-ila)piperidina-1-carbaldeido

(34):1149
)\/Nj\/\/\/\/\

Oéj\H (34)

Anidrido acético férmico foi preparado pela adicdo de acido férmico (0,3 mL solucédo
98%) em anidrido acético (0,7 mL) resfriado a 0°C e esta foi agitado por 15 minutos.
Ap0s este periodo, esta mistura foi adicionada gota-a-gota sobre uma solucgéo de 2-metil-
6-(non-8-en-1-ila)piperidina (33) (0,078 g 0,35 mmol) em benzeno anidro (2,1 mL) a
0°C. Esta mistura atingiu temperatura ambiente gradualmente e foi agitada por 48 horas.
Apos adicdo de agua (2 mL), a mistura foi extraida com DCM. A fase orgéanica foi seca
com MgSO4 e o solvente removido utilizando evaporador rotatorio. O produto foi

utilizado na préxima etapa sem purificacdo. O rendimento foi de 86%.

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6: 1,13-1,34 (m 13H); 1,39-1,80 (m 8H); 1,85-2,10 (m
2H); 3,34-3,89 (m 1H); 4,21-4,68 (m 1H); 4,73-5,06 (m 2H); 5,55-5,93 (m 1H); 7,85-
8,08 (m 1H);

13C NMR (75 MHz, CDCls) &: 162,37; 162,23; 139,06; 138,95; 114,09; 114,00; 54,35;
49,62; 47,58; 42,84, 35,41, 34,49; 33,67; 33,64; 30,67; 29,60; 29,48; 29,28; 29,25; 29,22;
28,95; 28,90, 28,79; 28,74, 27,38; 27,09; 26,86; 22,33; 19,63; 15,32; 15,08;

EM m/z (%): 252 (1); 251 (3); 237 (1); 236 (6); 220 (1); 210 (2); 192 (1); 180 (1); 166
(1); 154 (1); 127 (10); 126 (100); 112 (2); 110 (1); 98 (13); 81 (5); 67 (3); 56 (4); 55 (8);
44 (2); 42 (2); 41 (5);
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10.3.9 Método de preparo da 1,2-dimetil-6-(non-8-en-1-ila)piperidina (35):150-152]

Ldon

| (35)

A uma suspencéo agitada de LiAlH4 (0,019 g 0,48 mmol) em THF anidro (1 mL), sob
atmosfera de argonio e resfriada a 0°C, foi adicionada uma solucéo de 2-metil-6-(non-8-
en-ila)piperidina-1-carbaldeido (34) (0,06 g 0,24 mmol). Esta mistura foi agitada durante
2 horas, sendo que foi observado o consumo de todo composto formilado atraves de
cromatografia em camada delgada. A reacéo foi diluida com THF (1 mL) e foi adicionada
agua cuidadosamente (0,02 mL), seguido de solucdo de NaOH (0,06 mL solu¢do 20%) e
uma porcdo adicional de agua (0,02 mL). Esta mistura foi agitada durante 15 minutos e
foi adicionado MgSO4 para secar a mistura e foi agitada por mais 15 minutos. O meio foi
filtrado e o solvente removido utilizando evaporador rotatério. Forma-se uma mistura do
produto desejado (35) e de 2-metil-6-(non-8-en-1-ila)piperidina (33), sendo que estes ndo
sdo passiveis de separacdo. Esta mistura foi formilada novamente e entdo foi possivel
separar a mistura do composto N-fomilado (34) e N-metilado (35). Foi utilizada
cromatografia flash com fase mével CHCI3z, metanol e NHs em uma propor¢do de
200:10:1 respectivamente. O rendimento foi de 60% para 0 composto 35 e isolou-se 30%
do composto 34.

IH NMR (300 MHz, CDCl3) &: 1,13 (d J=6,24 3H); 1,22-1,41 (m 14H); 1,45-1,55 (m
1H): 1,56-1,73 (m 3H); 1,86-1,97 (m 1H); 2,00-2,12 (m 3H); 2,21 (s 3H); 4,89-5,04 (M
2H); 5,81 (ddt J1=17,06 J2=10,21 J3=6,68 1H);

13C NMR (75 MHz, CDCls) &: 139,23; 114,09; 64,26; 59,64; 36,49; 34,57; 33,80; 33,77;
30,56; 30,08; 29,45; 29,12; 28,93; 26,14, 24,78; 21,60;

EM m/z (%): 237 (2); 236 (5); 223 (3); 222 (18); 194 (1); 180 (1); 166 (1); 152 (1); 138
(1); 124 (2); 113 (23); 112 (100); 110 (5); 98 (2); 97 (2); 96 (6); 84 (5); 82 (3); 81 (4); 70
(9); 69 (2); 68 (3); 67 (3); 58 (6); 57 (4); 56 (5); 55 (10); 44 (2); 42 (9); 41 (9); 39 (3);

IV (v Max, cm™): 662; 907; 993; 1232; 1418; 1462; 1665; 2854; 2926; 3075;
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10.3.10 Método de preparo do 9-(1,6-dimetilpiperidin-2-ila)nonano-1,2-diol

