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Resumo

O advento da quimica organica sintética constitui um dos desenvolvimentos cientificos mais
profundos na histéria da humanidade. A natureza criativa dessa area proporcionou a disciplina
a reputacdo de uma arte e uma ciéncia precisa, podendo ser aplicavel a uma vasta gama de
finalidades. O primeiro capitulo desta tese trata de explorar a aplicacdo da sintese orgénica a
quimica medicinal. Visto que a importancia da inflamagdo como fator desencadeante de
enfermidades ndo € mais restrita a doencas autoimunes e infecciosas uma vez que tem sido
cada vez mais associada a doencas cronicas e degenerativas. Com base na identificacdo do
quimiotipo aminoguanidinico em diversos compostos que apresentam atividade anticitocina, o
primeiro capitulo visou a sintese de uma série de derivados aminoguanidinicos e seus
analogos isostéricos a partir de uma estratégia de simplificacdo molecular de heterociclos
nitrogenados documentados. A sintese de 39 derivados foi realizada com rendimentos
compreendidos entre 58 e 99%. O segundo capitulo abrange a aplicagdo da quimica organica
sintética a ecologia quimica. Diante do prejuizo econémico provocado pelas perdas
ocasionadas pelo ataque de insetos pragas a diversas culturas importantes e do problema de
salde publica que envolve o uso cada vez maior de pesticidas como consequéncia da presenca
das pragas nos cultivos, o uso de feromdnios constitui uma estratégia atrativa para o controle
e monitoramento desses insetos. Sendo assim, a segunda parte deste trabalho objetivou a
aplicacdo de procedimentos sintéticos para a elaboracdo dos componentes feromonais de
pragas de interesse econdmicos, a saber Hyponeuma taltula, Anthistarcha binocularis e
Rhynchophorus palmarum, que afetam respectivamente as culturas da cana-de-agucar, do
cajueiro e do coqueiro. Com base nas rotas estabelecidas, os componentes do feromonio
sexual de H. taltula e A. binocularis puderam ser obtidos com rendimentos globais de 6,8 % e
21,59 %, respectivamente, e comparados com o0s extratos das glandulas sexuais dessas
espécies para fins de confirmacdo das propostas de feromonios, possibilitando estudos futuros
acerca de aspectos eletrofisiologicos e a aplicacdo desses componentes no campo. Com
relacdo ao R. palmarum, a rota empregada ndo forneceu o componente do feromdnio de
agregacdo com excesso enantiomérico satisfatorio.

Palavras-chave: sintese organica; quimica medicinal; citocinas; ecologia quimica;
feromonios; controle de pragas.



Abstract

The advent of synthetic organic chemistry is one of the most profound scientific
developments in the history of human species. The creative nature of this area has earned this
discipline a reputation for precise art and science, and can be applicable to a wide range of
purposes. The first chapter of this thesis attempts to explore the application of organic
synthesis to medicinal chemistry. The importance of inflammation as a disease-triggering
factor is no longer restricted to autoimmune and infectious diseases since it has been
increasingly associated with chronic and degenerative diseases. Based on the identification of
the aminoguanidine moiety in several compounds that have anti-cytokine activity, the first
chapter aimed at the synthesis of a series of aminoguanidine derivatives and their isosteric
analogues from a strategy of molecular simplification of documented nitrogen heterocycles.
The synthesis of derivatives was carried out in yields ranging from 58 to 99%. The second
chapter covers the application of synthetic organic chemistry to chemical ecology. By taking
into account the economic damage caused by insect pest damage on several important crops
as well as the public health problem arisen from the use of pesticides to control the presence
of these pests in crops, the use of pheromones comprises an attractive strategy for the control
and monitoring of the same insects. Thus, we aimed at the application of synthetic procedures
for the elaboration of the pheromonal components of economically interesting pests, namely
Hyponeuma taltula, Anthistarcha binocularis and Rhynchophorus palmarum, which
respectively affect sugarcane, cashew and coconut crops. Based on the established routes, the
components of H. taltula and A. binocularis could be obtained with overall yields of 6.8% and
21.59%, respectively. We also compared the synthetic reference compounds with the extracts
of the sex glands of these species and we thus confirmed the structure proposals of their
components, which in turn will allow our research group to perform future studies on the
electrophysiology and the attractivity of these components in the field.

Keywords: organic synthesis; medicinal chemistry; cytokines; chemical ecology;
pheromones; pest control.
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CAPITULO 1. SINTESE DE DERIVADOS AMINOGUANIDiINICOS HIDRAZONICOS E
SEUS ISOSTEROS COMO PROTOTIPOS DE FARMACOS
ANTICITOCINAS PARA TRATAMENTO DA ARTRITE REUMATOIDE

1 INTRODUCAO

A importancia da inflamagdo como fator desencadeante de enfermidades ndo € mais
restrita a doencas autoimunes e infecciosas uma vez que tem sido cada vez mais associada a
doencas cronicas e degenerativas, como doencas coronarianas, obesidade e cancer (O’SHEA;
MURRAY, 2008).

Em virtude do papel fundamental de citocinas no desenvolvimento e patogénese de
muitas doencas inflamatdrias, tem havido um consideravel incremento no que concerne a
pesquisa e ao desenvolvimento de novas formas de bloquear ou estimular a atividade dessas
substancias. Existem diversas aplicacdes clinicas decorrentes da utilizagdo de citocinas como
alvos terapéuticos, o que inclui a terapia de doencas inflamatorias, imunoterapia de cancer,
desordens dsseas, doencas metabolicas, cicatrizacdo de feridas e terapia antiviral (KOPF;
BACHMANN; MARSLAND, 2010).

A artrite reumatoide é uma doenca inflamatoria crénica de natureza patogenética
complexa em que h& acumulo excessivo de células inflamatdrias, incluindo linfocitos T,
macrofagos, neutréfilos, células plasmaticas e plaquetas, as quais em conjunto com células
endoteliais e fibroblastos sinoviais liberam uma vasta gama de lipideos, fatores de
crescimento, citocinas e enzimas catabdlicas que causam dano tecidual local,
hiperproliferagéo e fibrose (ANDREAKOS; FOXWELL; FELDMANN, 2004).

Por muitos anos o tratamento farmacolégico da artrite reumatdide e doencas
inflamatdrias graves relacionadas limitou-se a utilizacdo de inibidores da sintese de
prostaglandinas, tais como aspirina e outros farmacos anti-inflamatorios ndo esterdides
(LEE et al., 1976), ou compostos que tinham modesta eficacia como um resultado dos
efeitos antiproliferativos, como metotrexato (HOFFMEISTER, 1983) ou leflunomida
(BREEDVELD, 2000). Estes métodos podem fornecer uma eficacia de leve a moderada
para controle da doenca, mas sdo limitados por efeitos adversos graves, um aumento do
risco de cancer, toxicidade em doses relativamente baixas e uma ma qualidade de vida
(VIJAYAKRISHNAN; VENKATARAMANAN; GULATI, 2011).

As terapias centradas em anticorpos monoclonais representam as opcgoes

farmacoterapéuticos de maior eficacia para o tratamento de doencas associadas com



inflamag&o cronica (KARAMPETSOU; LIOSSIS; SFIKAKIS, 2010). Atualmente, varios
farmacos de natureza macromolecular sdo amplamente utilizados para o tratamento da
artrite reumatoide, espondilite anquilosante, doenca de Crohn, , artrite psoriatica e artrite
idiopatica juvenil (SFIKAKIS, 2010), além de doencas inflamatorias pulmonares como
asma e doenca pulmonar obstrutiva cronica (MATERA; CALZETTA; CAZZOLA, 2010).

A vantagem do emprego de anticorpos como farmacos deriva da alta especificidade,
elevada seletividade e maior tempo de meia-vida, quando comparada com moléculas
pequenas. Entretanto, a producéo em escala comercial torna-se mais dificil ou dispendiosa,
ja que elevada pureza pode ser dificil de se conseguir. Além disso, a estabilidade
conformacional das macromoléculas varia de acordo com o ambiente de fluidos corporais,
0 que conduz a sua exclusdo de determinados compartimentos, tais como a barreira
hematoencefalica (CHO; JULIANO, 1996).

Outro aspecto negativo em tratamentos com anticorpos consiste na meia-vida longa
e a consequente inibicdo prolongada de mediadores inflamatérios essenciais, 0 que pode
comprometer a resposta imune natural (GOMEZ-REINO et al., 2003). Um inibidor
baseado em molécula pequena pode ser, por conseguinte, mais adequado, ndo apenas para
0 desenvolvimento de farmacos vidveis, mas também para uma intervencdo mais

controlada de citocinas.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Citocinas

As citocinas sdo proteinas reguladoras que atuam como mediadores intercelulares na
geracdo e controle de respostas imunes, inflamatorias e hematopoiéticas, especialmente na
proliferacdo e diferenciacdo de células do sistema imunologico (KHAN, 2008; WILLIAMS;
PALEOLOG; FELDMANN, 2007). Séo produzidas por diversos tipos de células, incluindo
mondcitos, macréfagos, linfécitos, queratindcitos e fibroblastos em resposta a infecgéo, leséo
e outros estresses ambientais (YANG; ZHU; YU, 2010).

As citocinas apresentam propriedades pleiotrépicas ja que uma mesma citocina pode
atuar sobre diferentes tipos de células, ao invés uma populacdo especifica. Adicionalmente,
citocinas promovem efeitos redundantes, pois vérias delas desempenham fun¢des similares
(TAYAL; KALRA, 2008). A producdo de citocinas geralmente ndo é constitutiva, mas
induzida como resposta a ativacao de células por meio de estimulos especificos. As citocinas
atuam localmente no tecido em que sdo sintetizadas e secretadas, porém quando produzidas
em abundéancia, podem atingir a circulagcdo sanguinea para promover efeitos sistémicos (FOX,
2000).

A liberacdo prematura de citocinas molda a natureza das respostas inflamatorias de
modo que estas respostas podem ser benéficas, ao desencadear 0s mecanismos de
imunolégico de protecdo, ou nocivas, quando ocorre a inducdo de uma imunopatologia
(KOPF; BACHMANN; MARSLAND, 2010).

2.1.1 Fator de necrose tumoral-a

O TNF-a é um regulador potente dos processos inflamatorios prematuros em resposta
a uma variedade de estimulos fisicos, infecciosos, ambientais e imunologicos. O TNF-a é
produzido primarimente como uma proteina transmembranar, organizada em trimeros estaveis
que podem ser clivados pela enzima conversora de TNF-a (TACE) para gerar a forma soltvel
(BLACK et al., 1997; WAJANT; PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2003). Para desencadear
respostar bioldgicas, essa citocina interage com dois receptores, TNFR1 e TNFR2, que
traduzem signais antiapoptoticos e pro-inflamatorios atraves de ativacdo de NF-xB (GRELL
et al., 1995), induzindo dessa forma uma diversidade de genes envolvidos em inflamagéo,

imunidade inata e adaptativa, sobrevivéncia celular, e apoptose (KATAOKA, 2009).
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O TNF-a incrementa a producdo de outras citocinas pro-inflamatérias como IL-1
(BRENNAN et al., 1989) e também pode regular interacdes intercelulares, promover a
diferenciacdo de macrofagos, influenciar a liberacdo de enzimas proteoliticas e induzir a
expresdo de moléculas de adesdo para auxiliar a migracéo celular para o sitio de inflamacéo
(MAUVIEL, 1993; PALEOLOG et al., 1996).

2.1.2 Interleucina-1

Interleucina-1a e interleucina-1p sdo moléculas efetoras que influenciam a funcéo
celular ao interagir com receptores de superficie IL-1R. A interleucina 1p é a forma
predominantemente secretada por células, enquanto que IL-lo atua em cascatas de
sinalizacdo intracelular (ZHENG et al., 1995).

A ligacdo de IL-1 ao IL-1R induz diversos efeitos fisiologicos, incluindo a inducdo da
expressdo de moléculas de adesdo pelo endotélio vascular, estimulando a migracdo de
linfocitos e mondcitos para sitios de inflamacdo (MOJCIK; SHEVACH, 1997). Em adicéo,
pode conduzir a ativacdo de linfocitos T e estimular a liberacdo de enzimas proteoliticas.
Portanto, a inducdo da expressdo desta citocina tem sido associada com perturbacoes
celulares, como trauma, infecgdo, presenca de cristais, imunocomplexos e dano tecidual
(AREND et al., 1998; MACNAUL et al., 1990).

A IL-1 esta envolvida na regulacdo da autoimunidade e promove a maturacdo de
células dendriticas pela inducéo e expansdo de linfocitos Ty17, tendo papel relevante na fase
inicial da artritire reumatoide, ao invés do estagio efetor da doenca, motivo pelo qual o
bloqueio de IL-1 em uma resposta autoimune em andamento tem efeito moderado sobre a
doenga (KOPF; BACHMANN; MARSLAND, 2010).

2.1.3 Artrite reumatoide

A artrite reumatoide é uma doenca de carater crénico e inflamatorio que atinge
particularmente a membrana sinovial, cartilagens e 0ssos. Cerca de 1% da populagdo €
acometida pela doenca, a qual tem sido associada com maior frequéncia a uma morbidade
significativa e aumento de mortalidade. Citocinas estdo diretamente implicadas em varios
mecanismos moleculares e celulares relacionados com a patogénese da doenga (MCINNES;
SCHETT, 2007).

A artrite reumatoide resulta de uma complexa interacdo entre genes e ambiente,
conduzindo a uma reducdo da tolerancia imunolodgica e inflamagdo sinovial. Mecanismos

diversos sdo responsaveis pela regulacdo da inflamacdo e do comprometimento da matriz
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extracelular articular, com posteriores danos ao tecido 6sseo e cartilaginoso (LEE;
WEINBLATT, 2001).

Uma das principais caracteristicas da doenca € a lesdo Ossea severa que €
desencadeada pela inflamacdo. O tecido dsseo periarticular é rapidamente degradado na artrite
e leva a formacdo de erosbes. O dano estrtutural provocado é irreversivel, pois constitui
rupturas na barreira 0ssea cortical e permite o contato direto entre 0 espaco articular e a
medula Ossea adjacente. Esse processo estd fortemente associado a perda funcional
progressiva em pacientes portadores da doenca (SCHETT, 2011).

A expressdo de citocinas em artrite reumatoide ndo compreende um processo
aleatorio, mas ocorre sob a forma de uma cadeia de eventos, com 0 TNF-a no apice induzindo
processos pro-inflamatérios (FELDMANN; BRENNAN; MAINI, 1996). O TNF-a e a IL-1
apresentam importancia fundamental na inflamacgéo e dano articular. Os efeitos patoldgicos
dessas citocinas induzem a infiltracdo leucocitaria que promove a hiperplasia sinovial,
ativacdo celular, degradacdo de cartilagem e inibicdo da sintese de matriz extracelular
(VERVOORDELDONK; TAK, 2002). O entendimento da cadeia de eventos na doenga e dos
efeitos bioldgicos dos mediadores inflamatdrios tem esclarecido o papel de uma vasta gama
de citocinas na patogénese da doenca (ASTRY; HARBERTS; MOUDGIL, 2011).

A ativacdo da imunidade inata é provavelmente o evento primario na AR, seguida por
citrulinacdo, contato de células apresentadoras de antigenos com autoantigenos na articulacao
e migracgdo para 6rgdo linfoides centrais, onde exibem os autoantigenos para células T. Essas
ultimas, por sua vez, podem induzir células B a produzir autoanticorpos ou migrar para 0
membrana sinovial (FIRESTEIN, 2005).

Em fases iniciais, a angiogénese é fundamental na perpetuacdo da resposta
inflamatoria em AR. Fatores de crescimento e citocinas atuam conjuntamente para regular
esse processo, interagindo com receptores especificos para elevar a producao de sinalizadores
intracelulares. (VEALE; FEARON, 2006).

Um aspecto relevante na progressdio da AR é a inducdo de diferenciacdo de
osteoblastos e da atividade de osteoclastos por agdo das citocinas. Esse processo envolve a
estimulagdo da expressdo de enzimas como catepsina K e fosfatase acida, a fusdo de células
em policarions, e a formacdo de uma membrana dotada de bombas de efluxo de protons para
acidificar o compartimento 6sseo, auxiliando na solubilizacéo de calcio e degradagdo do o0sso
(TEITELBAUM, 2000).
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O TNF-a desempenha papel importante sobre a osteoclastogénese, atuando
diretamente sobre os precursores celulares, aléem de indiretamente pelo incremento da
producdo de fator estimulante de col6nia de macrofagos (M-CSF) e ligante de receptor
ativador de NF-kB (RANKL) em células mesenquimais (ABU-AMER et al., 2000; LAM et
al., 2000). Adicionalmente, o TNF-a. pode regular positivamente a expressao de receptores
associados a osteoclastos (OSCAR), o que contribui para o processo de diferenciacdo
(HERMAN et al., 2008). A IL-1 atua em conjunto com o TNF-o para promover a formacao
de osteoclastos, uma vez que induz a expressao de RANKL (WElI et al., 2005; ZWERINA et
al., 2007).

Sinovidcitos similares a fibroblastos séo considerados entidades essenciais na inducao
do processo patologico, ja que invadem os tecidos cartilaginoso e 0sseo adjacentes. A
ativagdo sinovial ocorre por acdo de citocinas pro-inflamatorias, além de vias independentes
gue incluem elementos retrovirais endogenos e receptores do tipo Toll (TLR) (OSPELT et al.,
2004). Nos fibroblastos as citocinas ativam NF-kB, proteinas quinases p38 ativadas por
mitdgeno (MAPK), quinases de fosfoinositol-3 (PI3K), (DAYER; MOLNARFI; BURGER,
2005; MOREL; BERENBAUM, 2004) e essas vias de sinalizagcdo em fibroblastos sinoviais
refletem a manutencdo de um estado pré-inflamatorio crénico na membrana sinovial que, por
sua vez, desencadeia a producdo de enzimas catabdlicas e favorece a resisténcia a apoptose
(KAROUZAKIS et al., 2006).

Por fim, a resposta autoimune em AR é resultado do envolvimento de linfocitos. A
ativacdo de células T especificas, particularmente células Thl CD4", induz sua diferenciacdo
em linfocitos Thl e Tn2, predominantes no infiltrado sinovial de pacientes portadores da
doenca. InteragBes entre sinovidcitos, mondcitos e células Thl desencadeiam a producdo de
citocinas pro-inflamatdrias essenciais, TNF-o e IL-1. Esse estimulo, por sua vez, conduz a
secrecdo de IL-6 e GM-CSF por osteoblastos e que regulam a diferenciacdo em osteoclastos
(PARADOWSKA et al., 2007). Em adicdo, linfocitos T produtores de IL-17 (TH17)
compreendem uma linhagem distinta de células T pré-inflamatérias que participam de
mecanismos patogénicos ao contribuir para a diferenciacdo e proliferacdo de osteoclasros, o
que contribui para a reabsorcéo 6ssea (PARADOWSKA et al., 2007).
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2.2 Patogénese

2.2.1 Fatores desencadeantes

O inicio da AR consiste em uma combinacdo de eventos geneticos e estocasticos. A
susceptibilidade a doenca é definida por um padrdo de genes herdados, com maior
importancia para aqueles que codificam o antigeno leucocitario humano (HLA) e o complexo
de histocompatibilidade principal (MHC). Outros genes menores que participam da
sinalizacdo de células T também contribuem para a predisposi¢do individual. O tabagismo
tem sido o principal estimulo ambiental associado a maior probabilidade de desenvolver a AR
(LUNDSTROM et al., 2009). Influéncias epigenéticas como hipometilagdo do DNA, marcas
irregulares de histona e expressdo de microRNA também pode incrementar a expressdo de
genes pro-inflamatorios (BOTTINI; FIRESTEIN, 2013).