(36): (153]
M
OH
N

| (36)

Uma solucdo de AD-mix alfa (0,027 g) em &gua (0,35 mL) e t-butanol (0,35 mL) foi
agitada a temperatura ambiente. Esta mistura foi resfriada a 0°C e uma solucédo de 1,2-
dimetil-6-(non-8-en-1-ila)piperidina (35) (0,0055 g 0,02 mmol) em agua (0,35 mL) e t-
butanol (0,35 mL) foi adicionada. O meio reacional atingiu temperatura ambiente
gradualmente e foi agitado durante 14 horas. Apos este periodo, sulfito de sédio (0,003
g) foi adicionado e a mistura foi agitada durante 1 hora. A reacdo foi extraida com DCM,
a fase orgénica foi seca com MgSO4 e o solvente removido utilizando evaporador

rotatorio. O produto nédo foi purificado e o rendimento foi de 89%.

IH NMR (600 MHz, CDCls) : 1,16-1,61 (m 20H); 1,78-1,94 (m 3H); 2,47 (s 3H); 2,83-
2,99 (m 1H); 3,05-3,20 (m 1H); 3,40-3,47 (m 1H); 3,61-3,66 (m 1H); 3,67-3,74 (m 1H);

13C NMR (151 MHz, CDCls) &: 72,01; 71,92; 66,88; 64,02; 59,63; 32,92; 30,94; 28,90;
28,82; 28,66, 28,60; 25,74, 25,70; 25,12; 25,09; 23,29; 18,58,

EM m/z (%): 271 (1); 270 (2); 256 (3); 241 (3); 240 (17); 226 (1); 210 (1); 193 (1); 178
(1); 166 (1); 146 (1); 132 (1); 113 (9); 112 (100); 111 (1); 110 (2); 107 (1); 98 (4); 96 (2);
84 (2); 81 (1); 70 (3); 69 (1); 67 (1); 58 (3); 57 (2); 56 (2); 55 (3); 44 (2); 43 (1); 42 (3);
41 (2);

10.3.11 Método de preparo do 1,2-dimetil-6-(7-(oxiran-2-ila)heptila)piperidina

(37):1254]
/(j\/\/M
N

| (37)

Uma mistura de acido trifluoracético (0,01 mL 0,02 mmol) em agua (0,034 mL) foi
agitada a temperatura ambiente. Esta solucdo foi adicionada gota-a-gota sobre 1,2-
dimetil-6-(non-8-en-1-ila)piperidina (35) (0,005 g 0,02 mmol). Apb6s agitar esta
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suspencdo durante 15 minutos a temperatura ambiente, N-bromosuccinimida (0,004 g
0,024 mmol) foi adicionada. O meio reacional foi agitado durante 14 horas e apds este
periodo foi adicionada uma solucdo de NaOH (0,034 mL solucdo 20%). Apos agitacdo
da mistura durante 3 horas esta foi extraida com DCM. A fase organica foi seca com
MgSO;4 e o solvente foi removido utilizando evaporador rotatorio. O produto foi utilizado

na proxima etapa sem purificacdo. O rendimento foi de 90%.

EM m/z (%): 253 (1); 252 (2); 239 (2); 238 (10); 222 (1); 208 (1); 194 (1); 180 (1); 166
(1); 152 (1); 138 (1); 122 (1); 113 (10); 112 (100); 110 (2); 98 (1); 96 (2); 84 (2); 81 (1);
71(1); 70 (3); 67 (1); 58 (3); 57 (2); 56 (2); 55 (4); 42 (3); 41 (3);

10.3.12 Método de preparo do 9-(1,6-dimetilpiperidin-2-ila)nonan-2-ol (38):

M
N

| (38)

Uma solucdo de 1,2-dimetil-6-(7-(oxiran-2-ila)heptila)piperidina (37) (0,006 g) em éter
etilico (0,25 mL) foi adicionada a uma suspencdo de LiAlH4 (0,003 g) em éter etilico
(0,25 mL) a 0°C. A reacdo foi monitorada utilizando cromatografia em camada delgada
e apds o periodo de 1,5 horas todo reagente foi consumido. Agua (0,003 mL) foi
adicionada, seguida de solucdo de NaOH (0,009 mL solucéo 20%) e uma porc¢éo adicional
de agua (0,003). A mistura foi adicionado MgSOa para secar e foi agitada durante 15
minutos. O solvente foi removido utilizando evaporador rotatério. O produto foi
purificado através de cromatografia flash, utilizando como solvente CHCI3, metanol e
NHs em uma proporc¢édo de 90:10:1, respectivamente. O rendimento foi de 80%.

IH NMR (600 MHz, CDCls) 8: 1,04-1,14 (m 4H); 1,16-1,41 (m 16H); 1,44-1,54 (m 2H);
1,57-1,70 (m 4H); 2,21 (s 3H); 2,33-2,44 (m 1H); 2,65-2,76 (m 1H); 3,66-3,77 (m 1H);

13C NMR (151 MHz, CDClzs) 8: 68,13; 64,29; 59,72; 39,32; 34,01; 29,86; 29,72; 29,69;
29,54; 29,47, 26,13; 25,71; 25,68; 24,40; 24,38; 23,49;

EM m/z (%): 255 (1); 254 (4); 241 (3); 240 (19); 238 (1); 222 (1); 208 (1); 194 (1); 180
(1); 166 (1); 152 (1); 138 (1); 124 (1); 113 (15); 112 (100); 110 (3); 98 (1); 97 (2); 96 (4);
84 (3); 82 (1); 81 (2); 71 (1); 70 (5); 69 (1); 68 (1); 67 (2); 58 (4); 57 (3); 56 (3); 55 (4);
45 (6); 44 (1); 43 (2); 42 (4); 41 (3);
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto R-(4)
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Espectro de RMN de *H (200 MHz) do composto S-(5)
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto (6)
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto (8)
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto (10)
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Espectro de RMN de *H (200 MHz) do composto 4R,8R-(11)
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Espectro de massas do composto 4R,8R-(11)
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Espectro de RMN de *H (200 MHz) do composto 2R,6R-(12)

i am fogREIzs ot

\3"0\/\/3\/\)\/% Ne O T

_Si
/# 2R,6R-(12)
l
|
Wy
Y AV V.V VY
3‘.7 3.6 3.3 3‘.3
f1 (ppm)

Ao 'r/\’rlL =

o3 oo vty 8 o

= % S A =

T T T T T T T T T T T T T TTT T T T = T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 Z0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 0.5 -0 -15
7% (ppm)
Espectro de RMN de *C (50 MHz) e DEPT 135 (superior) do composto 2R,6R-(12)
e SES2088%TEN ¥
- ¢  ErEdtsAssEs o
\S-rON\/\)\/OH T e
—l
2R,6R-(12)
J A TR
2]‘.0 260 1;0 180 lf:’U léD 1;0 l‘;U 1;0 léﬂ liU 100 9‘0 SID 7‘0 6‘0 SIU 4‘0 3‘0 ZID lIU '1‘0
f1 (ppm)

175



Espectro de massas do composto 2R,6R-(12)
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Espectro de RMN de H (200 MHz)

do composto 2R,6R-(13)
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Espectro de massas do composto 2R,6R-(13)
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Espectro de RMN de *H (200 MHz) do composto 4R,8S,125-(14)
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Espectro de massas do composto 4R,8S,12S-(14)
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Espectro de RMN de H (300 MHz) do composto 4S,8S,12S-(15)
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Espectro de massas do composto 4S,8S,12S-(15)
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Espectro de massas do composto 4R,8S,12S-(16)
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Espectro de RMN de *H (200 MHz) do composto 4S,8S,12S-(17)
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Espectro de massas do composto 4S,8S,12S-(17)
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Espectro de RMN de *H (200 MHz) do composto 4R,8R-(18)
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Espectro de massas do composto 4R,8R-(18)
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 4S,8R-(19)
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Espectro de massas do composto 4S,8R-(19)
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 2R,6R-(20)
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Espectro de massas do composto 2R,6R-(20)
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 2R,6R-(21)
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Espectro de massas do composto 2R,6R-(21)
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 2R,6R-(22)
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Espectro de massas do composto 2R,6R-(22)
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APENDICE Il - ESPECTROS SELECIONADOS PARA O CAPITULO I
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 25
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Espectro de massas do composto 25
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 26
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Espectro de massas do composto 26
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 27
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Espectro de massas do composto 27
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 30
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Espectro de massas do composto 30
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 31
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Espectro de massas do composto 31
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 32
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Espectro de massas do composto 32
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Espectro na regido do infravermelho do composto 32
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 33

3 23 TURYBERxRE2C g
W v o< L TR I T T . e S <
Vo NSNS NTTT NN i

LA

N
H (33)

I I‘q' |‘II |
I N )
e AL AN L_Jk_
T - T - T
5.85 5.80 5.75
1 (ppm)

0 JEE—
(i ——
%3
3.
-
=

P

w4
o3
FS
n
FS
=)
w
wn
w
o
™~
1
™
o
-
n
-
=)
o
wn
=)
o
=)
wn

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5

Espectro de RMN de *3C (75 MHz) e DEPT 135 (superior) do composto 33

= = R e e I el W
o ~ T R B A e B B L e B
) = ool e = oo odof v of od
= = P R R i X R
I I [ et
)\/Nj\/\M
|
H 33)
.{ i .H .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

209



Espectro de massas do composto 33
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 34
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Espectro de RMN de *3C (75 MHz) e DEPT 135 (superior) do composto 34
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Espectro de massas do composto 34
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Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 35
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Espectro de massas do composto 35
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Espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 36
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Espectro de massas do composto 36
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Espectro de massas do composto 37

Abundéancia (%)

(00 112
1 /(j\/\/\/\/<?
N
! @37
50-
238
. 425 70 84 96 | j20 138 152 166 180 194 208 222 | 252
RN I RN AR RN RS LA LS LA RN RS LA RS LS AR RN LA RS RS RN R
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

miz

217



Espectro de RMN de *H (600 MHz) do composto 38
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Espectro de massas do composto 38
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