A resposta autoimune deriva particularmente da repetida ativacdo da imunidade inata a
um componente ambiental. Esse processo decorre ao longo de anos, com evidéncias de
aumento gradual da autoimunidade até que um evento desconhecido desencadeie o estagio
clinicamente aparente da doenca. Um elemento chave é a indugdo de deiminases de arginina
peptidica (PAD), que convertem arginina em citrulina (MAKRYGIANNAKIS et al., 2008).

Peptideos citrulinados tém sido detectados em amostras de lavado broncoalveolar de
pacientes tabagistas, o que poderia fornecer um estimulo para a geracdo de anticorporpos
contra peptideos citrulinados em individuos susceptiveis. Por conseguinte, a ativacdo repetida
da imunidade em pacientes com predisposi¢do genética a autorreatividade pode ser um dos
eventos desencadeantes da doenca (FIRESTEIN; KELLEY, 2009).

A formacdo de imunocomplexos durante processos infecciosos pode desencadear a
inducdo de fator reumatoide, um autoanticorpo com alta afinidade para a porcdo Fc de
imunoglobulina e que tem servido como marcador de diagndstico para a artrite reumatoide
(MCINNES; SCHETT, 2011).

2.2.2 Coestimulacao e reconhecimento de antigenos

A coestimulacdo é um aspecto importante na ativacdo de células T durante a resposta
imune. Para o processo de ativacdo ser completado, células T requerem dois sinais de células
apresentadoras de antigenos. O primeiro sinal é especifico do antigeno e resulta da interacéo
do receptor de células T (TCR) com um peptideo imunogénico ligado ao MHC da célula
apresentadora. O segundo sinal resulta da ligagdo de um receptor coestimulatorio na célula T
com um ligante da APC. A interagdo de CD28 de linfocitos com CD80 ou CD86 da APC é
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um dos varios sinais coestimulatérios. Uma vez ativado, antigeno 4 associado a linfécito T
citotoxico (CTLA4) é expresso na superficie de células T e tem maior afinidade por CD80 ou
CD86 do que CD28, terminando a resposta estimulatoria (COLMEGNA; OHATA,
MENARD, 2012; GORONZY; WEYAND, 2004; KOHLMEIER et al., 2003).

1.2.2.3 Angiogénese e migragao celular

Uma das repostas histopatoldgicas prematuras na AR é a formacgdo de novos vasos
sanguineos. O elevado consumo de oxigénio na membrana sinovial devido a maior atividade
proliferativa dos sinovidcitos esta associado a oxidacdo local da glicose por via anaerobica, ao
invés de aer6bica. Em adicdo, a pressdo de oxigénio sinovial reduzida observada
experimentalmente também corrobora com esse fendmeno de hipoxia (BAINBRIDGE;
SIVAKUMAR; PALEOLOG, 2006).

A proporcdo em que ocorre angiogénese, citocinas produzidas na membrana sinovial
em resposta a TNF-a, IL-1 e IL-6 estimulam a producdo de moléculas de adesdo por células
endoteliais, incluindo molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1), P-selectina e E-selectina .
Esse processo desencadeia a adesdo de leucdcitos, facilitando a diapedese e a migragdo para a
membrana (GERRITSEN et al., 1993; LALLY et al., 2005). Finalmente, uma vez ocorrida a
adesdo, uma variedade de quimiocinas é secretada de modo a incrementar o trafego de células
leucocitarias (HARINGMAN; LUDIKHUIZE; TAK, 2004).

1.2.2.4 Cadeia de citocinas

A cascata de citocinas nos tecidos linfoides e articulagdes em AR é bastante complexa.
As citocinas alteram as fungdes de células imunoldgicas, atuando de forma pré-inflamatéria
patogénica ou anti-inflamatdria proterora. A complexidade da cascata deriva do fato de que
citocinas sdo pleiotropicas e um mesmo efeito depende da acdo sinergistica de diferentes
citocinas. Adicionalmente, um citocina pode desencadear efeitos anti-inflamatérios ou pro-
inflamatorios sob condicBes diferentes (ASTRY; HARBERTS; MOUDGIL, 2011;
MCINNES; SCHETT, 2007). A influéncia da acdo de diferentes citocinas sobre a patogénese

da AR é mostrada na Tabela 1.

2.3 Citocinas como alvos para tratamento da artrite reumatoide

Pelo fato de haver uma grande quantidade de redundancia dentro da rede de citocinas,
0 bloqueio de uma citocina particular apenas serd eficaz se a atividade dessa citocina for
limitante para a velocidade de progressdo da doenga. Outro potencial obstaculo é que as

citocinas exibem um alto grau de pleiotropia e podem desempenhar papéis patoldgicos
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opostas dentro de diferentes vias imunes e inflamatorias (WILLIAMS; PALEOLOG,;
FELDMANN, 2007). Por conseguinte, a cascata de citocinas acumula nos tecidos, embora
diferentes estimulos inflamatorios induzam diferentes padrdes e quantidades de citocinas com
cinéticas diferentes (HOPKINS, 2003).

Inibidores de TNF- a (infliximab, etanercept, adalimumab, golimumab, certolizumab),
inibidores de IL-6 (tocilizumab), de IL-1 (anakinra), de células B (rituximab) e células T
(abatacept) compreendem o arsenal terapéutico baseado em agentes bioldgicos para
tratamento de AR. Novos anticorpos monoclonais contra outras citoquinas (por exemplo, IL-
12, IL-17 e IL-23), e outros agentes que visam a deplecdo de células B (por exemplo,
ofatumumab e XmAb 5871) estdo em varios estagios de desenvolvimento. Muitas empresas
farmacéuticas tém centrado no desenvolvimento de pequenas moléculas inibidoras com
possivel administracdo por via oral, que sdo considerados farmacos promissores para
tratamento da AR. Na maioria dos casos, essas pequenas moléculas inibem quinases celulares
(por exemplo, p38, JAK ou Syk) que modulam a sinalizagdo e a transcricdo de genes pro-
inflamatorias (SENOLT et al., 2009).

O abatacept é um agente inovador que tem como alvo a modulacdo de células T. O
farmaco consiste em uma proteina de fusdo que compreende a porcao extracelular de CTLA4
e o fragmento Fc de uma 1gG humana. O CTLAA4 se liga com alta afinidade a CD80 ou CD86
em células apresentadoras de antigenos, impedindo a interacdo com CD28 nas células T,
interropendo, assim, respostas de células T que dependem de coestimulacdo mediada pelo
CD28 (KREMER et al., 2005).

O anakinra é uma forma recombinante ndo glicosilada do anatognista de receptor de
IL-1 (IL-1Ra). Ele bloqueia a atividade biol6gica de IL-1 através da ligacdo competitiva de
IL-1 ao IL-1Ra (MOLL; KUEMMERLE-DESCHNER, 2013).

1.2.3.1 Consideracdes sobre novas op¢oes terapéuticas

A IL-17 ndo atua diretamente sobre células T, mas sobre outros tipos de células como
macrofagos, fibroblastos e células epiteliais e endoteliais para induzir a liberacdo de fatores
pré-inflamatorios, particularmente levando ao recrutamento de neutréfilos, além de ser a
principal citocina produzida por células Tul7 (GABAY; MCINNES, 2009). Anticorpos
monoclonais neutralizantes de IL-17 encontram-se em estudos e o secukinumab foi
investigado em fase 111, sendo seguro e eficaz para reduzir a atividade da AR em pacientes
que fazem uso de outros agentes modificadores da doenca (KOPF; BACHMANN,;
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MARSLAND, 2010). Adicionalmente, ABT 122, um anticorpo biespecifico, tendo como alvo
0 TNF-a e IL17, para o tratamento da artrite reumatoide foi desenvolvido (GARBER, 2014).

Tabela 1.1 Farmacos disponiveis comercialmente e sob investigacdo em ensaios clinicos
para tratamento da artrite reumatoide

Composto Mecanismo de a¢do Fase*
TNF-a
Infliximab Anticorpo monoclonal anti-TNF-o Aprovado
Adalimumab Anticorpo monoclonal anti-TNF-o, Aprovado
Golimumab Anticorpo monoclonal anti-TNF-o. Aprovado
Etanercept Proteina recombinante de fusdo Aprovado
Certolizumab Anticorpo monoclonal anti-TNF-a. Aprovado
Ozoralizumab Anticorpo monoclonal anti-TNF-o ql
IL-6

Tocilizumab Anticorpo monoclonal anti-IL-6R Aprovado
Sirukumab Anticorpo monoclonal anti-IL-6 Pré-registro

Clazakizumab

Anticorpo monoclonal anti-IL-6

Olokizumab Anticorpo monoclonal anti-IL-6 I

Sarilumab Anticorpor monoclonal anti-IL-6R Aprovado

Vobarilizumab Nanocorpo biespecifico anti-IL-6R I

Satralizumab Anticorpo monoclonal anti-IL-6R |
IL-1

Anakinra Proteina recombinante antagonista de IL-1R Aprovado

IL-17

Secukinumab

Anticorpo monoclonal anti-IL-17

Ixekizumab Anticorpo monoclonal anti-IL-17 I
CNTO 6785 Anticorpo monoclonal anti-IL-17 I
ABT 122 Anticorpo de dominio variavel dual anti-IL17 e TNF-a I




Tabela 1.1 Continuacéo

IL-12 e IL-23
Guselkumab Anticorpo monoclonal ligante da subunidade p19 da Il
IL-23
Quinases intracelulares

VGX 1027 Inibidor de p38 MAPK |
Tofacitinib Inibidor de JAK3 Aprovado
Baricitinib Inibidor de JAK1 e JAK 2 Aprovado
Upadacitinib Inibidor de JAK 11
Peficitinib Inibidor de JAK3 Pré-registro
Filgotinib Inibidor de JAK1 I
Spebrutinib Inibidor de ByK I
Poseltinib Inibidor de ByK Il

Entospletinib

Inibidor de Syk

HMPL 523 Inibidor de Syk |
Depletor de células B
Rituximab Anticorpo monoclonal anti-CD20 Aprovado
Ocaratuzumab Anticorpo monoclonal anti-CD20 |
XmAb 5871 Anticorpo monoclonal anti-CD19 e modulador de I
receptor FcliB
Inibidor da ativacdo de células T
Abatacept Proteina de fusdo inibidora de CD80 Aprovado
Bl 655064 Anticorpo monoclonal anti-CD40 |
Itolizumab Anticorpo monoclonal anti-CD6 I
AMP 110 Proteina recombinante de fusdo mimética de B7-H4 |
Diversos
RAVAX Vacina contendo receptores de células T 11

AK 106 001616

Inibidor de fosfolipase A2

25
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Tabela 1.1 Continuacéo

AZD 9567 Modulador de receptor glicocorticoide I
CR 6086 Antaganista de receptor EP4 de prostaglandina E Il
Denosumab Anticorpo monoclonal para RANKL Aprovado
ARA 290 Agonista de receptor de eritropoietina Il
CCX 354 Antagonista de CCR1 Il
Piclidenoson Agonista de receptor de adenosina A3 I
NI 0101 Antagonista de receptor 4 do tipo Toll Il
Otilimab Anticorpo monoclonal anti-GM-CSF Il
Quetmolimab Antagonista de CX3CL1 Il
Rabeximod Modulador de diferenciacao celular 1

IL, interleucina; Tres, linfocito T regulatério; Tw, T helper; RANKL, ligante de receptor ativador de fator
nuclear xB; TNF-a, fator de necrose tumoral o ; p38 MAPK, proteina quinase p38 ativada por mitdgeno; JAK,
quinase associada a Janus; SyK; tirosina quinase do bago; ByK, tirosina quinase de Bruton; GM-CSF, fator
estimulante de col6nia de granuldcitos e macréfagos; CCR1, receptor de quimiocina 1

*Dados extraidos da base de dados Adis Insight

Ustekinumab e briakinumab sdo anticorpos monoclonais terapéuticos alvejando a
subunidade p40 de IL-12 e IL-23. Subunidades alvo que s&o compartilhadas entre multiplas
citocinas € uma estratégia atraente a ser considerada, particularmente quando essas citocinas
estdo envolvidas no inicio da cascata inflamatoria. No entanto, devido ao papel superior da
via mediada por I1L-12 e células Tn1 sobre a via mediada por IL-23 e células Th17 na defesa
contra micobactérias e fungos, visar 1L-23 especificamente pode ser a estratégia mais segura
(KOPF; BACHMANN; MARSLAND, 2010).

Apesar do melhor progndstico observado apds a administracdo de anticorpos
neutralizadores de citocinas, além de receptores sollveis e antagonistas de receptores de
citocinas, nem todos os pacientes respondem a este tipo de tratamento. Somado a isso, pode
ocorrer refratariedade primaria, o que justifica abordagens baseadas em vias intracelulares
como opcdes terapéuticas (DAYER; MOLNARFI; BURGER, 2005).

Vérias investigagdes foram direcionadas a inibicdo da TACE. Ensaios clinicos
recentes, no entanto, ndo conseguiram demonstrar que a inibicdo dessa enzima € uma forma
eficaz de tratamento da AR devido a inducao de hepatotoxicidade em ensaios clinicos. A base

racional para a toxicidade observada decorre da hipdtese de que a TACE atua ndo apenas
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sobre o precursor do TNF-a,, mas também em outras proteinas ligadas a membranas, tais
como o receptor | de TNF-a. (TNFRI) e receptor 1l de TNF-a (TNFRII). (MOSS; SKLAIR-
TAVRON; NUDELMAN, 2008). Adicionalmente, efeitos adversos musculo-esqueléticos
foram notados por causa da inibicdo concomitante de MMP-1 e MMP-14 (DASGUPTA et al.,
2009).

A ativacdo e funcdo de células inflamatdrias depende de vias especificas de
sinalizacdo, varias das quais envolvem quinases de tirosina. Proteinas de tecido sinovial de
pacientes com AR apresentam extensa fosforilagdo por quinases de tirosina intracelulares,
apoiando a importancia dessas enzimas na patogénese da AR. Essas vias incluem quinase de
proteina ativada por mitdgeno (MAPK), as quinases associadas a Janus (JAK), tirosina
quinase do baco (Syk) (OKAMOTO; KOBAYASHI, 2011).

A p38 MAPK é uma quinase intracelular envolvida na transdugdo de sinal e um
regulador chave da producdo de citocinas pro-inflamatdrias. Vérios ensaios clinicos
randomizados, envolvendo moléculas diferentes que bloqueiam a via da p38 MAPK nao
demonstraram eficacia significativa e apresentaram perfis semelhantes de toxicidade no
sistema nervoso central, pele e hepatica. Evidéncias apontam que ha vias mais a montante
envolvidas na transducdo de sinal ap6s a interagdo do ligante e que continuam funcionais ap6s
a interrupcdo dessa via de p38 MAPK (COHEN, 2012).

O uso de quimiocinas como alvos terapéuticos foi avaliado em AR, incluindo
anticorpos contra quimiocinas ou antagonistas dos receptores de quimiocinas, mas 0s
resultados ndo tém sido promissores. Isso deve-se provavelmente a natureza redundante do
sistema de quimiocina, o que torna dificil bloquear o recrutamento de células (NASSABEH,
2010).

Como a maioria das células T recebem sinais por meio de coestimulacdo por mais de
uma via, a interferéncia com qualquer par ligante-receptor deve proporcionar uma
oportunidade para ajustar a intensidade de estimulacdo de célula T, sem desencadear uma
grave imunossupressao generalizada (WEYAND; GORONZY, 2006).

A eficécia terapéutica de anticorpos monoclonais anti-CD6 esta associada com a sua
habilidade para destruir as celulas CD6 por um mecanismo mediado pelo complemento ou
com a capacidade de bloquear a interacdo entre CD6 e seu ligante, ALCAM. O itolizumab &
um anticorpo monoclonal humanizado que reconhece o dominio de membrana distal

(SRCR1) de CD6, inibindo a proliferacdo de células T induzida na presenga de ALCAM e por
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excesso de IL-2, além de diminuir a fosforilacdo de proteinas intracelulares envolvidas em
vias de ativacdo e reduzir a producdo IL-6 e TNF-a (RODRIGUEZ et al., 2012).

Anticorpos monoclonais especificos para CD3 tém multiplos efeitos sobre as células T
que levam a tolerancia imunologica. Estes anticorpos modulam o complexo entre receptor de
células T (TCR) e CD3, impedindo o contato com o antigeno. Além disso, o0 anticorpo
monoclonal induz apoptose de células T ativadas por meio de altera¢cBes na transducdo de
sinal mediada por TCR. A interacdo do anticorpo com TCR leva a fosforilagdo parcial dos
alvos posteriores na via e do complexo de TCR, o que resulta no bloqueio da producéo de
interleucina-2 e na subsequente de inativacdo de células Thl (CHATENOUD; BLUESTONE,
2007).

O CD19 é um receptor de superficie das células B que regula respostas imunitarias
humorais por células B, sendo proposto como um alvo de células B superior ao CD20 em AR,
em parte porque é expresso em estagios imaturos e maturos da linhagem de células B. Por
conseguinte, os anticorpos anti-CD19 podem ter como alvo as células B autorreativas
imaturas, cuja expressdo de CD20 é negativa. Anticorpos monoclonais se ligam a CD19 na
superficie das células B, o que permite o reconhecimento de mondcitos através de receptores
Fcy e o inicio da morte das células B e fagocitose por macréfagos ativados (TEDDER, 2009).

O XmAb 5871 liga-se tanto ao CD19 e quanto ao receptor inibidor de células B,
FcyRIIb (CD32b), através de um dominio variavel de ligacdo CD19 e um dominio Fc XmAb
que interage seletivamente com o receptor FcyRIIb (CD32b). Por ser um correceptor na
ativacdo do receptor de célula B e ndo um receptor de ativacdo, o CD19, em conjunto com
FcRIlb, mimetiza os efeitos imunossupressores do complexo imune, mas pode evitar as suas
consequéncias negativas, tais como vasculite e glomerulonefrite desencadeada pela deposigédo
de imunocomplexos (CHU et al., 2014).

Outra abordagem interessante é a utilizacdo do anticorpo monoclonal tregalizumab, o
qual é capaz de fornecer um sinal de ativacdo de células T regulatdrias (Trecs) de ocorréncia
natural, mas néo para as células T convencionais. Isso ocorre por causa da interacdo com um
epitopo Unico de células CD4". Células T regulatérias representam uma subpopulacdo de
células T especializadas, que sdo essenciais para a manutencdo da tolerdncia periférica,
impedindo a autoimunidade. Os efeitos imunomoduladores de Trecs dependem de seu estado
de ativacdo. O tregalizumab induz a fosforilagdo moléculas associadas ao receptor de células
T, o que é suficiente para ativar a funcdo de Tress sem estimular células T efetoras
(HELLING et al., 2015).
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Outros mediadores pré-inflamatérios sollveis exibem fungBes essenciais na
patogénese da doenga. Um deles € GM-CSF, que esté principalmente envolvido na geracao,
sobrevivéncia e ativacdo de células do compartimento mieloide. Em particular, essa citocina
regula a funcdo de neutréfilos, eosinofilos e macrofagos, fazendo parte da rede pro-
inflamatoria na AR. Dessa forma, demonstrou-se que 0 GM-CSF e seu receptor podem ser
detectados no fluido sinovial e tecido sinovial de pacientes com AR e, por conseguinte, a
sinalizacdo de GM-CSF foi identificada como um alvo promissor na AR (BURMESTER,;
FEIST; DORNER, 2014).

As tentativas para bloquear as fungdes de citocinas sdo direcionadas a varios
niveis e empregam diferentes abordagens. Os métodos variam de terapia genética a
moléculas pequenas antagonistas. As estratégias descritas para a busca de novos protétipos
de farmacos anticitocinas incluem o bloqueio da biossintese de TNF-a através de inibidores
de proteases (NELSON; ZASK, 1999), a interferéncia na cascata de sinalizagcdo por meio
de inibidores de quinases (BOGOYEVITCH et al.,, 2004; LEE et al., 1999), terapia
genética para modular a proliferacdo celular (MORITA et al., 1998), neutralizacdo de
citocinas por anticorpos ou proteinas de fusdo (FELDMANN, 2002; MORELAND et al.,
1997), antagonismo de receptores de citocinas (AREND, 2001) e uso de fatores
microbianos anticitocinas (RAHMAN; MCFADDEN, 2006).

A abordagem farmacoldgica classica de bloguear as a¢fes de um transmissor ou
mediador chave consiste em desenvolver antagonistas especificos para os receptores de
citocinas (DAVIS; COLANGELO, 2013). No entanto, essa estratégia tem passado por
dificuldades devido a elevada massa molecular das citocinas polipeptidicas e a complexa
tarefa de modular interacfes proteina-proteina de alta afinidade, as quais tém natureza
multipontual (ARKIN; WELLS, 2004; JOHNSON; WANG; ARNOLD, 1996).

Embora tenha havido uma melhoria significativa no progndstico de pacientes
portadores de doengas inflamatorias severas gracas ao uso de inibidores de TNF-q,
algumas limitacGes ainda persistem tais como elevado nimero de pacientes que néo
respondem ao tratamento com esses farmacos (RUBBERT-ROTH; FINCKH, 2009),
elevado risco de infeccGes e comprometimento da cura (BONGARTZ et al., 2006;
ELLERIN; RUBIN; WEINBLATT, 2003), custos onerosos associados a terapia e via de
administracdo incoveniente (TAYLOR; FELDMANN, 2009). Portanto, o desenvolvimento
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de medicamentos a partir de moléculas pequenas biodisponiveis oralmente que possam
interferir na regulacdo da expressdo, biossintese ou vias de sinalizacdo de citocinas
inflamatdrias representa uma alternativa promissora ao tratamento com os farmacos

macromoleculares.

Com base em padrfes estruturais recorrentes em compostos com atividades
anticitocinas descritos na literatura (ASANO et al.,, 2012; HAIDER et al., 2014,
HAYAKAWA et al., 2014; KHOSHNEVISZADEH et al., 2013; MENET et al., 2014),
mostrados na Figura 1.1, um quimiotipo comum a elas foi identificado, a aminoguanidina ou
seu analogos isostéricos, e as moléculas sintetizadas neste trabalho de tese foram planejadas a

partir da simplificacdo estrutural desses compostos ativos.

Figura 1.1 Isosteros e analogos estruturais rigidos de aminoguanidinas hidrazonicas (AGH)

/Meo
SN yaPa
O |N/)\H,N§/Ar ©\
MeO oM R"

NH2 OMe ?
R, HN—\< Inibidor de IL-1B e TNF-a 2N
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\\<//< = N’N\g/ Inibidor de p38 MAPK

Adaptado de (ASANO et al., 2012; HAIDER et al., 2014; HAYAKAWA et al., 2014; KHOSHNEVISZADEH
etal., 2013; MENET et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Sintese de uma quimioteca de aminoguanidinas hidrazonicas e seus anélogos isostéricos de

enxofre e oxigénio.

3.2 Especificos

e Sintese e caracterizacdo de aminoguanidinas hidrazénicas aromaticas;
e Sintese e caracterizagdo de semicarbazonas aromaéticas;

e Sintese e caracterizacdo de tiossemicarbazonas aromaticas.
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4 MATERIAL E METODOS

Os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich e solventes de grau P.A.

foram empregados nos procedimentos reacionais e de purificacao.

4.1 Procedimentos Experimentais

4.1.1 Procedimento geral para a obtencdo das aminoguanidinas hidrazonicas aromaticas
e anélogos isostéricos de enxofre e oxigénio

A uma solucdo contendo 500 mg de aldeido em 20 - 50 mL de etanol, foi adicionado 1
equivalente de cloridrato de aminoguanidina, tiossemicarbazida ou cloridrato de
semicarbazida, e a mistura reacional foi levada a refluxo por 14 a 18 horas ou irradiada com
micro-ondas a 120 °C por 20 minutos. Apds arrefecimento do meio reacional, o solvente foi
removido sob pressdo reduzida. O material resultante foi suspendido em acetato de etila ou
éter dietilico, foi filtrado, e lavado com os mesmos solventes. O material foi seco a vécuo,
obtendo-se o produto sob a forma de um sélido. Quando necessario, recristalizacdo foi
realizada em AcOEt/Hex, EtOH ou MeOH.

4.2 Dados Fisico-Quimicos e Espectroscopicos para Hidrazinacarboximidamidas

4.2.1 Cloridrato de 2-benzilidenoidrazinacarboximidamida (2a)

H
~ _N___NH
N Y * HCl
NH,

e Solido branco; Rendimento: 83%
e RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): 7,43 (m, 3H); 7,84 (m, 2H); 8,19 (s, 1H). RMN 3C
(100 MHz, DMSO-dg): 128,0; 129,1; 130,9; 133,8; 147,3; 155,8.

e Tempo racional: 16 horas

4.2.2 Cloridrato de 2-(4-hidroxibenzilideno)hidrazinacarboximidamida (2b)

H
~ _N_ _NH
[l
NH
HO 2

e Tempo racional: 16 horas

e Solido amarelo; Rendimento: 94%

e RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 6,83 (d, 2H, J= 8,5); 7,66 (d, 2H, J=8,5); 8,06 (s,
1H,). RMN 13C (100 MHz, DMSO-de): 116,0; 124,7; 129,8; 147,3; 155,6; 160,2.
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4.2.3 Cloridrato de 2-(3-metoxibenzilideno)hidrazinacarboximidamida (2c)

H
x. N NH

N \f * HCl

NH,

e Tempo racional: 18 horas

e Solido branco; Rendimento: 60%

e RMN !H (400 MHz, D20): 3,69 (s, 3H); 6,89 (d, 1H, J=8,1); 6,99 (s, 1H); 7,07 (d,
1H, J=8,1); 7,24 (t, 1H, J=7,6); 7,62 (s, 1H). RMN %3C (100 MHz, D20): 55,3; 111,7;
116,6; 120,8; 130,0; 134,1; 147,9; 154,6; 158,9.

4.2.4 Cloridrato de 2-(4-metoxibenzilideno)hidrazinacarboximidamida (2d)

H
~. _N_ __NH
N e
~o NH;

e Tempo racional: 18 horas

e Solido branco; Rendimento: 90%

¢ RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): 3,76 (s, 3H); 6,92 (d, 2H, J=8,8); 7,66 (d, 2H,
J=8,8); 7,97 (s, 1H). RMN 33C (100 MHz, DMSO-de): 56,4; 115,2;129,5; 145 5;
159,7; 161,0.

4.2.5 Cloridrato de 2-(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)hidrazinacarboximidamida (2e)

H
o ~. _N___NH
- NTF L el
NH,
HO

e Tempo racional: 18 horas

e Solido amarelo; Rendimento: 94%

e RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 3,81 (s, 3H); 6,83(d, 1H, J=8,0); 7,13 (dd, 1H,
J=8,0 e J=1,8); 7,50 (1H, J=1,8); 8,04 (s, 1H,). RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds):
56,2; 110,0; 115,6; 123,1; 125,2; 147,7; 148,5; 149,7; 155,5.
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4.2.6 Cloridrato de 2-(3-hidroxi-4-metoxibenzilideno)hidrazinacarboximidamida (2f)

H
HO . N___NH
N e
~o NH,

e Tempo racional: 18 horas

e Solido branco; Rendimento: 98%

e RMN !H (400 MHz, DMSO-de): 3,79 (s, 3H); 6,95 (d, 1H, J=8,3); 7,18 (dd, 1H,
J=8,3Hz e 2,0Hz); 7,33 (d, 1H, J=2,0Hz) 8,04 (s, 1H,). RMN 23C (100 MHz, DMSO-
de): 56,1; 112,0; 113,8; 121,0; 126,6; 147,0; 147,6; 150,4; 155,6.

4.2.7 Cloridrato de 2-(3,4-dimetoxibenzilideno)hidrazinacarboximidamida (29)

H
o) ~ _N N
/ -

N \f- HCI

~o NH,

e Tempo racional: 18 horas

e SOlido amarelo; Rendimento: 88%

e RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 3,80 (s, 6H); 6,97 (d, 1H, J=7,9); 7,23 (d, 1H,
J=7,9Hz); 7,54 (s, 1H) 8,09 (s, 1H,). RMN 13C (100 MHz, DMSO-de): 56,1, 56,4;
109,1; 111,6; 123,0; 126,5; 147,4; 149,5; 151,4; 155,7.

4.2.8 Cloridrato de 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetileno)hidrazinacarboximidamida (2h)

H
<O \N/N\f'\i HCl
oI j NH,

e Tempo racional: 17 horas

e Solido branco; Rendimento: 92%

e RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 6,05 (s, 2H); 6,94 (d, 1H, J=8,0); 7,17 (dd, 1H,
J=8,0Hz e 1,6Hz); 7,64 (d, 1H, J=1,6Hz); 8,07 (s, 1H). RMN 13C (100 MHz,
DMSO-dg): 102,0; 105,9; 108,6; 124,8; 128,3; 146,8; 148,4; 149,8; 155,7.
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4.2.9 Cloridrato de 2-(3,5-di-tert-butil-4-hidroxibenzilideno)hidrazinacarboximidamida

(2i)

H
_N__NH
N

NH,

X

HO

e Tempo racional: 16 horas

e Solido branco; Rendimento: 90%

e RMN IH (400 MHz, DMSO-dg): 1,38 (s, 18H); 7,50 (s, 2H); 8,09 (s, 1H). RMN 13C
(100 MHz, DMSO-dg): 30,6; 35,0; 124,9; 139,6; 148,9; 155,5; 156,9.

4.2.10 Cloridrato de 2-(2-clorobenzilideno)hidrazinacarboximidamida (2j)
x N NH
SO
NH,
Cl

e Tempo racional: 14 horas

e Solido branco; Rendimento: 82%

e RMN H (400 MHz, D20): 7,36 (m, 3H); 7,87 (s base larga, 1H); 8,22 (s, 1H). RMN
13C (100 MHz, D20): 127,2; 127,6; 130,0; 132,2; 134,0; 144,3; 144,3; 154,7.

4.2.11 Cloridrato de 2-(3-clorobenzilideno)hidrazinacarboximidamida (2k)

H
X N NH

N kel

NH,
Cl

e Tempo racional: 14 horas

e Solido branco; Rendimento: 92%

e RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): 7,47 (m, 2H); 7,74 (d, 1H, J=8,0); 8,06 (s, 1H);
8,17 (s, 1H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-de): 126,8; 127,3; 130,5; 131,0; 134,1;
136,0; 145,7; 155,8.
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4.2.12 Cloridrato de 2-(4-clorobenzilideno)hidrazinacarboximidamida (21)

H
.. N__NH
NT e e
NH,
cl

e Tempo racional: 15 horas

e Solido branco; Rendimento: 91%

e RMN H (400 MHz, DMSO-de): 7,45(d, 2H, J=8,5Hz); 7,85 (d, 2H, J=8,5Hz); 8,15
(s, 1H). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): 129,2; 129,7; 132,8; 135,4; 146,01, 155,8.

4.2.13 Cloridrato de 2-(2,6-diclorobenzilideno)hidrazinacarboximidamida (2m)

cl
H
N NH
\f * HCI

NH,

NS

Cl

e Tempo racional: 18 horas

e Solido branco; Rendimento: 80%

e RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): 7,45 (m, 1H); 7,57 (d, 2H, J=7,9); 8,42 (s, 1H).
RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): 129,5; 130,0; 132,1; 134,5; 142,9; 155,7.

4.2.14 Cloridrato de 2-(2,4-diclorobenzilideno)hidrazinacarboximidamida (2n)

H
~ _N_ __NH
N" e
NH,
cl cl

e Tempo racional: 16 horas

e Solido branco; Rendimento: 79%

e RMN H (400 MHz, D,0): 7,81 (d, 1H, J=8,4); 7,89 (s, 1H); 8,30 (d, 1H, J=8,4);
8,74 (s, 1H). RMN 13C (100 MHz, D,0): 128,4; 128,9; 129,6; 130,1; 135,1; 137,1;
1445; 155,8.

4.2.15 Cloridrato de 2-(3,4-diclorobenzilideno)hidrazinacarboximidamida (20)

H
X N NH

N \('HCI

NH
cl 2

Cl

e Tempo racional: 16 horas
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e Solido branco; Rendimento: 96%

e RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): 7,68 (d, 1H, J=8,4); 7,79 (dd, 1H, J=8,4 e 2,0);
8,24 (d, 1H, J=2,0); 8,16 (s, 1H). RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds): 128,4; 129,0;
131,3; 132,2; 133,1; 134,6; 144,7; 155,8.

4.2.16 Cloridrato de 2-(3,5-diclorobenzilideno)hidrazinacarboximidamida (2p)

H
Cl X N NH

N \f HCl

NH,
Cl

e Tempo racional: 14 horas

e Solido branco; Rendimento: 79%

e RMN H (400 MHz, D20): 7,43 (s, 1H); 7,55 (s, 2H); 7,81 (s, 1H). RMN 3C (100
MHz, D20): 125,9; 130,1; 135,1; 136,4; 145,1; 155,0.

4.2.17 Cloridrato de 2-(4-fluorobenzilideno)hidrazinacarboximidamida (2q)
H

~. . N___NH
VY
* HClI
- NH,

e Tempo racional: 14 horas

e Solido branco; Rendimento: 88%

e RMN !H (400 MHz, D20): 8,87 (s, 1H); 7,79 (d, 2H); 7,31 (d, 2H). RMN 13C (100
MHz, D20): 116,3; 129,8; 133,7; 144,5; 148,9; 155,2.

4.2.18 Cloridrato de 2-(4-bromobenzilideno)hidrazinacarboximidamida (2r)

H
. N___NH
NS el
NH,
Br

e Tempo racional: 15 horas

e Solido branco; Rendimento: 94%

e RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 7,63 (d, 2H, J= 8,5); 7,81 (d, 2H, J=8,5); 8,17 (s,
1H,). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): 124,3; 129,9; 132,1; 133,1; 146,1; 155,7.
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4.2.19 Cloridrato de 2-(4-cianobenzilideno)hidrazinacarboximidamida (2s)

H
~. _N___NH
N" S e
NH,
Z

e Tempo racional: 16 horas

N

e Soélido branco; Rendimento: 93%

e RMN H (400 MHz, DMSO-dg): 7,87(d, 2H, J=8,5); 8,04 (d, 2H, J=8,5Hz); 8,24 (s,
1H,). RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): 112,6; 119,1; 128,6; 133,0; 138,3; 145,3;
155,8.

4.2.20 Cloridrato de 2-(piridin-2-ilmetileno)hidrazinacarboximidamida (2t)

H
~. _N___NH
| e \f HCI
_N NH,

e Tempo racional: 14 horas

e Solido branco; Rendimento: 55%

e RMN H (400 MHz, DMSO-ds ): & 7,87 (ddd, 1H, J=7,1, 5,6 e 1,6 Hz), 8,12 (d, 1H,
J=3,5), 8,26- 8,48 (m, 6H), 8,80 (d, 1H, J=5,3), 12,98 (s, 1H). RMN %3C (100 MHz,
DMSO-des ) 6 124,8, 126,4, 139,9, 144,6, 147,1, 148,3, 155,6.

4.2.21 Cloridrato de 2-(piridin-3-ilmetileno)hidrazinacarboximidamida (2u)

H
x. N NH

| NN e

= NH
N

e Tempo racional: 14 horas

e Solido amarelo; Rendimento: 92%

e RMN H (400 MHz, D20): 7,31 (m, 1H); 7,77 (s, 1H); 7,92 (d, 1H, J=8,2) 8,35 (m,
1H); 8,48 (s, 1H). RMN 3C (100 MHz, D;0): 124,4; 129,3; 135,0; 144,8; 147,6;
150,0; 154,7.

4.2.22 Cloridrato de 2-(piridin-4-ilmetileno)hidrazinacarboximidamida (2v)

H
x N NH

Y N Y

N__~ NH,
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e Tempo racional: 15 horas

e Solido branco; Rendimento: 90%

e RMN !H (400 MHz, D,0): 7,38 (d, 2H, J=5,7); 7,65 (s, 1H); 8,30 (d, 2H, J=5,7).
RMN 3C (100 MHz, D20): 121,5; 141,1; 144,7; 148,9; 154,7.

4.2.23 Cloridrato de 2-((1H-indol-2-il)metileno)hidrazinacarboximidamida (2w)
H

X _N NH
wY
* HCI
NH NH

e Tempo racional: 16 horas

e Solido marrom; Rendimento: 76%

e RMN H (400 MHz, D20): 6,59 (s, 1H); 6,92 (t, 1H, J=7,6); 7,10 (t, 1H, J=7,6); 7,25
(d, 1H, J=7,9); 7,44 (d, 1H, J=7.9); 7,63 (s, 1H). RMN 13C (100 MHz, D20): 108,1;
111,5; 120,1; 121,5; 124,5; 127,6; 132,0; 137,3; 139,0; 154 4.

4.2.24 Cloridrato de 2-((1H-indol-3-il)metileno)hidrazinacarboximidamida (2x)

/ \N/Y'\-IHHQ
HN NH;
e Tempo racional: 16 horas
e Solido marrom; Rendimento: 90%
e RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): 7,12 (t, 1H, J=7,2); 7,19 (t, 1H, J=7,2); 7,45 (d, 1H,
J=7,2); 7,8 (s, 1H); 8,28 (d, 1H, J=7,2); 8,36 (s, 1H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-
de): 121,2; 122,7; 123,2; 124,3; 132,2; 137,5; 145,3; 155,2.

4.2.25 Cloridrato de 2-((quinolin-3-il)metileno)hidrazinacarboximidamida (2y)

H
x. N NH
\ -
CI T e
N/ NH2

e Tempo racional: 16 horas

e Solido marrom; Rendimento: 85%

e RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 7,72 (t, 1H, J=7,5); 7,84 (t, 1H, J=7,5); 8,09 (d, 1H,
J=8,2); 8,40 (d, 1H, J=8,2); 8,18 (d, 1H, J=4,3); 8,98 (d, 1H, J=4,3); 9,05 (s, 1H).
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RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg): 119,0; 123,8; 125,3; 128,1; 130,1; 130,2; 137,0;
143,4; 148,7; 150,6; 155,7.

4.3 Dados Fisico-Quimicos e Espectroscépicos para Hidrazinacarbotioamidas

4.3.1 2-Benzilidenoidrazinacarbotioamida (3a)

e Tempo racional: 14 horas

e Solido branco; Rendimento: 97%

e RMN !H (400 MHz, DMSO-de): 7,36 (m, 3H); 7,75 (m, 2H); 8,04 (s, 1H). RMN 13C
(100 MHz, DMSO-dg): 127,7; 129,1; 130,4; 134,4; 143,2; 177,9.

4.3.2 2-(4-Metoxibenzilideno)hidrazinacarbotioamida (3d)

H
~ _N_ _s
O
NH
\O 2

e Tempo racional: 15 horas

e Solido branco; Rendimento: 92%

e RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 3,75 (s, 3H); 6,94 (d, 2H, J=8,4); 7,7 (d, 2H); 7,98
(s, 1H). RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg): 55,6; 114,6; 126,9; 129,4; 143,2; 161,1;
177.5.

4.3.3 2-(3,4-Dimetoxibenzilideno)hidrazinacarbotioamida (3g)

H

e \s/N\(S
"

\O 2

e Tempo racional: 14 horas

e Solido branco; Rendimento: 99%

e RMN !H (400 MHz, DMSO-de): 3,73 (s, 3H); 3,76 (s, 3H); 6,93 (d, 1H, J=8,4); 7,14
(dd, 1H, J=8,4 e J=2,0); 7,44 (d, 1H, J=2,0); 7,94 (s, 1H). RMN 3C (100 MHz,
DMSO-de): 55,9; 56,0; 108,7; 111,6; 122,8; 127,0; 143,6; 149,4; 151,0; 177 4.
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4.3.4 2-(3,5-di-tert-butil-4-Hidroxibenzilideno)hidrazinacarbotioamida (3i)

H
~ _N_ _s
N \’4
NH
HO 2

e Tempo racional: 16 horas

e Solido branco; Rendimento: 95%

e RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): 1,38 (s, 18H): 7,42 (s, 2H); 7,96 (s, 1H). RMN 13C
(100 MHz, DMSO-de): 30,6; 34,9; 124,5; 125,6; 139,6; 144,7; 156,5; 177,6.

4.3.5 2-(3-Clorobenzilideno)hidrazinacarbotioamida (3k)

H
x. _N S

Y

NH,
Cl

e Tempo racional: 14 horas

e Solido branco; Rendimento: 81%

e RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 7,41 (m, 2H); 7,63 (m, 1H); 8,00 (s, 1H); 8,04 (s,
1H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg): 126,4; 127,0; 129,9; 130,9; 134,2; 136,8;
141,0; 178,5.

4.3.6 2-(4-Clorobenzilideno)hidrazinacarbotioamida (3l)
H

~ _N_ _s
N~ \f
NH,

cl

e Tempo racional: 14 horas

e Solido branco; Rendimento: 73%

e RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 7,45 (d, 2H, J=8,4); 7,83 (d, 2H, J=8,4); 8,01 (s,
1H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg): 129,1; 129,4; 133,6; 134,7; 141,3; 178,4.

4.3.7 2-(2,6-Diclorobenzilideno)hidrazinacarbotioamida (3m)
Cl
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e Tempo racional: 16 horas

e Solido branco; Rendimento: 72%

e RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 7,39 (t, 1H, J=7,8); 7,51 (d, 2H, J=8,2); 8,27 (s,
1H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg): 129,6; 130,0; 131,6; 134,6; 138,4; 178,4.

4.3.8 2-(2,4-Diclorobenzilideno)hidrazinacarbotioamida (3n)

e Tempo racional: 15 horas

e Solido branco; Rendimento: 83%

e RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 7,38 (dd, 1H, J=8,6 e J=1,8); 7,53 (d, 1H, J=1,8);
8,16 (d, 1H, J=8,6); 8,39 (s, 1H). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): 127,5; 128,5;
129,0; 130,4; 133,8; 134,9; 137,8; 178,4.

4.3.9 2-(3,4-Diclorobenzilideno)hidrazinacarbotioamida (30)

H
~. _N_ _s
N \f
NH
cl 2

cl

e Tempo racional: 16 horas

e Solido branco; Rendimento: 92%

e RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): 7,62 (d, 1H, J=8,0); 7,70 (dd, 1H, J=8,0 e J=2,0);
8,22 (d, 2H, J=2,0); 7,98 (s, 1H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): 128,2; 128,6;
131,2; 132,2; 132,3; 135,5; 139,9; 178,6.

4.3.10 2-(3,5-Diclorobenzilideno)hidrazinacarbotioamida (3p)

H
Cl X N S

ey

NH,
Cl

e Tempo racional: 16 horas

e Solido branco; Rendimento: 63%

e RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): 7,57 (t, 1H, J=1,8); 7,92 (d, 2H, J=1,8); 7,95 (s, 1H).
RMN C (100 MHz, DMSO-ds): 125,5; 128,6; 134,4; 137,9; 139,0; 178,2.
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4.3.11 2-(4-Cianobenzilideno)hidrazinacarbotioamida (3s)
H

~ _N_ _s

N \(
/(;A NH,
=

e Soélido branco; Rendimento: 93%

e RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): 7,85 (d, 2H, J=8,3); 8,01 (d, 2H, J=8,3); 8,05 (s,
1H). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): 111,9; 119,2; 128,3; 132,9; 139,2; 140,4;
178,8.

N

e Tempo racional: 16 horas

4.4 Dados Fisico-Quimicos e Espectroscépicos para Hidrazinacarboxamidas

4.4.1 Cloridrato de 2-(3,4-dimetoxibenzilideno)hidrazinacarboxamida (49)

e Ny N 0
* HCl
NH
\O 2

e Tempo racional: 18 horas

e Solido amarelo; Rendimento: 87%

e RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 3,72 (s base larga 6H); 6,92 (d, 2H, J=8,5); 7,12 (d,
2H, J=8,5); 7,27 (s, 1H). RMN 13C (100MHz, DMSO-ds): 56,7; 56,8; 110,0; 112,9;
122,5; 128,2; 143,9; 151,3.

4.4.2 Cloridrato de 2-(3,5-di-tert-butil-4-hidroxibenzilideno)hidrazinacarboxamida (4i)

H
~. .N__O
N e

NH
HO 2

e Tempo racional: 18 horas

e Solido branco; Rendimento: 64%

e RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 1,34 (s, 18H); 7,43 (s, 2H); 7,96 (s, 1H). RMN 23C
(100MHz, DMSO-de): 14,4; 22,6; 123,9; 126,3; 139,6; 142,4; 155,7; 157,5.
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4.4.3 Cloridrato de 2-(3,4-diclorobenzilideno)hidrazinacarboxamida (40)

H
x _N O

N

NH
Cl

Cl
e Tempo racional: 16 horas
e Sélido branco; Rendimento: 58%
e RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 7,61 (m, 2H); 7,78 (s, 1H); 8,06 (s, 1H). RMN
13C (100 MHz, DMSO-ds): 127,3; 128,0; 131,2; 131,6; 132,1; 135,9; 137,6;
157,2.

4.5 Andlise de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN (*H: 400 MHz; 3C: 400 MHz) foram obtidos em
espectrometros da BRUKER DPX-500 (ETTLINGER, ALEMANHA), no Laboratério
Ressonancia Magnética Nuclear da UFAL. Sinal residual do solvente ndo deuterado foi

utilizado como referéncia interna.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Planejamento dos derivados

Duas estratégias classicas em quimica medicinal, a simplificagdo estrutural e o
isosterismo, foram empregadas para constituir os derivados de trés classes quimicas
diferentes. Partindo do quimiotipo identificado nas moléculas ilustradas na Figura 1.2,
derivados com estruturas mais simples foram obtidos, de modo a realizar um processo inicial
de triagem e verificar quais grupos funcionais sdo melhor tolerados para a atividade

farmacoldgica anticitocina.

A insercdo de diversidade molecular foi realizada por meio da unido de um anel
aromatico variavelmente substituido para formar as arilidenoaminoguanidinas. Portanto, 0s
derivados foram obtidos com base em altera¢des realizadas em diferentes regides da molécula
da arilidenoaminoguanidina prot6tipo para que se possa realizar um estudo de relacdo
estrutura-atividade apos a coleta de resultados farmacoldgicos. Com isso, devera ser estudada

a influéncia:

1. Da substituicdo do anel aromatico, o posicionamento da fenila e a substituicdo da
fenila por alguns heterociclos (regido verde).
2. Da substituicdo isostérica do nitrogénio guanidinico por enxofre e oxigénio (regido

azul).

Figura 1.2 Modificacgdes estruturais planejadas para a sintese de derivados aminoguanidinicos

R—:\ NP

= NI_|2

Aminoguanidinas hidrazonicas (AGH) compreendem uma classe de compostos com
atividades farmacoldgicas interessantes em varios niveis e derivam do mesmo quimiotipo
guanidinico, sendo capazes de interagir com macromoléculas por meio de ligacdo de
hidrogénio e interagdes eletrostaticas no estado protonado (LANGE et al., 2003;
SCHMIDTCHEN; BERGER, 1997). Além disso, fornecem acesso a numerosos derivados,

como ilustrado na Figura 1.3. Alguns isosteros contendo oxigénio (ureia, composto Il) e
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enxofre (tioureia, composto Ill) ja sintetizados mostram a importancia relativa do cation

guanidinio no processo de reconhecimento molecular (JIMENEZ BLANCO et al., 2006).

Figura 1.3 Derivados isostéricos de hidrazonas aminoguanidinicas.

NH,
R, |-1N-\<
)=N  NH
R4
AGH, |
R5 NH2
Rs  N-Rg R, HN—(
Rz N—\ =N X
=N  N-R, R
R4
X=0, Il
X=S,1

Esse processo foi desenvolvido levando em consideracdo que, a depender da
atividade da série das aminoguanidinas hidrazonicas e visto que esses compostos exibem
certo grau de flexibilidade conformacional, a atividade anticitocina podera ser direcionada
para um alvos moleculares especificos a partir da restricdo com sistemas ciclicos. Sendo
assim, a restricdo da flexibilidade conformacional podera ser uma estratégia empregada

futuramente para a otimizacéo estrutural dos compostos obtidos.

5.2 Metodologias sintéticas e mecanismos reacionais

5.2.1 Obtenc¢ao das aminoguanidinas hidrazénicas aromaticas e analogos isostéricos de
enxofre e oxigénio

Para obtencdo das aminoguanidinas substituidas na amina da posicao 1, partiu-se dos
aldeidos aromaéticos correspondentes, realizando sua condensa¢do com aminoguanidina,

tiossemicarbazida ou semicarbazida (Esquema 1.1).

Esquema 1.1. Rota sintética e aldeidos utilizados na sintese dos derivados aminoguanidinicos.

0 H
H N

_N_ _R AN R’
L |
R NH, > NH,

R'=NH, S, 0
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A Tabela 1.2 apresenta os rendimentos reacionais de todos os compostos obtidos da

série proposta, que estiveram compreendidos entre 55 a 99%. De modo geral, os rendimentos

foram superiores a 70%, com algumas poucas excecdes (2c, 2t, 4i, 40).

Tabela 1.0.1. Rendimentos reacionais para aminoguanidinas hidrazdnicas e analogos isostéricos

Cadigo
2a
2b
2c
2d
2e
2f
29
2h
2i
2
2k
21
2m
2n

20

H
N

X R’
X N~
R—: \f HCI
= NH,

R
H
p-OH
m-OMe
p-OMe
p-OH, m-OMe
p-OMe, m-OH
m,p-(OMe),
m,p-(OCH0)
p-OH, m,m’-(t-Bu).

o-Cl

R’*

NH

NH

NH

NH

NH

NH

NH

NH

NH

NH

NH

NH

NH

NH

NH

Rendimento (%)

83

94

60

90

94

98

88

92

90

82

92

91

80

79

96



Tabela 1.2 Continuagéo

2p

2q

2r

2S

2t

2U

2V

2W

2X

2y

3a

3d

39

3i

3k

3l

3m

3n

30

3p

3s

p-CN
2-piridil
3-piridil
4-piridil
2-indolil
3-indolil
4-quinolil
H
p-OMe
m,p-(OMe),
p-OH, m,m’-(t-Bu)2
m-Cl
p-Cl
0,0’-Cl>
0,p-Cl;
m,p-Cl
m,m’-Cl,

p-CN

NH

NH

NH

NH

NH

NH

NH

NH

NH

NH

79

88

94

93

55

92

90

76

90

85

97

92

99

95

81

73

72

83

92

63

93

48
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Tabela 1.2 Continuagéo

49 m,p-(OMe), @ 87
4i p-OH, m,m’~(t-Bu), ) 64
40 m,p-Cl, o 58

A otimizacdo da sintese desses compostos mediante o uso de micro-ondas foi realizada
anteriormente pelo autor (FRANCA, 2014), resultando em rendimentos comparaveis com a
metodologia de refluxo com a vantagem de tempos reacionais mais curtos. Contudo, a
metodologia em refluxo foi preferida neste trabalho devido a possibilidade de obtencéo de
quantidades maiores em um Unico procedimento, ja que o reator disponivel para sintese em
micro-ondas no laboratério € compativel com quantidades inferiores a 250 mg. Além disso,
como o volume de solvente é determinado pelo tamanho do baldo reacional em que se fara o
refluxo, a quantidade de solvente pode ser facilmente ajustada para permitir a cristalizacéo
dos produtos durante o arrefecimento da mistura reacional. Como o recipiente de micro-ondas
disponivel comporta um maximo de 6 mL de solvente, 0 mesmo ndo pode ser feito com as

guantidades almejadas sem a necessidade de varias repeticoes.

O mecanismo de formacdo desses compostos inicia com a protona¢do do grupo
carbonila, tornando-o mais eletrofilico. A aminoguanidina ataca o grupo protonado para gerar
um intermediario tetraédrico carbinolamina. Em seguida, o grupo OH sofre protonacéo,
convertendo-o0, assim, em um excelente grupo de saida. Entdo, o ion ox6nio abandona sob a
forma de agua, formando uma dupla ligacdo C=N. Por fim, este dltimo intermediario é

desprotonado para gerar a guanilidrazona correspondente, conforme Esquema 1.2.

As quantidades necessarias para a avaliacdo da atividade anticitocina dos componentes
dessa série foram enviadas para o Laboratorio de Biologia Celular da Universidade Federal de

Alagoas e 0s testes com células THP-1 se encontram neste momento em desenvolvimento.

Além disso, vérias dessas substancias apresentaram atividade antitumoral (EPIFANIO,
2011; FRANCA, 2016) e deram origem a outras séries de derivados que estdo sendo
exploradas por outros alunos de programas de mestrado e doutorado orientados pelos

professores Dr. Jodo Xavier de Araujo-Junior e Dr. Thiago Mendonga de Aquino.
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Esquema 1.2. Mecanismo reacional para formagéo dos derivados aminoguanidinicos

th
H>N

/—\H +
R :O: D R OH NH R .
I L N EN S N AHz  NH
- N ;
R U NH HHN%

H H'/\ N
v :OH .
). _ R _ 2 :OH
T ) = N D e
— H HN—< 5 — iN—<
S NH2 H3O H HN
NH2 NH,

Adaptado de Carey (2007).

5.3 Caracterizacao Estrutural

5.3.1 Caracterizacédo estrutural de aminoguanidinas hidrazonicas aromaticas e analogos
isostéricos de enxofre e oxigénio

A partir da andlise dos espectros de RMN de *H dos derivados dessa série, pode-se
verificar um singleto de hidrogénio desblindado referente ao hidrogénio da posicdo iminica, o
qual estd presente em todas as substancias. Este sinal aparece em torno de & 7,27-9,05. Em
todos 0s compostos, 0s sinais correspondentes aos hidrogénios aromaticos aparecem entre &
6,59-8,98, com deslocamentos em campo mais alto quando h& grupos de maior
eletronegatividade como substituintes do anel. Para uma melhor visualizagéo, a Tabela 1.3
apresenta os principais deslocamentos quimicos dos espectros de RMN de H para os

derivados aminoguanidinicos obtidos.



Tabela 1.0.1. Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN *H para os
derivados aminoguanidinicos (DMSO-ds; 400 MHz)

Composto Iminico Arométicos Outros
*2a 8,19 7,43; 7,84
*2b 8,06 6,83; 7,66
2C 7,62 6,89; 6,99; 7,07; 7,24 3,69 (OMe)
2d 7,97 6,92; 7,66; 7,96 3,76 (OMe)
*2e 8,04 6,83; 7,13; 7,50 3,83 (OMe)
*2f 8,04 6,95; 7,18; 7,33 3,79 (OMe)
*29 8,09 6,97; 7,23; 7,54 3,80 (OMe)
*2h 8,07 6,94; 7,17; 7,64 6,05 (OCH.0)
*2i 8,09 7,50 1,38 (t-Bu)
2j 8,22 7,36; 7,87
*2k 8,17 7,47;7,74; 8,06
*2I 8,15 7,45; 7,85
*2m 8,42 1,45; 7,57
2n 8,74 7,81, 7,89; 8,30;
*20 8,16 7,68; 7,79; 8,24
2p 7,81 7,43; 7,55
*20q 8,87 7,79; 7,31
*2r 8,17 7,63; 7,81

*2s 8,24 7,87; 8,04



Tabela 1.3 Continuagéo

2u

2V

*2w

*2X

*2y

3a

3d

39

3i

*3k

3l

3m

3n

*30

3p

*3s

49

4i

40

*QOs espectro de RMN foram descritos em publicacdes anteriores do grupo de pesquisa (EPIFANIO, 2011;

FRANCA et al. 2016).

8,48

7,65

7,63

8,36

9,05

8,04

7,98

7,94

7,96

8,00

8,01

8,27

8,39

7,98

7,95

8,05

1,27

7,96

8,06

7,31;7,77;7,92; 8,35

7,38; 8,30

6,99; 6,92; 7,10; 7,25; 7,44

7,12;7,19;7,45; 7,8; 8,28

7,72; 7,84, 8,09; 8,40; 8,18; 8,98

7,36; 7,75

6,94, 7,70

6,93; 7,14; 7,44

7,42

7,41;7,63; 8,04

7,45; 7,83

7,39; 7,51

7,38; 7,53; 8,16

7,62;7,70; 8,22

7,57, 7,92

7,85; 8,01

6,92; 7,12

7,43

7,78; 7,61

3,75 (OMe)
3,73 € 3,76 (OMe)

1,38 (t-Bu)

3,72 (MeO)

1,38 (t-Bu)
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Ha relatos de que a configuracdo da ligacdo iminica de tiossemicarbazonas pode ser
tanto E como Z a depender do padrdo de substituicdo do aldeido aromatico utilizado na
condesacdo (KARABATSOS, 1964). No entanto, experimentos de NOE diferencial da
ligacdo iminica de arilidrazonas mostram que o estereoisbmero E é mais estavel que o Z
devido a fatores estéricos (HOLZER & GYORGYDEAK, 1992).

Em adicdo, os derivados podem coexistir em equilibrio tautomérico (Esquema 3). A
deslocalizacdo eletronica resulta em carater parcialmente duplo da ligacdo C-N e pode ser
evidenciado nos espectros obtidos. Os hidrogénios do NH2 apresentam dois sinais nédo
equivalentes, em virtude da rotacdo restrita da ligacdo C-NH> por causa da dupla ligagédo
parcial que resulta em hidrogénios diastereotopicos (TENORIO et al, 2005). Os compostos
sem substituinte no nitrogénio guanidinico assumem preferencialmente forma tautomérica em
qgue ha& conjugacdo com o anel aroméatico em solucdo de DMSO-ds (HOLZER &
GYORGYDEAK, 1992).

Esquema 1.3. Equilibrio tautomérico dos derivados aminoguanidinicos

H

x _N X x _N X
X NT X X N~
R Y R-T Y
= NH2 = NH2

X=NH, S, 0

A Figura 1.4 ilustra o espectro para o composto 3l para fins representativos desse

fendbmeno.
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Figura 1.4 Espectro representativo ampliado de RMN !H para a hidrazinacarbotioamida 3lI,
destacando-se os singletos referentes aos grupos CH iminico e hidrogénios arométicos (DMSO-
ds; 400 MHz).

8,066
7,665
7,643

E
=
=

7495
TATS

Aromaticos
H
x. _N S
N \f
Cl NH2 7.85 (d, J= B.6HZ) 748 (d, J= B.EHZ)
CH
—
C=NH, —
1,0

N
ol
LR AR

[E——

=N

LA I e I
B 8,25 82 8,15 8,1 805 8 FE5 78 785 78 775 Fivi 765 76 755 75 745

Com relagdo a RMN de 13C, os sinais referentes aos carbonos iminicos aparecem na
faixa de deslocamento de & 137,6 a 148,9. Por sua vez, os carbonos da regido da guanidina e
ureia foram identificados na entre 6 151,3 e & 159,7. J4 os carbonos da funcdo tioureia foram

deslocados para campo mais baixo, sendo exibidos entre 6 177,4 ¢ & 178,8.

Tabela 1.0.2 Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN *3C para os
derivados aminoguanidinicos (DMSO-ds; 100 MHz)

Composto Iminico Aromaticos Guanidina, Outros

tioureia, ureia

*22 1473 128,0; 129,1; 130,9; 133,8 1558

*2b 147,5 116,0; 124,7; 129,8; 160,2 155,6

2c 147,9 111,7; 116,6; 120,8; 130,0; 154,6 55,3 (OMe)
134,1; 158,9

2d 145,5 115,2; 129,5; 161,0 159,7 56,4 (OMe)
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*2e

*2f

*Zg

*2h

*2i

2

*2k

*21

*2m

2n

*20

2p
*2q

*2r

147,7

147,0

147,3

146,8

148,9

1443

145,7

146,0

142,9

144,5

144,77

145,1

144,5

146,1

110,0; 115,6; 123,1; 125,2;
148,5:; 149,7

112,0; 113,8; 121,0; 126,6;
147,6; 150,4

109,1; 111,6; 123,0; 126,5;
149/5; 151,4

105,9; 108,6; 124,8; 128,3;
148,4; 149,8

124,9; 139,6; 155,5

127,2; 127,6; 130,0; 132,2;
134,0; 144,3

126,8; 127,3; 130,5; 131,0;
134,1; 136,0

129,2; 129,7; 132,8; 135,4

129,5; 130,0; 132,1; 134,5

128,4; 128,9; 129,6; 130,1,
135,1; 137,1;

128,4: 129,0; 131,3; 132,2;
133,1; 134,6

125,9; 130,1; 135,1; 136,4

116,3; 129,8; 133,7; 148,9

124,3; 129,9; 132,1; 133,1

155,5

155,6

155,7

1557

156,9

154,7

155,8

155,8

155,7

155,8

155,8

155,0

155,2

155,7

55

56,2 (OMe)

56,1 (OMe)

56,1, 56,4

(OMe)

102,0 (OCH,0)

30,6; 35,0 (t-Bu)
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*2s

2t

2u

2V

*2w

*2X

*2y

3a

3d

39

3i

*3k

3l

145,3

1446

144.8

1411

139,0

145,3

143,4

143,2

143,2

143,6

144,7

141,0

141,3

112,6; 119,1; 128,6; 133,0;
138,3

124,8; 126,4; 139,9; 147,1,
148,3

124,4; 129,3 135,0, 147,6; 150,0

121,5; 144,7; 148,9

108,1; 111,5; 120,1; 121,5;
124,5; 127,6; 132,0; 137,3

121,2; 122,7; 123,2; 124,3;
132,2; 137,5

119,0; 123,8; 125,3; 128,1,
130,1; 130,2; 137,0; 148,7,
150,6

127,7; 129,1; 130,4; 134,4

114,6; 126,9; 129,4; 161,1

108,7; 111,6; 122,8; 127,0;
149,4; 151,0

124,5; 125,6; 139,6, 156,5

126,4; 127,0; 129,9; 130,9;
134,2; 136,8

129,1; 129,4; 133,6; 134,7

155,8

155,6

154,7

154,7

154,4

155,2

155,7

177,9

177,5

177,4

177,6

178,5

178,4

56

55,6 (OMe)

55,9; 56,0
(OMe)

30,6; 34,9 (t-Bu)
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3m

3n

*30

3p

*3s

49

4i

40

138,4

137,8

139,9

139,0

140,4

143,9

142,4

137,6

129,6; 130,0; 131,6; 134,6

127,5; 128,5; 129,0; 130,4;
133,8; 134,9

128,2; 128,6; 131,2; 132,2;
132,3; 135,5

125,5; 128,6; 134,4; 137,9

111,9; 128,3; 132,9; 139,2

110,0; 112,9; 122,5; 128,2

123,9; 126,3; 139,6; 155,7

127,3; 128,0; 131,2; 131,6;
132,1; 135,9

178,4

178,4

178,6

178,2

178,8

151,3

157,5

157,2

57

119,2 (CN)

56,7; 56,8
(MeO)

14,4: 22,6 (t-Bu)

*0Os espectro de RMN foram descritos em publicagdes anteriores do grupo de pesquisa (EPIFANIO, 2011,
FRANCA et al. 2016).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, o quimiotipo aminoguanidinico foi identificado em moléculas pequenas
portadoras de atividade anticitocina e foi utilizado como hipotese para planejar uma série de
substancias como potenciais candidatos a compostos anticitocinas tendo em vista novos

protétipos para tratamento da da artrite reumatoide.

Com base na molécula prototipo foram sintetizadas trés séries de substancias
pertencentes as classes das aminoguanidinas, tiossemicarbazonas e semicarbazonas,
utilizando-se substituintes de natureza diferente na funcdo arilidrazona para insercdo de
diversidade molecular. Além disso, o0s substituintes aromaticos empregados foram
selecionados de modo a permitir um estudo extensivo da relacdo estrutura-atividade dessas

substancias.

Os compostos foram sintetizados através de reacdes de condensacdo, apresentando
bons rendimentos, geralmente superiores a 70%. Além disso, a metodologia empregada
permite a obtencdo de substancias de elevada pureza sem necessidade de purificagéo

adicional por cromatografia.

Apesar da simplicidade estrutural das moléculas sintetizadas, moléculas deveras
complexas do ponto de vista estrutural tornam o processo de obtencdo mais dispendioso e
oneroso, ja que frequentemente envolvem varias etapas sintéticas, agregando maior
consumo de tempo para purificacdes subsequentes, além dos gastos com 0s reagentes
necessarios as sinteses. Visto que este estudo constitui o passo inicial no longo processo de
desenvolvimento de prototipos de farmacos, optou-se por moléculas pudessem ser
facilmente obtidas e purificdveis, de modo a explorar a viabilidade do quimiotipo
aminoguanidinico como candidato ao desenvolvimento de novas moléculas com atividade
anticitocina que possam ser utilizados para tratamento de doencas inflamatdrias cronicas,

particularmente a artrite reumatoide.

Os derivados sintetizados encontram-se em testes com células THP-1 para a
avaliacdo da atividade anticitocina. A depender dos resultados da atividade biologica dos
derivados aqui sintetizados, novos processos de modificagdo molecular para identificar
poderdo ser realizados em estudos posteriores para a obtencdo de novas geracdes de
moléculas inspiradas nesse quimiotipo, com a finalidade de otimizacdo da atividade

farmacologica, da toxicidade e das caracteristicas farmacocineticas.



Por fim, novas séries de moléculas inspiradas no esqueleto aminoguanidinicos estao
sendo desenvolvidas em trabalhos paralelos de mestrado e doutorado com a finalidade de

buscar novos compostos-prototipos para tratamento de doencas neoplasicas.
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ANEXOS

Anexo | Espectros de RMN de 'H e *C-DEPTQ para o derivado 2¢c (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo Il Espectros de RMN de *H e *C-DEPTQ para o derivado 2d (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo I11 Espectros de RMN de *H e *C-DEPTQ para o derivado 2j (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 1V Espectros de RMN de *H e *C-DEPTQ para o derivado 2n (DMSO-ds; 400 MHz)

B3 o, Je &,

AHz}

LN e el ol =]
o= ) O O e e
P 00 &1 0 6000 O
OO 0D 0D P e P [,
T8 {4, J= 8.4HT)
|
-"

o
A

70

as 88 LT 82 78
rojfﬁj@j
T T T T T T T T T T T T T T T T L T
14 12 10 & 2 0
o L el R ==1=]
= -1
= TR e - Lo
w o WO o
i R R A Y]
| !
Y
!
|
. PR
I "L L]
I
| N [ S S S S N B B B N B B B N S B S B B S S B B B N B B B B B B B B B B B N S B B B (N B B B B
200 180 160 140 120 100 a0 B0 40 20 0



71

Anexo V Espectros de RMN de *H e C-DEPTQ para o derivado 2p (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo VI Espectros de RMN de *H e *C-DEPTQ para o derivado 2u (DO; 400 MHz)
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Anexo VII Espectros de RMN de 'H e **C-DEPTQ para o derivado 2v (D,O; 400 MHz)
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Anexo X Espectros de RMN de *H e *C-DEPTQ para o derivado 2w (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo X Espectros de RMN de *H e C-DEPTQ para o derivado 3a (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo XI Espectros de RMN de *H e *C-DEPTQ para o derivado 3d (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo XII Espectros de RMN de 'H e *C para o derivado 3g (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo XII1 Espectros de RMN de *H e *C-DEPTQ para o derivado 31 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo X1V Espectros de RMN de *H e C-DEPTQ para o derivado 3m (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo XV Espectros de RMN de *H e *C-DEPTQ para o derivado 3n (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo XVI Espectros de RMN de 'H e *C-DEPTQ para o derivado 3p (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo XVII Espectros de RMN de 'H e *C-DEPTQ para o derivado 4g (DMSO-dg; 400 MHZz)
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Anexo XVIII Espectros de RMN de H e *C-DEPTQ para o derivado 4i (DMSO-dg; 400 MHZz)
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Anexo XIX Espectros de RMN de *H e *C-DEPTQ para o derivado 40 (DMSO-ds; 400 MHz)
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CAPITULO II. SINTESE DOS COMPONENTES FEROMONAIS DE LEPIDOPTEROS E
COLEOPTEROS DE INTERESSE ECONOMICO

1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa uma posicdo de destaque na producdo agricola mundial. Na safra
referente a 2016/2017, o pais foi o principal produtor e exportador de suco de laranja, além de
café e acglcar. Adicionalmente, 0 pais ocupa a 22 posi¢do na producdo de oleaginosas, que
inclui a soja, 32 na producéo de graos, incluindo milho, e a 52 posi¢do na producao de algodao
(USDA, 2018).

Apesar dessa posicdo privilegiada, o Produto Interno Bruto (PIB) do agronegécio
brasileiro, calculado pelo Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada (Cepea), da
Esalg/USP, em parceria com a Confederacdo da Agricultura e Pecuaria do Brasil (CNA),
registrou queda de 0,54% em dezembro. Em 2017 a baixa no PIB do agronegocio foi de
4,55% comparativamente ao ano anterior, e a participagdo do setor no PIB Brasileiro foi de
21,58%.

Dentre os fatores que contribuem para essa menor participacdo no PIB inclui-se o
prejuizo econdmico decorrente do ataque de insetos pragas em diversas culturas importantes.
Além do aspecto econdmico, as perdas ocasionadas pelas pragas tém induzido um crescente
aumento no consumo de pesticidas no pais, o que tem levantado preocupac¢des pelos impactos

em salde e ambientais decorrentes dessa pratica (PIGNATI et al., 2017).

A entrada e a dissemina¢do de pragas exdticas tém se mostrado um problema para a
agricultura brasileira nas ultimas décadas, pois diversas espécies foram introduzidas no Brasil,
comprometendo a producdo em diversas culturas e causando grandes prejuizos aos
agricultores ao longo dos anos. Estudos recentes apontam uma perda média anual de até 7,7%
da producéo agricola brasileira, ou o equivalente a 25 milhdes de toneladas, devido ao ataque
de moscas, lagartas e outras doengas que atacam as plantas. As perdas do agronegocio
brasileiro podem chegar a R$ 55 bilhdes ao ano (OLIVEIRA et al., 2014). As 8 principais
culturas do pais representam mais de 80% da area plantada total e consistem no cultivo de
soja, milho, cana-de-agucar, arroz, feijao, eucalipto, trigo e café. Entre as culturas com maior
numero de pragas se destacam citros, soja, arroz, milho e feijdo (ZARBIN; RODRIGUES;
LIMA, 2009).
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Para agravar esse quadro, aproximadamente 500 espécies de pragas quarentenarias
ainda apresentam potencial para causar danos significativos as culturas brasileiras e 150
pragas quarentendrias ja estdo presentes em paises sul-americanos préximos as fronteiras
brasileiras (LOPES-DA-SILVA et al., 2014). Isso significa que, a qualqguer momento, uma
nova praga pode chegar ao pais sem ser notada, devido a transmissdo de plantas, animais,
microorganismos e seus respectivos 6rgdos propagativos, bem como através do vento ou do

homem, em um ambiente mais mundo mais globalizado (MARTIN NETO et al., 2016).
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Ecologia quimica, manejo integrado de pragas e a problematica dos pesticidas

Apesar de serem utilizados como a principal medida de contencéo contra o problema
de insetos pragas, os pesticidas sdo atualmente um grande problema de sadde publica,
considerando o tamanho da populacdo exposta nas proximidades de areas agricolas e, em
ultima instancia, os consumidores de alimentos (RIGOTTO et al., 2014). Entre 2010 e 2017,
segundo dados do Sistema de InformacGes sobre Condigdes Obrigatdrias de Notificacdo na
internet (SINAN NET), houve 13.030 casos confirmados de intoxicagdo por agrotoxicos
agricolas de pessoas ndo expostas no trabalho. Quando se considera a exposicao no trabalho,

0 numero aumenta para 20.314 casos confirmados.

Diante do impacto ambiental e social do uso de pesticidas, surge a ideologia do
manejo integrado de pragas como uma forma de racionalizar o uso dessas substancias. Por
manejo integrado de pragas se entende a consideracdo cuidadosa de todas as técnicas de
controle disponiveis e integracdo subsequente de medidas apropriadas que reduzem
populacOes de pragas e minimizam os riscos a salide humana e ao ambiente associados ao uso
de pesticidas (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2003).

O conceito de feromdnio designa moléculas biologicamente ativas secretadas por
um organismo com o propdsito de comunicacgdo intraespecifica, sendo forjado por Karlson
e Luscher em 1959 na tentativa de diferenciar tais substancias de hormonios, ja que ambos
sdo produzidos em geral por glandulas, mas os primeiros sdo liberados no meio externo ao
organismo, enquanto que os segundos sdo secretados no sangue (KARLSON; LUSCHER,
1959). O termo pode ser melhor compreendido dentro do contexto da ecologia quimica, ja
que faz parte da classe dos semioquimicos, substancias individuais ou misturas dessas que
transmitem uma mensagem com 0 proposito de comunicagdo entre organismos
(MITCHELL, 1981) e podem influenciar os mais variados comportamentos em insetos,
incluindo acasalamento, alimentacao e oviposi¢do (NORIN, 2007).

Uma vez que a interacdo entre organismos pode ocorrer dentro da mesma espécie
ou entre espécies diferentes, duas grandes divisbes de semioquimicos podem ser
concebidas, a de aleloquimicos para comunicacdo interespecifica e a de feromonios para
interacdes intraespecificas (MCNEIL et al., 2012). Para o primeiro grupo, os aleloquimicos

sdo ainda subdivididos a depender de qual organismo é favorecido pela resposta



desencadeada, se 0 emissor ou o receptor. Por instancia, aloménios sdo semioquimicos cuja
resposta favorece apenas o organismo emissor. Em contraste, cairomonios séo aqueles que
favorecem o organismo receptor, mas ndo ao emissor. Por fim, ha ainda os sinomdnios,
cuja reposta e favoravel a ambos organismos envolvidos na interacdo, tanto emissor quanto
receptor (HARDEGE, 2009; SBARBATI; OSCULATI, 2006).

De forma anéloga, os feroménios sdo classificados em duas categorias, feromonios
liberadores e feromdnios primarios. Os feromodnios liberadores tém efeito reversivel
imediato nos comportamento dos organismos receptores, enquanto os feromodnios primarios
causam impactos fisioldgicos de longo prazo sobre o desenvolvimento dos organismos
receptores (SHOREY, 1973). Os feromonios liberadores podem ser classificados como
feromonios sexuais (WITZGALL; KIRSCH; CORK, 2010), feromonios de agregacao
(WERTHEIM et al., 2005), feromonios de trilha (CZACZKES; GRUTER; RATNIEKS,
2015), e feromonios de alarme (VERHEGGEN; HAUBRUGE; MESCHER, 2010), de
acordo com o tipo de mudanga comportamental. Um exemplo representativo dos
feromonios priméarios é o ferom6nio mandibular da rainha em abelhas que previne o
desenvolvimento dos ovarios da progénie de abelhas fémeas, tornando-as incapazes de
copular (BORTOLOTTI; COSTA, 2014).
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Visto que os feromoénios podem alterar 0 comportamento de insetos, aqueles

considerados como pragas estando incluidos, a producdo sintética dessas substancias constitui

uma ferramenta adequada para o controle de pragas agricolas (PINTO-ZEVALLOS;

ZARBIN, 2013), sendo aplicados dentro de um contexto de manejo integrado de pragas para

0 monitoramento da densidade populacional dos insetos em culturas e na deteccdo de espécies

invasoras (BAKER, 2008), além da reducdo de populagdes com base na estratégia de coleta
massal (EL-SAYED et al., 2006), de atrai-e-mata (GREGG; DEL SOCORRO; LANDOLT,
2018), de atrair-repelir (COOK; KHAN; PICKETT, 2007), ou de confusdo sexual (CARDE;

MINKS, 1995), usando feromonios sexuais ou de agregacéo.

Atualmente, existem 2.245 insestos pragas cadastrados no AGROFIT, compéndio
eletronico do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e, embora no Brasil a
pesquisa na identificagdo, sintese e uso de feromdnios tenha se intensificado fortemente nos
ultimos anos, a maior parte do controle dessas pragas ainda € exercida majoritariamente por
meio de inseticidas, havendo 523 produtos dessa classe registrados para uso em diversas

culturas, em contraste com 41 feromonios ou atraentes, 0s quais sdo mostrados na Tabela 1.



89

Tabela 2.1 Informag®es sobre culturas e pragas aprovadas para uso dos feromoénios e atraentes

comercializados no Brasil.

Nome comum
1,4-Dimetoxibenzeno
4,8-Dimetildecanal
5,9-Dimetilpentadecano

Acetato de (E,Z,2)-3,8,11-

tetradecatrienila

Acetato de (E,Z,2)-4,7,10-

tridecatrienila

Acetato de (E,2)-3,5-
dodecadienila

Acetato de (E,2)-3,8-
tetradecadienila

Acetato de (E,2)-4,7-
tridecadienila

Acetato de (Z,E)-9,12-
tetradecadienila

Acetato de (E,2)-7,9-
dodecadienila

Acetato de (2)-11-

hexadecenila

Acetato de (Z2)-5-dodecenila

Acetato de (Z2)-7-dodecenila

Acetato de (Z2)-9-dodecenila

Cultura
Vérias
Gréos armazenados
Café

Tomate

Batata, berinjela, fumo,

pimentdo, tomate

Macé

Tomate

Batata, berinjela, fumo,

piment&o, tomate

Graos armazenados

Uva

Brocolis, couve, repolho
Varias
Macéa

Vaérias

Algodao

Praga
Diabrotica speciosa
Tribolium castaneum
Leucoptera coffeella

Tuta absoluta

Phthorimaea operculella

Bonagota cranaodes

Tuta absoluta

Phthorimaea operculella

Ephestia elutella

Lobesia botrana

Plutella xilostella
Spodoptera frugiperda
Bonagota cranaodes

Spodoptera frugiperda,

Pseudoplusia includens

Spodoptera frugiperda



Tabela 2.1 Continuacéo
Acetato de (2)-9-hexadecenila
Acetato de (2)-9-tetradecenila
Acetato de (Z2)-8-dodecenila

Acetato de (E)-8-dodecenila

Alcool laurilico
Codlelure
Etanol

Eugenol metilico

(E)-11-hexadecenol

(E)-8-dodecenol
Gossiplure

Grandlure (1, I1, Il e 1V)
Metanol

N-2'S-Metilbutil-2-
metilbutilamida

Rincoforol
Serricornim
Sordidim

Trimedlure

Maca
Varias
Maca, péssego

Citros, maca, péssego

Maca, péssego
Maca e pera
Café
Fruticulturas

Berinjela, pimentéo,

tomate
Citros
Algodao
Algodao
Café

Cana-de-agUcar

Coco, dendé
Fumo
Banana

Citros
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Bonagota cranaodes

Spodoptera frugiperda

Grapholita molesta

Grapholita molesta,

Ecdylopha aurantiana
Grapholita molesta
Cydia pomonella
Hypothenemus hampei
Bactrocera carambolae

Neoleucinodes elegantalis

Ecdylopha aurantiana
Pectinophora gossypiella
Anthonomus grandis
Hypothenemus hampei

Migdolus fryanus

Rhynchophorus palmarum

Lasioderma serricorne

Cosmopolites sordidus

Ceratitis capitata



Tabela 2.1 Continuacéo

(2)- 11- Hexadecenal Vérias Spodoptera frugiperda,
Heliothis virences,

Spodoptera frugiperda,

Cryptoblabes gnidiella,

Helicoverpa armigera

(Z,2,2)-3,6,9-Tricosatrieno Berinjela, pimentdo, Neoleucinodes elegantalis
tomate

(2)-8-Dodecenol Macd, péssego Grapholita molesta

(2)-9-Hexadecenal Vérias Heliothis virences,

Helicoverpa armigera

(Z)-7-Hexadecenal Varias Helicoverpa armigera,
Helicoverpa zea e Heliothis

virescens

(E)-11-Hexadecenol Berinjela, pimentéo, Neoleucinodes elegantalis

tomate

Mais preocupante é a aprovacdo do Projeto de Lei (PL) n® 6.299 de 2002 em
Comissao Especial da Cadmara dos Deputados do Brasil, no dia 25 de junho de 2018, cujas
alteracbes promovem centralizacdo do processo de aprovacdo do registo de agrotdxicos
sobre o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em contraste com 0
estabelecido pela Lei n° 7.802/89 em vigor, que estabelece a articulacdo conjunta entre o
MAPA, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente (IBAMA) nesse quesito. Em um panorama global em que ha cada vez
maior pressdo e evidéncia cientifica para a reducdo do uso de pesticidas (HUMAN
RIGHTS COUNCIL, 2017; LECHENET et al., 2017), com o0 manejo integrado de pragas e
a agroecologia sendo disseminados como estratégias para o controle de pragas e doengas, a
aprovacdo da nova lei tende a ir contra essa tendéncia, facilitando ainda mais o uso desses

produtos.

91



Diante desse panorama, este trabalho visa a contribuir para 0 manejo integrado de
trés pragas de importancia econdmica no pais, a saber Anthistarcha binocularis,
Hyponeuma taltula e Rhynchophorus palmarum que afetam respectivamente as culturas do

caju, da cana-de-acucar e do coco.
2.2 Quimica de feromonios de lepidopteros e coledpteros

Os lepiddpteros compreendem as mariposas e borboletas, sendo a segunda maior
ordem em termos de espécies apds a ordem Coleoptera, além de ser também aquela com
maior quantidade de investigacdo sobre a biossintese e 0 mecanismo de comunicacao de
feromononios sexuais, levando a identificacdo dos componentes feromonais de mais de 600
espécies da ordem (LOFSTEDT; WAHLBERG; MILLAR, 2016). Feromonios sexuais de
lepidopteros sdo secretados geralmente pelas fémeas adultas, mas em alguns casos 0s

machos podem secretar um feroménio sexual de curto alcance (SCHULZ, 2004a).

Devido ao papel no isolamento reprodutivo, o que € compativel com a funcéo
intraespecifica dessas moléculas, as estruturas de feroménios de lepiddpteros apresentam
grande variabilidade estrutural (SCHULZ, 2004a). Embora estruturalmente diversos, nao é
incomum verificar semelhangas em suas estruturas, devido a um ancestral em comum ou
como resultado de um processo evolucionario convergente (LOFSTEDT; WAHLBERG;
MILLAR, 2016). Atualmente, a classificacdo atual das estruturas de feromonios esta
centrada em uma perspectiva biossintética dessas moléculas, ao invés da estrutura em si,
apesar dessa segunda caracteristica ser uma implicacdo da primeira. Inicialmente, a divisao
dos feromdnios de lepidopteros foi feita em estruturas de tipo I ou tipo 1, estando a maioria
dos compostos atualmente conhecidos enquadrados no primeiro grupo (ANDO;
INOMATA; YAMAMOTO, 2004).

Os feroménios do tipo | compreendem alcoois, aldeidos e acetatos mono ou di-
insaturados, com 10 a 18 4tomos de carbono, e sdo sintetizados de novo a partir de acidos
graxos nas glandula feromonais (ANDO; INOMATA; YAMAMOTO, 2004). Varias
enzimas envolvidas na producdo de &cidos graxos saturados, como 0 estedrico e 0
palmitico, sdo consideradas como o ponto de partida na biossintese de feroménios, de
modo que as insaturacBes sao introduzidas por meio de varias dessaturases, enquanto que
as funcionalidades séo inseridas através da acdo de outras tantas oxidases, redutases e
acetiltransferases (JURENKA, 2004).
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Por outro lado, os feromonios do tipo Il englobam hidrocarbonetos poli-insaturados
e seus respectivos epoxidos, tipicamente com 17 a 25 atomos de carbono em uma cadeia
ndo ramificada (LOFSTEDT et al., 2012). Ao invés de serem biossentitizados de novo
como os feroménios do tipo I, as estruturas do tipo Il sdo produzidas a partir de
componentes dietarios, particularmente dos acidos linoleico e linolénico, com modificagdes
posteriores a partir de descarboxilases e dessaturases, além de outras enzimas que atuam no
alongamento ou encurtamento da cadeia e na epoxidacdo das insaturacdes (STANLEY-
SAMUELSON et al., 1988). Outro aspecto crucial é que os hidrocarbonetos de tais
moléculas ndo séo produzidos nas glandulas feromonais, mas sim em células denominadas
enocitos e sdo posteriormente transportados por meio da hemolinfa para a glandula
feromonal, na qual podem sofrer modificacdes adicionais e de onde sdo liberados
(MATSUOKA et al., 2006).

Lofstedt e colaboradores (2016) recentemente propuseram mais duas categorias de
feroménios com base no aspecto biossintético, a saber, tipo 11l e tipo 0. Visto que os dois
primeiros grupos citados anteriormente apresentam moléculas derivadas de acidos graxos
de cadeias lineares, o tipo Il compreende estruturas contendo uma ou mais ramificacdes
metilicas (LOFSTEDT; WAHLBERG; MILLAR, 2016). Em adicdo, os feromonios tipo Il
sdo sintetizados de novo nos endcitos (SCHAL; SEVALA; CARDE, 1998). No que
concerne a biossintese, ha evidéncias que suportam o fato de que a producéo de estruturas
com ramificacdo metilica na posi¢cdo 2 da cadeia tém origem biossintética em aminoacidos
ramificados, como leucina (CHARLTON; ROELOFS, 1991) e valina (JURENKA;
SUBCHEV, 2000). Contudo, quando a ramificacdo se encontra em uma posicao diferente,
acredita-se que a via de biossintese de &cidos graxos esteja envolvida, de modo que as
ramificacGes sdo resultantes do emprego de metilmalonil-CoA ao invés de malonil-CoA
(BLOMQUIST et al., 2010).

Os feromdnios tipo 0 consistem em &lcoois secundérios e cetonas com 7 a 9 4tomos
de carbono, que sdo produzidos e armazenados nas glandulas do sternum V em
lepidopteros primitivos da familia Eriocraniidae e em tricopteros (LOFSTEDT;
WAHLBERG; MILLAR, 2016). Embora a origem biossintética desses componentes nao
esteja clara, evidéncias apontam a auséncia de uma dessaturase de cadeia curta e indicam

precursores insaturados de cadeia longa (SONG et al., 2014).
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Por fim, alguns feromodnios ndo estdo relacionados a nenhum dos padrdes
estruturais citados anteriormente, incluindo, de forma representativa, ésteres de propionato
de alcoois secundarios da espécie Barsine expressa, da tribo Lithosiinae da familia
Arctiidae (FUJII et al., 2013) e cetonas insaturadas em Orgyia spp. na subfamilia
Lymantriinae (GRANT et al., 2003; GRIES et al., 1997, 1999; SMITH; DATERMAN;
DAVES, 1975). Ainda, algumas espécies utilizam como feromoénios compostos de origem
biossintética terpenoide, como no caso do (E3,E6)-a-farneseno na espécie Hemithea
tritonaria da familia Geometridae (YAMAKAWA et al., 2011). Com finalidade ilustrativa,
alguns exemplos de feromonios com diferentes categorias estruturais foram agrupados na

Figura 2.1.

Os coleodpteros compreendem a ordem de insetos com maior numeros de espécies
atualmente conhecidas, com mais de 350.000 representantes catalogados nos mais variados
habitats (SCHULZ, 2004b). A diversidade bioldgica desses organismos € espelhada na
diversidade estrutural dos feromdnios de agregacéo e seuxais produzidos por esses insetos,
que englobam desde estruturas aciclicas ramificadas e funcionalizadas, até compostos
ciclicos de lactonas, macrolideos e heterociclos de oxigénio que sdo provenientes do
metabolismo de &cidos graxos ou terpenoides (BLOMQUIST; VOGT, 2003).

De forma similar a biossintese de lepiddpteros, a rota de producdo de acidos graxos
esta envolvida na geracdo de varios feroménios de coledpteros. A sequéncia caracteristica
de reacGes que envolvem o alongamento ou encurtamento desses derivados de unidades de
acetato ativadas resultam em compostos nao ramificados de cadeia longa. Contudo, durante
a formacdo de cadeias, a retencdo de ligacdes duplas e grupos funcionais contendo
oxigénio, ou a introducdo de grupos funcionais no curso de reagfes secundarias podem
formar moléculas complexas, incluindo estruturas ciclicas e biciclicas. Ainda, a
substituicdo das unidades de acetato por propanoato ou metilmalonato durante a contrucéo
da cadeia gera produtos com ramificac6es metilicas (FRANCKE; DETTNER, 2004).
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Figura 2.1 Classes de feromonios de acordo com os padrdes bioquimicos e estruturais.
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Estudos mostram que components feromonais em coledpteros sdo produzidos por

biossintese de novo ou através da modificacdo de monoterpenos, como nerol e geraniol,
obtidos a partir da dieta (VANDERWEL; OEHLSCHLAGER, 1987). Além disso, o local
que a biossintese ocorre € altamente variavel e dependente da familia em questdo. Contudo,
hd predominancia das glandulas abdominais como sitio de producdo feromonal, com
poucas excecBes documentadas. Por exemplo, em algumas espécies de Scotylidae, a
producdo e armazenamento dos componentes feromonais ocorre em glandulas localizadas
nos palpos vaginais, enquanto que em Triboleum castaneum, incluido na

familiaTenebrionidae, a biossintese ocorre no fémur protoracico (TILLMAN et al., 1999).

2.2.1 A cultura do cajueiro e a Anthistarcha binocularis

A terceira estimativa de 2018 para a safra nacional de cereais, leguminosas e
oleaginosas da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) prevé uma producdo de

133,2 mil toneladas de castanha-de-caju. Apesar de ndo figurar entre as principais culturas do
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pais, a cajucultura no Brasil estd concentrada no Nordeste e possui elevada importancia
socioecondmica para a Regido, principalmente para o semiarido por gerar postos de trabalho e
renda na época mais seca do ano. As agroindustrias beneficiadoras de castanha também séo

importantes geradoras de empregos diretos e indiretos (VIDAL, 2017).

Além dos problemas estruturais da cadeia produtiva e da forte estiagem pela qual tem
passado 0 Nordeste desde 2012, varias pragas provocam perdas as culturas ja fragilizadas.
Entre elas, as lagartas de Anthistarcha binocularis provocam murcha e secamento dos ramos e
inflorescéncias, impedindo a emissdo de novas folhas e flores e causando grandes prejuizos na
producdo (TEIXEIRA et al., 1991). Do ponto de vista econdmico, o0 ataque da A. binocularis
gera maior prejuizo quando ocorre na época de floracao e frutificacdo, pois nesse periodo tem
efeito direto sobre a producdo dos frutos e da castanha (MELO et al., 1992).

A mariposa A. binocularis esta inserida na familia Gelechiidae, que contém
atualmente mais de 4.500 espécies, muitas das quais causam injurias a culturas importantes
por todo o mundo devido as altas densidades populacionais. No Brasil, as espécies de
importancia econdmica incluem Anticarsia gemmatalis (soja, amendoim, ervilha, feijdo-
vagem, feijdo), Pectinophora gossypiella (algoddo), Stegasta bosquella (amendoim),
Sitotroga cerealella (arros, milho, cevada, centeio, trigo e sorgo armazenados), Bonagota
cranaodes (macd), Phthorimaea operculella (batata, berinjela, pimentdo, tomate), Anacampsis
phytomiella (caju) e Tuta absoluta (tomate) (MAPA, 2018).

Vaérios feroménios sdo conhecidos dentro da familia Gelechiidae. Majoritariamente,
esses componentes consistem em estruturas do tipo I, sendo, alcoois, acetatos e aldeidos
derivados dos acidos palmitico e estedrico a partir dos processos estabelecidos em paréagrafos
anteriores. Contudo, LoOfstedt (2016) aponta para o fato da existéncia de componentes
feromonais incomuns, como no caso de E4,Z7-13Ac e E4,Z27,210-13Ac na traca-da-batatinha,
Pthorimaea operculella, além de E3,Z8,Z11-14Ac e E3,Z8-14Ac na traga-do-tomateiro, Tuta
absoluta. Apesar das funcionalidades quimicas peculiares para feromdnios do tipo I, as
cadeias contendo numeros impares de atomos de carbono, bem como as posicdes e a
configuracdo E das ligacGes duplas ndo tem precedentes nessas vias biossintéticas, podendo

ser derivados do &cido linolénico ou linoleico.
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2.2.2 A cultura da cana de agUcar e a Hyponeuma taltula

Atualmente o Brasil é o maior produtor e exportador de agucar, fruto de uma industria
canavieira consolidada e da grande area cultivada no pais (CNA, 2018). O Brasil produziu
633,26 milhdes de toneladas cana-de-aclcar na safra 2017/2018, de modo que a maior porcao
dessa producdo estd concentrada na regido Sudeste, com 417,47 milhdes de toneladas, em
contraste com os 41,14 milhdes de toneladas da regido Nordeste, conforme (CONAB, 2018).
A quantidade total de sacarose gerada a partir da moagem da cana é empregada na producao
de acUcar e de etanol, o que resultou respectivamente na producdo de 37,87 milhdes de
toneladas e 27,76 bilhdes de litros nesse mesmo periodo. O valor estimado da cadeia do
agronegocio de cana para o PIB de 2017 foi de 156 bilhes de reais, o que correspondeu a
aproximadamente 0,36% do PIB do Brasil em 2017 (CEPEA; CNA, 2017; IBGE, 2018).

O ultimo levantamento sobre o impacto econdmico de pragas revelou que ocorre uma
perda superior a 4,5 milhdes de dolares em virtudes de danos diretos de pregas da cana-de-
acucar, além de resultar em consumo de pesticidas que implica em um gasto de
aproximadamente 262 mil ddlares (OLIVEIRA et al., 2014). Dentre as pragas de importancia
para o cultivo cana, destacam-se Diatraea flavipennella, Diatraea saccharalis, Elasmopalpus
lignosellus, Hyponeuma taltula, Mahanarva fimbriolata, Mahanarva posticata, Metamasius

hemipterus, Migdolus fryanus, Sphenophorus levis e Telchin licus (GARCIA, 2013).

A Hyponeuma taltula é uma praga amplamente distribuida em todas as regides
brasileiras onde a cultura da cana é prevalente (ZENKER et al., 2007). Algumas preocupa¢des
crescentes sobre a H. taltula surgiram nos ultimos anos devido ao recente aumento na
importancia das perdas econémicas provocadas por pragas do solo em geral. Como as
questBdes ambientais levaram a adocao de procedimentos mecanicos de colheita e a eliminagéo
gradual da queima da palha da cana-de-agUcar, conforme a Lei 11.241/2002, a permanéncia
da palha sobre o solo resulta em aumento da umidade local e favorece a proliferacdo de

pragas de solo, como a H. taltula (Gallo et al. 2002).

Os ultimos avangos na filogenia de lepidopteros permitiram o enquadramento de
varias espécies que produzem feroménios do tipo Il dentro da familia Erebidae, em que a H.
taltula esta inserida (ZAHIRI et al., 2010, 2012). Em uma investigagdo acerca da ecologia
quimica dessa espécie, foi comprovado que um feroménio produzido pelas fémeas é
responsavel por mediar seu comportamento sexual, de modo que algumas moléculas presentes

nos extratos das glandulas sexuais foram identificados com base em espectrometria de massas
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e propostos como candidatos, incluindo Z23,26,29-21:H e Z3,26,ep09-21:H, estruturas tipicas
de feromonios tipo Il (TRIANA, 2015)

Lofstedt (2016) reconhece que as subfamilias Catocalinae, Calpinae e Hypeninae de
Erebidae formam um clado com componentes representantes de feroménios dos tipos Il e 1ll,
enquanto as outras trés subsfamilias de que se dispGe de informagGes sobre feromdnios,
Herminiinae, Lymantriinae e Arctiinae, formam um grupo irmdo com apenas estruturas do

tipo Il e outras ainda néo classificadas.

2.2.3 A cultura do coqueiro e 0 Rhynchophorus palmarum

Apesar de ndo ser proeminente dentro do cenario nacional, a produgdo do coco tem
alta relevancia nas regides Nordeste e Norte do Brasil. Em 2016, foram mais de 234 mil
hectares plantados e uma producao de maior que 1,7 milh&o de toneladas (IBGE, 2016).

Em Cocos nucifera, destaca-se o Rhynchophorus palmarum como uma das
principais pragas dessa espécie. O dano devastador causado pelo coledptero resulta do
ataque direto ao vegetal e da transmissdo do nematddeo responsavel pela doenca do anel
vermelho, Bursaphelenchus cocophilus (OEHLSCHLAGER et al., 1993).

O R. palmarum pretence a familia Curculionidae, que compreende os besouros
conhecidos como gorgulhos. A maior parte dos feromdnios encontrados em representantes
dessa familia consistem em feroménios de agregacdo de longo alcance produzidos por
machos. Algumas caracteristicas estruturais sdo peculiares a algumas subfamilias. Por
exemplo, componentes feromonais com padrdes de monoterpenoides ciclicos séo
encontrados em Curculioninae, Cryptorhynchinae e Pissodinae. Por outro lado, alcoois
secundéarios com ramificacGes metilicas sdo comuns em Rhynchophorinae (BLOMQUIST;
VOGT, 2003).

A subfamilia Rhynchophorinae tem grande relevancia em ecologia quimica ja que
varias pragas afetam culturas de importdncia econdmica, como cana-de-agucar
(Metamasius hemipterus) (RAMIREZ-LUCAS et al., 1996), além de palmas de coco e de
oleo (R. palmarum e Rhynchophorus ferrugineus) (BOARI et al., 2016; SOROKER,;
COLAZZA, 2017).

Em Rhynchophorus spp., varios alcoois secundarios com ramificacbes metilicas
foram identificados como feromdnios de agregacdo produzidos por machos. O feromonio
de agregacgdo de R. palmarum, (2E,4S)-6-metil-2-hepten-4-ol, denominado comumente de



rincoforol, foi descrito em 1991 e desde ent&o tem sido empregado na coleta massal e no
monitoramento da praga (ROCHAT et al., 1991). De forma anéloga, o &lcool (4S,5S)-4-
metil-5-nonanol foi identificado em R. ferrugineus, assim como em M. hemipterus
(HALLETT et al, 1993; RAMIREZ-LUCAS; ROCHAT; ZAGATTI, 1996).
Adicionalmente, (4S,5S)-5-metil-4-octanol foi identificado como feromé6nio de
Rhynchophorus cruentatus (WEISSLING; PEREZ; OEHLSCHLAGER, 1994), enquanto
seu isdmero, (3S,4S)-3-metil-4-octanol, foi reportado em Rhynchophorus phoenicis
(GRIES et al., 1993).

Diferentemente de lepiddpteros, os coledpteros geralmente ndo sdo sensiveis a
presenca de estereoisOmeros ndo naturais de seus feromonios, uma vez que as misturas
racémicas mostraram-se ativas. A consequéncia dessa observacao é a facilidade de seu uso
no manejo integrado de pragas em larga escala, j& que uma metodologia de sintese
enantiosseletiva ndo precisa ser utilizada para a obtencdo de uma mistura feromonal
funcionalmente aplicavel no campo, além de reduzir o custo e a complexidade de producéo
(FRANCKE; DETTNER, 2004).

Apesar do longo intervalo desde sua descoberta, apenas algumas poucas
metodologias sintéticas foram aplicadas na elaboracao do rincoforol. O primeiro relato foi
da utilizagdo de uma sintese quimioenzimatica utilizando propino e 3-metilbutanal como
produtos de partida em um procedimento que envolvia sete etapas (Esquema 2.1) (MORI;
ISHIGAMI, 1992). A resolucdo enzimatica em duas etapas € o processo chave para 0
enriquecimento enantiomérico, com rendimento global de 6,6% com base no carbinol

racémico e 98% de excesso enantiomérico (e.e.).
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Em sintese posterior, um procedimento quimioenzimatico também foi empregado para

a obtencdo do rincoforol. A estratégia difere levemente daquela empregada por Mori

colaboradores (1992) pelo uso de uma enzima diferente. Além disso, 0 método tem origem

e

no

acetileno ao invés do propino, de modo que uma reacdo de alquilacdo é realizada em uma

etapa adiante para a construcdo da extremidade alilica da molécula. O rendimento global foi

de 12,3% com excesso enantiomérico superior a 99% (MARQUES et al., 2008).
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Esquema 2.1 Sintese quimioenzimatica do rincoforol conforme Mori et al. (1992) e Marques et al

OH OAc
_a . b
X AN
() (%)
C

OH
() n-BuLi, THF; (b) Ac20, CsHsN; (c) Lipase A (Amano), pH 7,5, tampao fosfato, 20% de metanol aquoso;
(d) DNBCI, DMAP, CsHsN; (e) K,COs, MeOH/DCM:; () LiAlH4, THF.
OH OAc
_ _ a b :
pr— + —_—
@] %
(%)

(a) n-Buli, 02C, THF; (b) Novozima 435, acetato de vinila, hexano; (c) K2COs, metanol aquoso; (d) n-Buli, -78°C,
TMEDA, Et20, e entdo CHsl; (e) LiAlHs, THF.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Sintetizar os componentes feromonais das pragas de interesse econdémico Anthistarcha

binocularis, Hyponeuma taltula e Rhynchophorus palmarum.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar ambos os diastereoisomeros do 6-dodecen-1-ol e seus derivados
acetatos;

e Sintetizar uma mistura contendo o (Z,Z,2)-3,6,9-henicosatrieno e seus
derivados monoepoxidos;

¢ Avaliar uma metodologia para sintese enantiosseletiva do rincoforol,;

e Comparar os dados espectrométricos e cromatograficos dos compostos

sintetizados com o0s dos compostos naturais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As anélises foram executadas em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrdmetro de
massas Shimadzu QP-2010 Ultra, equipado com coluna NST-5 (30m x 0,25mm d.i. X 0,25um
NanoSeparation Tecnology®) e operando com modo de ionizagcdo por impacto de elétrons a
70 eV com varredura entre 35 a 400m/z. As amostras foram injetadas em modo split em um
volume de 1 uL e eluidas sob um fluxo de 1,2 mL/min de hélio. A temperatura inicial foi
mantida em 50°C por 5 minutos, sendo posteriormente elevada em uma rampa de 8°C/min até
280°C, na qual foi mantida por mais 5 minutos. A fonte de ions se manteve constante a 200°C
e a interface a 250°C. A caracterizacdo dos compostos foi feita pela analise de seu padréo de

fragmentacgéo do espectro de massas.

4.2 Cromatografia gasosa em fase quiral

As andlises foram realizadas em cromatografo gasoso (Schimadzu, CG-2010) com
uma coluna NST-5 (30m x 0,25mm d.i. x 0.25um) por injecdo em modo splitless de 1 uL de
solucgdes dos alcoois e acetatos (50 ppm) a 250°C usando hidrogénio como géas de arraste sob
um fluxo de 1,1 ml/min. A temperatura inicial foi mantida em 50°C por 5 minutos, sendo
posteriormente elevada em uma rampa de 8°C/min até 240°C, na qual foi mantida por mais 10
minutos. O detector de ioniza¢do em chama operou a 300°C.

Para a comparacdo do epoxido, o cromatografo foi equipado com uma coluna Rt-
BDEXm (30m x 0,25mm d.i. x 0.25um, Restek®). A injecdo de uma solucdo a 1.000 ppm foi
realizada em modo Split (razdo de 100 partes) a 220°C e a corrida se desenvolveu sob um
fluxo de 0,34 mL/min. O detector de ionizacdo de chama (FID) operou a 220°C e a
temperatura inicial foi de 100°C, com uma rampa posterior de 5°C/min até 200°C,

temperatura que foi mantida por mais 60 minutos.

Para a analise do rincoforol, uma coluna a-DEX 120 (30m x 0,25mm d.i. x 0.25um,
Supelco®) foi utilizada. Uma solu¢do do material sintético a 1.000 ppm foi realizada em
modo Split (raz&o de 100 partes) a 200°C e a corrida se desenvolveu sob um fluxo de 1,06
mL/min. O detector de ionizacdo de chama (FID) operou a 200°C e a temperatura inicial da

corrida foi de 50°C, com uma rampa posterior de 1°C/min até 120°C.
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4.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) empregam um sistema Shimadzu
composto por uma bomba LC-10ADvp, injetor manual RHEODYNE e detector de arranjos
de fotodiodos SPD-M10Avp, operando em 235 nm. Uma coluna de ODS (Aldrich®) com
diametro de 4,6 mm x 25 cm de comprimento foi utilizada. A separacdo foi executada por
eluicdo 3,5% de agua em MeOH a um fluxo de 1,0 ml/min e 13 fracbes de volume variavel
foram coletadas de acordo com a passagem do analito pelo detector. Em cada corrida, 100
microlitros de uma solucdo a 1 mg/mL da mistura de epdxidos foram injetados, totalizando 39

repeticoes.

4.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN de 'H a 400 MHz e *C a 100 MHz foram obtidos em
espectrometro BRUKER DPX-500 em solucdo de CDCIs no Laboratério Ressonancia
Magnética Nuclear da UFAL. O sinal residual do solvente ndo deuterado foi utilizado como
referéncia interna para calibracdo dos deslocamentos quimicos (8) dos espectros, que foram
obtidos como partes por milhdo. As constantes de acoplamento (J) foram expressas em Hertz
(Hz) e as multiplicidades dos acoplamentos foram designadas pelas letras iniciais como
simpleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t) e multipleto (m).

4.5 Preparo de reagentes

Quando necessario, os reagentes e solventes utilizados nas reaces e purificacbes

foram tratados por métodos descritos na literatura.

4.5.1 Manganato de bario

A uma suspensao quente (80°C) de 12,7 g hidréxido de bario octaidratado (1 eq., 40,5
mmol) em 600 mL de &gua deionizada e agitada vigorosamente, foi adicionada uma solugéo
de 6,4 g de permanganato de potéassio (1 eq., 40,5 mmol) em 100 mL de &gua. O recipiente da
solucéo de permanganato foi lavado duas vezes com 25 mL de agua destilada e o lavado foi
adicionado a suspensédo da base. Em seguida, uma solucdo contendo 6,7 g iodeto de potassio
(1 eq., 40,5 mmol) em 15 mL de agua foi acrescentada, seguida por mais 15 mL da agua de
lavagem do recipiente dessa mesma solucdo. Apos 3 horas de agitacdo a 80°C, a suspensao foi
arrefecida até a temperatura ambiente e o precipitado de cor escura foi filtrado em funil de
Buchner e lavado com 1.000 mL de agua destilada. O material foi entdo seco em estufa a
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100°C por 18 horas e foi pulverizado em gral, resultando em BaMnO4 como um pd amorfo

de cor escura, com rendimento igual a 95%.

4.6 Sinteses

As reacOes foram monitoradas por meio de cromatografia em camada delgada, com
placas (2 cm x 5 cm) de silica gel 60G em aluminio e misturas contendo 5 a 20% de AcOEt
em hexano como eluentes. As placas foram reveladas com solugdo de vanilina a 3% em

mistura de etanol e &cido sulfurico na proporg¢éo de 98,5:1,5.
4.6.1 Sintese dos acetatos de (Z)- e (E)-6-dodecenila

4.6.1.1 5-Bromopentan-1-ol (8)

Br\/\/\/OH
(8)

Em um bal&o de trés bocas foram inseridos 20 mL de THP e o material foi submetido
a aquecimento com refluxo. Nesse ponto, 0 0,72 mL (6,36 mmol) de HBr foi adicionado e a
reacao foi deixada sob refluxo com agitacdo por 24 horas. O meio reacional foi lavado 2 vezes
com 20 mL de uma solugdo saturada de NaHCO3z e 1 vez com 20 mL de solucéo saturada de
NaCl. A fase orgénica foi entdo seca com Na;SOs4 e posteriormente concentrada para
recuperar o0 THP em excesso. ApGs concentrar em evaporador rotatério, foram recuperados
1,16 g de uma mistura contendo 1,5-dibromopentano e 5-bromopentan-1-ol, na proporcao de
3:7.

Para a separacdo da mistura por cromatografia, uma coluna de 2 cm de diametro foi
utilizada e empacotada com 20 g de silica gel com granulometria 60-100 mesh, sendo
condicionada com hexano. Entdo, 1,1 g do material foi dissolvido em 1 mL de uma mistura
contendo 5% de acetato de etila em hexano. Apos a saida do volume morto (~35 mL), o
bromopentanol foi detectado em CCD com 5% de acetato em metanol (rf = 0,28) e revelado
com uma solucéo de sulfato cerico a partir da fracdo 7 (volume de coleta das fragcdes: 8 mL).
Nesse ponto do procedimento, o haloalcool foi eluido com 20% de acetato de etila em hexano,

rendendo 590 mg (3,5 mmol) do haloalcool, com 55% de rendimento.

RMN de *H (400 MHz, CDCls, ppm): & 1,59 — 1,65 (m, 4 H); 1,92 (m, 2H); 3,44 (t, J 6,8
Hz, 2 H): 3,68 (t, J 6,3 Hz, 2H).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls, ppm): & 24,4; 31,8; 32,5; 33,7; 62,6.
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EM (70 eV; m/z; abundancia relativa %): 150 (7,63); 148 (8,18); 69 (75,5); 43 (100).

4.6.1.2 2-(5-Bromopentiloxi)tetraidro-2H-pirano (9)

0]

Br\/\/\/OU
(9)

Em um baldo de 25 mL, foram colocados 558 mg (1 eq., 3,3 mmol) do 5-
bromopentan-1-ol e 15 mL de DCM. A solucdo foi colocada em banho de gelo por 10
minutos e, em seguida, 335 vL de DHP (1,1 eq., 3,7 mmol) foram inseridos juntamente com 3
mg de p-TsOH (1% mol). A mistura reacional permaneceu sob agitagdo por 30 minutos em
banho de gelo e por 3 horas a temperatura ambiente, ap6s as quais 0 0 meio foi diluido com
50 mL de AcOEt e lavado 2 vezes com 20 mL de uma solucédo saturada de NaHCO3 e uma
vez com 20 mL de solugéo saturada de NaCl. A fase organica foi entdo seca em Na,SO4 e
posteriormente concentrada em evaporador rotatério. O material foi purificado por
cromatografia liquida em uma coluna de 2,5 cm de didametro contendo 10 g de silica gel 60-
100 mesh e eluida com hexano, resultando em 643 mg (2,6 mmol) do haloalcool protegido

como um 6leo incolor (77% de rendimento).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): & 1,36 — 1,95 (m, 12 H); 3,36 — 3,55 (m, 4 H); 3,71 —
3,92 (M, 2 H); 4,59 (s, 1 H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls, ppm): § 19,7; 25,4; 28,0; 29,5; 30,7; 32,7; 33,9; 62,4; 67,4;
98,9.

EM (70 eV; m/z; abundancia relativa %): 151 (6,60); 149 (7,23); 85 (100); 69 (62,61); 41
(59,45).

4.6.1.3 2-(Dodec-6-in-1-iloxi)tetrahidro-2H-pirano (10)

\/\/\/\/voo
|®

Em um baldo de 25 mL, foram adicionados 10 mL de THF anidro e 441 mg (2 eq., 4,6

(10)

mmol) de heptino. A solugdo foi colocada em banho a -40°C por 15 minutos. Apds esse
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tempo, 2,07 mL (2,25 eq., 5,2 mmol) de uma solugdo de n-BuLi foi inserida gota a gota e
entdo a reacdo foi deixada sob agitacdo por 30 minutos nessa temperatura. Posteriormente, o
material foi colocado em banho de gelo por uma hora e uma solucéo do haloalcool protegido
(1,5 eqg., 3,4 mmol) em 800 vl (2 eq., 4,6 mmol) de HMPA e 1 mL de THF anidro foi
acrescentada gota a gota. A mistura reacional permaneceu em banho de gelo por mais 3 horas
e entdo a temperatura ambiente por 12 horas. O meio foi tratado em seguida com 10 mL de
solugéo saturada de NH4Cl aquoso por 15 minutos e procedeu-se com diluicdo da mistura
com 30 mL de AcOEt. A fase organica foi lavada uma vez com 20 mL de &gua e entdo a fase
aquosa foi extraida 2 vezes com 20 mL de AcOEt. As fases organicas combinadas foram
lavadas 6 vezes com 30 mL de H20O e 1 vez com 30 mL de solucdo saturada de NaCl. Apos
secar em Na>SO4 e concentrar sob pressdo reduzida a 45°C, para remover o solvente e 0
heptino em excesso, foi obtido um rendimento de 684 mg. O material foi purificado por
cromatografia liquida em uma coluna de 2,5 cm de didametro contendo 15 g de silica gel 60-
100 mesh e eluida com hexano, resultando em 684 mg (2,7 mmol) do produto de interesse

(74% de rendimento) como um 6leo incolor.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3, ppm): & 0,91 (t, J 6,8 Hz, 3 H); 1,30 — 1,58 (m, 18 H); 2,12
2,20 (M, 4 H); 3,38 — 3,55 (M, 2 H): 3,72 — 3,92 (m, 2 H); 4,59 (s, 1 H).

RMN de $3C (100 MHz, CDCls, ppm): & 13,9; 18,6; 18,7; 19,67; 22,2 22,3; 25,5; 28,8; 29,0;
29,3; 30,7, 31,0; 62,3; 67,5; 79,9; 80,3; 98,8.

EM (70 eV; m/z; abundancia relativa %): 266 (0,27); 209 (2,12); 195 (7,87); 135 (2,00);
109 (19,11); 95 (31,68); 85 (100); 67 (67,84); 55 (74,18); 41 (49,95).

4.6.1.4 Dodec-6-in-1-ol (11)

\/\/\/\/VOH
(11)

Em um baldo de 25 mL foram colocados 93 mg (0,2 eq., 0,48 mmol) de p-TsOH e 12
mL de MeOH. Sob agitacdo a temperatura ambiente, inseriu-se uma solucao de 640 mg (1 eq.,
2,4 mmol) do alcool protegido em 1 mL de MeOH, deixando a reagdo permanecer sob
agitacdo por 5 horas. A mistura foi entdo diluida com 50 mL de AcOEt e lavada 3 vezes com
20 mL de uma solugéo saturada de NaHCO3 e uma vez com 20 mL de solugéo saturada de

NaCl. Apos secar com NaxSOg, filtrar e concentrar em emvaporador rotatorio, o material foi
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purificado por cromatografia liquida em uma coluna contendo 10 g de silica gel 60-100 mesh
e usando-se como eluentes hexano seguido por uma mistura de 5% de acetato de etila em
hexano. Foram obtidos 420 mg (2,3 mmol) do produto como um o6leo de coloracdo amarela
(96% de rendimento).

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3, ppm): & 0,91 (t, J 7,0 Hz, 3 H); 1,30 — 1,63 (m, 14 H); 2,12
— 2,22 (m, 3H); 3,67 (t, J 6,6 Hz, 2 H).

RMN de '3C (100 MHz, CDClIs, ppm): & 13,9; 18,7; 22,2; 24,9; 28.8; 28,9; 31,0; 32,3; 62,9;
79,8; 80,5.

EM (70 eV; m/z; abundancia relativa %): 135 (3,22); 108 (14,45); 93 (59,51); 79 (90,35);
67 (100); 55 (75,25); 41 (68,78).

4.6.1.5 (Z)-Dodec-6-en-1-ol (1)

PV e NP YL

Em um baldo de 25 mL, foram inseridos 20 mg (0,09 eq., 0,19 mmol) de catalisador
de Lindlar, 10 mL de MeOH e 408 mg (1 eq., 2,2 mmol) do dodeci-6-in-1-ol. A reacdo foi
colocada sob agitacdo e hidrogénio gasoso foi inserido com auxilio de uma bexiga de
borracha acoplada a uma pipeta de pasteur através de um septo. Apds 24 horas de reacdo, a
suspensdo foi filtrada e o papel de filtro foi lavado com AcOEt. A fase orgéanica foi
concentrada em evaporador rotatério, resultando em 380 mg (2,1 mmol) de (Z)-dodec-6-en-1-
ol como um 6leo amarelo (92% de rendimento) ap6s purificacdo por cromatografia em silica
gel com 5% de AcOEt em hexano. O rendimento global obtido para essa molécula foi de
27,7%.

RMN de H (400 MHz, CDCls, ppm): 8 0,91 (t, J 7 Hz, 3 H): 1,28 — 1,40 (m, 10 H); 159 —
1,64 (m, 2 H); 2,01 — 2,08 (m, 4 H); 3,67 (t, J 6,7 Hz, 2 H); 3,75 (s, 1 H); (5,34 — 5,41 (m, 2
H).

RMN de *3C (100 MHz, CDCls, ppm): & 14,1; 22,6; 25,4; 27,1; 27,2; 29,4; 29,5; 31,5; 32,7;
63,0; 129,5; 130,2.

EM (70 eV; m/z; abundancia relativa %): 166 (3,06); 138 (3,53); 109 (14,52); 95 (47,72);
82 (59,43); 67 (100); 44 (81,10); 41 (61,79).
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4.6.1.6 Acetato de (Z)-dodec-6-em-1-ila (2)

— OY

0]

(2)

Em um baldo de 25 mL foram acrescentados 183 mg (2 eg., 1,8 mmol) de anidrido
acetico, 219 ul (3 eq., 2,7 mmol) de piridina e 166 mg (1 eq., 0,9 mmol) de alcool 1 em 10
mL de DCM. A reacdo foi deixada a temperatura ambiente sob agitacdo por 4 horas e a CCD
em 10% de acetato de etila em hexano mostrou o término da reacdo. O material foi diluido
com AcOEt (50 mL) e foi lavado 2 vezes 10 mL de HCIl a 1 M, 2 vezes com 10 mL de
NaHCOs a 2,5% e por fim 1 vez com 15 mL de solucdo saturada de NaCl. Apos secar em
Na>SOq, filtrar e concentrar em rotaevaporador, foram obtidos 160 mg (0,71 mmol) do acetato
como um Gleo incolor (78% de rendimento), ap6s purificacdo por cromatografia em silica gel

com 1% de AcOEt em hexano. O rendimento global obtido para essa molécula foi de 21,6%.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): 80,91 (t, J 7,0 Hz, 3 H); 1,28 — 1,41 (m, 10 H); 1,63
— 1,61 (M, 2 H); 2,00 — 2,06 (m, 4 H); 2,07 (s, 3 H); 4,07 (t, J 6,8 Hz, 2 H); 5,34 — 5,41 (m, 2
H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls, ppm): & 14,1; 21,0; 22,6; 25,5; 27,0; 27,2; 28,5; 29,3; 29,4;
31,5; 64,6; 129,4; 130,3; 171,3.

EM (70 eV; m/z; abundéancia relativa %): 166 (11,93); 138 (4,78); 109 (20,93); 95 (59,20);
82 (80,36); 67 (100); 61 (1,33); 43 (96,50); 41 (48,59).

4.6.1.7 (E)-dodec-6-en-1-ol (3)

\/\/\/\/\/\/OH

Em um baldo de 250 mL com trés bocas, foram pesados 80 g de NaOH (1 eq, 2 mol) e
uma coluna de vigreux, empacotada com 20 g (0,4 mol) de CaO seco, foi acoplada a vidraria.
Um segundo bal@o de 10 mL, com uma barra magnética no interior de uma cépsula de vidro,
foi colocado na outra extremidade da coluna por meio de um adaptador com duas juntas 14/20
e imerso em banho de acetona refrigerada com nitrogénio liquido até uma temperatura -70°C.

As outras entradas do baldo maior foram vedadas com septo de borracha e teflon. Entdo, com
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uma seringa, uma solucdo saturada de NH4Cl foi gotejada no bal&o contendo a base ao mesmo

tempo em que a vidraria era aquecida com pistola térmica.

Ap0s coletar 4 mL de aménia liquida no baldo menor, 120 mg de sédio metalico (27
eq., 5,2 mmol) foram acrescentados no baldo, apds remocdo momentanea do septo, e a
suspensdo foi agitada até que se notasse a completa dissolucdo do sodio, formando uma
solucgéo de coloracdo azul escura. Neste ponto, 25 mg (1 eq., 0,20 mmol) do dodec-6-in-1-ol
foram inseridos com uma micropipeta e 0 material foi deixado sob agitacédo a -70° por 3 horas
e entdo a -45°C com banho termostatico por mais 12 horas, apos as quais o banho foi
desligado, o septo foi removido e a mistura reacional permaneceu sob agitacdo até atingir a
temperatura ambiente, levando a evaporacdo da amonia. Com isso, 5 mL de THF foram
acrescentados, seguida pela adi¢éo gota a gota de 2 mL de H2O. A mistura foi transferida para
funil de separacédo, diluida com 30 mL de AcOEt e a fase organica foi entdo lavada 2 vezes
com 5 mL de H2O, uma vez com 5 mL de solugdo de NaCl e, posteriormente, foi seca com
Na.SO4 e concentrada sob pressdo reduzida, resultando em 21 mg de um 6leo de coloragéo
amarela. O material foi purificado em uma coluna de 1,2 mm de diametro, contendo 70 partes
de silica com granulometria 60-100 mesh, sendo eluido subsequentemente com hexano e
2,5% de acetato em hexano, para obter 15 mg (0,08 mmol) do (E)-dodec-6-en-1-ol com
rendimento igual a 42%. O rendimento global foi de 12,6% para essa molécula.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): 8 0,90 (t, J 7,1 Hz, 3 H); 1,27 — 1,40 (m, 10 H); 1,59
~1,63 (M, 2 H); 1,97 — 2,04 (m, 4 H): 3,66 (t, J 6,7 Hz, 2 H); 5,37 — 5,45 (m, 2 H).

RMN de C (100 MHz, CDCls, ppm): & 14,1; 22,5; 25,2; 29,3; 29,4; 31,4; 32,5; 32,6; 32,6;
63,1; 130,0; 130,7.

EM (70 eV; m/z; abundancia relativa %): 166 (3,21); 138 (3,42); 109 (13,61); 95 (46,21);
82 (64,65); 67 (100); 44 (4,76); 41 (71,57).

4.6.1.8 Acetato de (E)-dodec-6-en-1-ila (4)

= OY

(4) O

O procedimento executado foi similar ao anterior no que concerne ao preparo da
amonia e reacdo de reducdo. Contudo, apés 2 horas de reacdo a -45°C a mistura foi deixada a
-10°C e 5 mL de AcOEt foi inserido. O meio reacional continuou sob agitagdo por mais 30

minutos, apos 0s quais procedeu-se com a adi¢do gota a gota de 5 mL de H2O. A fase aquosa
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foi extraida 2 vezes com 10 mL de AcOEt e a fase orgénica foi seca em Na>SOa. Apos
concentrar em evaporador rotatorio, o material foi purificado em uma coluna de 1,2 mm de
diametro, contendo 70 partes de silica com granulometria 60-100 mesh, sendo eluido
subsequentemente com hexano e 2,5% de acetato em hexano, para obter o acetato de (E)-
dodec-6-en-1-ila com rendimento igual a 54%. O rendimento global para esse composto foi
de 16,2%.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): & 0,90 (t, J 7,1 Hz, 3 H); 1,26 — 1,41 (m, 10 H); 1,63
— 1,67 (m, 2 H):; 1,96 — 2,03 (m, 4 H); 2,07 (s, 3 H): 4,07 (t, J 6,8 Hz, 2 H), 5,36 — 5,45 (m, 2
H).

RMN de *3C (100 MHz, CDCls, ppm): & 14,2; 21,0; 22,5; 25,4; 28,4; 29,2; 29,3; 31,4; 32,4;
32,6; 64,6; 129,8; 130,8; 171,3.

EM (70 eV; m/z; abundéancia relativa %): 166 (12,79); 138 (4,77); 109 (20,13); 95 (62,97);
82 (82,05); 67 (100); 61 (1,42); 43 (91,53); 41 (46,31).

4.6.2 Sintese da mistura de (Z,2)-3,6-cis-9,10-epoxieneicosadieno, (Z,Z)-3,9-cis-6,7-
epoxieneicosadieno e (Z,2)-6,9-cis-3,4-epoxieneicosadieno

4.6.2.1 Acido (9Z,12Z,15Z)-Octadeca-9,12,15-trienoico (12)

— — _WOH

)

(12)

Para a hidrélise, foram inseridos 500 mL de uma solugdo a 15% (m/v) de NaOH em
MeOH em um baldo de um litro. Em seguida, acrescentou-se 25 g de dleo de linhaca e, apds 6
horas de refluxo sob agitacdo, a mistura reacional foi diluida com 1,5 L H>O. A fracdo aquosa
foi acidificada em por¢des de 400 mL com HCI aquoso a 1 M e extraida com 150 mL de
AcOEt. As fases organicas foram reunidas, secas com Na,SOg, filtradas e concentradas em
evaporador rotatorio para resultar em 18,45g de um 0Oleo amarelo contendo uma mistura de

acidos palmitico, estearico, oleico, linoleico e a-linolénico.

Para enriquecimento da mistura com o acido a-linolénico, 25 g da mistura contendo 0s
acidos foram solubilizadas em 1 L de acetona e o material foi deixado a -80°C por 12 horas,
apos as quais a suspensdo foi filtrada a frio e o solvente foi removido sob pressdo reduzida
para resultar em 11 g de um o6leo com coloragdo amarela e contendo apenas os &cidos

insaturados a-linolénico, linoleico e oleico.
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RMN de 1H (400 MHz, CDCls, ppm): & 0,97 (t, J 7,6 Hz, 3 H); 1,22 — 1,39 (m, 10 H); 1,58
—1,66 (M, 2 H); 1,99 — 2,12 (m, 4 H); 2,30 — 2,36 (M, 2 H); 2,76 — 2,74 (m, 4 H); 5,29 — 5,43
(m, 6 H).

RMN de C (100 MHz, CDCls, ppm): & 14,3; 20,5; 24,7; 25,5; 25,6; 27,2; 27,3; 29,0; 29,1;
29,1; 34,1; 127,1; 127,7; 128,2; 128,2; 130,2; 131,9; 179,9.

EM (70 eV; m/z; abundancia relativa %): [M]" 278 (1,78); 249 (1,09); 222 (3,68); 135
(7,32); 121 (10,58); 108 (31,55); 95 (42,74); 93 (41,27); 79 (100); 67 (78,09); 55 (29,92).

4.6.2.2 (92,12Z2,157)-Octadeca-9,12,15-trien-1-ol (13)

OH

(13)

Em um bal&o de 250 mL, foram colocados 1,7 g de LiAlIH4 (4 eq., 46 mmol) e 75 mL
de THF anidro. Uma solucéo de 3,2 g da mistura contendo os acidos insaturados (1 eq., 11,49
mmol, com base na massa do acido linolénico) em 50 mL de THF anidro foi inserida gota a
gota via funil de adicdo sob agitacdo a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds o término
da adicdo da solugdo, a mistura reacional foi levada a refluxo por 5 horas, ap6s as quais foram
adiocionados 25 mL de H>O com um funil de adicdo ao longo de 2 horas sob agitacdo em
banho de gelo. Em seguida, 100 mL de AcOEt foram acrescentados, a suspensdo foi agitada
por quinze minutos e a fase organica foi posteriormente transferida para funil de separacéo. A
fase aquosa foi extraida mais 2 vezes com 100 mL de AcOEt pelo mesmo procedimento e as
fases organicas reunidas foram subsequentemente tratadas com 150 mL de solucdo saturada
de NaCl. A fracdo organica foi entdo seca com Na>SO4 e o0 solvente foi finalmente removido
sob pressdo reduzida, gerando 2,51 g da mistura de alcoois como um 6leo amarelo (83% de

rendimento, com base na massa do alcool linolénico).

RMN de H (400 MHz, CDCls, ppm): & 0,97 (m, 3 H); 1,23 — 1,40 (m, 10 H); 150 — 1,61
(m, 2 H); 1,97 — 2,11 (m, 4 H); 2,67 — 2,85 (m, 4 H); 3,59 — 3,66 (m, 2 H); 5,27 — 5,44 (m, 6
H).

RMN de '3C (100 MHz, CDClIs, ppm): & 14,2; 20,5; 25,5; 25,6; 25,7; 27,2; 29,2; 29,3; 29,4;
29,5; 32,7, 63,0; 127,1; 127,6; 128,2; 130,3; 131,9.

EM (70 eV; m/z; abundancia relativa %): [M]" 264 (2,11); 208 (2,85); 135 (9,66); 108
(31,34); 95 (50,48); 93 (46,24); 79 (100); 67 (86,95); 55 (50,83).
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(32,62,92)-18-Bromooctadeca-3,6,9-trieno (14)

Br

(14)

Em um baldo foram inseridos 662 mg de NBS (2 eq., 3,73 mmol), 10 mL de DCM
seco e 0 material foi submetido a agitacdo em banho de gelo. Apds 15 minutos, foram
acrescentados 976 mg de trifenilfosfina (2 eq., 3,73 mmol). O material foi deixado sob
agitacdo por 15 minutos em banho de gelo e, entdo, uma solucdo de 500 mg da mistura de
alcoois (1 eg., 1,86 mmol com base no derivado do &cido oleico) em 10 mL de DCM anidro
foram inseridos via funil de adicdo em um sistema coberto com papel aluminio durante todo o
processo. A mistura reacional foi agitada em banho de gelo por 2 horas. Em seguida, foi
submetida a agitacdo a temperatura ambiente por uma hora e meia. Posteriormente, 2 mL de
MeOH foram adicionados no baldo reacional e a reacdo foi deixada por mais 2 horas. O meio
foi entdo diluido com 70 mL de AcOEt e a fase orgéanica foi lavada com duas vezes com 50
mL de H20, 50 mL de solucdo saturada de NaCl, seca em Na>SO4 e concentrada sob presséo
reduzida, resultando em um sélido de coloragdo marrom. O solido foi suspendido em 50 mL
de hexano e filtrado em um funil sinterizado contendo 20 g de silica. O filtro foi lavado mais
2 vezes com 50 mL de hexano e o solvente foi removido em em evaporador rotardrio para dar

352 mg (1,07 mmol, 57% de rendimento) do brometo 14 como um 6leo incolor.

RMN de H (400 MHz, CDCls, ppm): § 0,97 (m, 3 H); 1,24 — 1,49 (m, 52 H); 1,82 — 1,91
(m, 6 H); 1,99 — 2,13 (m, 11 H); 2,77 — 2,87 (m, 6 H); 3,40 — 3,45 (t, J 6,9 Hz, 6 H); 5,33 —
5,43 (M, 7 H).

RMN de C (100 MHz, CDCls, ppm): & 14,2; 20,5; 25,6; 27,2; 28,1; 28,7; 29,1; 29,3; 29,5;
29,6; 32,8; 33,9: 127,1; 127,9; 128,2; 129,7; 130,0; 131,9.

EM (70 eV; m/z; abundancia relativa %): 272 (4,81); 270 (4,42); 135 (6,84); 121 (9,64);
108 (40,39); 95 (44,96); 93 (38,20); 79 (100); 67 (81,86); 55 (36,45).

4.6.2.3 (32,6Z,9Z)-Henicosa-3,6,9-trieno (5)

5

Em um baldo de 25 mL, foram colocados 169 mg de Mg granulado (4 eq., 6,97 mmol)

e, apos vedar com septo, o material foi purgado com nitrogénio por 10 minutos e deixado em
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ultrassom por outros 10 minutos. Posteriormente, 10 mL de THF anidro foram adicionados,
sequidos pela adi¢do de 857 mg de bromopropano (4 eq., 6,97 mmol). A reacdo foi deixada

sob agitacdo por uma hora e meia para a formacéo do aduto.

Em outro baldo de 100 mL contendo 40 mL de THF seco e em banho de gelo, 500 mg
da mistura de haletos (1 eg., 1,53 mmol com base na massa do brometo 14 e 174 uL de uma
solucdo de Li,CuCls em THF a 0,1 M foram inseridos. Apds 15 minutos, o reagente de
Grignard, formado previamente, foi adicionado rapidamente até ocorrer mudanca da
coloracdo para azul escuro. Apés duas horas de reacdo em banho de gelo, a reagdo foi deixada
para aquecer gradativamente ao longo de mais 2 horas, chegando até 18 °C. Nesse ponto, 0
material foi tratado com 10 mL de uma solucdo de NH4Cl a 10%. A fase organica foi
separada e a aquosa foi extraida 2 vezes com 30 mL de AcOEt. A fase organica combinada
foi entdo seca em sulfato de sodio e concentrada sob presséo reduzida, resultando em 331 mg
de uma mistura de alcenos (75% de rendimento, com base no brometo 14) como um 0leo

verde claro.

EM (70 eV; m/z; abundancia relativa %): 234 (7,56); 135 (8,49); 108(50,80); 97 (35,57);
79 (100); 67 (68,02); 55 (56,15).

4.6.2.4 (Z,2)-3,6-cis-9,10-Epoxieneicosadieno (6)

/\:/E/\W/\/\/\/\/\/

o)

Em um baldo de 5 mL, foram inseridos 10 mg de mCPBA (1 eg., 0,6 mmol) e 1 mL de
DCM anidro. O baldo foi vedado com septo de borracha e purgado com nitrogénio. A solugédo
foi colocada em agitagcdo em banho de gelo por 15 minutos e, entdo, foi acrescentado uma
solugéo contendo 17 mg da mistura contendo o composto 5 (1 eg., 0,60 mmol com base no
composto 5) em 1 mL de DCM seco. A mistura permaneceu sob agitacdo em banho de gelo
por 1 hora e, posteriormente, a temperatura ambiente por mais 4 horas. Apos tal periodo, o
meio foi diluido com 15 mL de AcOEt e a fase organica foi lavada 2 vezes com 10 mL de
uma solucdo a 2,5% de NaHCOz. A fase organica foi seca com Na>SOg, filtrada, e o solvente
foi subsequentemente removido em evaporador rotatorio, resultando em 15 mg de um 6leo de
coloracdo amarela contendo uma mistura de monoepoxidos e diepoxidos. O material foi
purificado por CLAE, conforme descrito na subsec¢éo 4.3, resultando no composto 6 (2,7 mg,

8,81 umol) com 6,3% de rendimento.



114

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): & 0,90-098 (m, 6 H); 1,22 — 1,45 (m, 18 H); 1,56 —
1,65 (M, 2 H): 2,03 — 2,09 (M, 2 H); 2,15 — 2,22 (m, 2 H); 2,78 — 2,81 (m, 3 H); 2,91 — 2,94
(m, 1 H), 5,36 — 5,51 (m, 4 H).

RMN de C (100 MHz, CDCls, ppm): & 14,2; 20,5; 25,6; 27,2; 28,1; 28,7; 29,1; 29,3; 29,5;
29,6; 32,8: 33,9;: 127,1; 127,9; 128,2; 129,7; 130,0; 131,9.

EM (70 eV; m/z; abundancia relativa %): 183 (3,19); 122 (8,50); 108 (47,37); 93 (40,37);
79 (100), 67 (31,52); 55 (28,78).

4.6.3 Sintese do (2E,4S)-6-metil-2-hepten-4-ol
4.6.3.1(E)-6-metil-hept-2-en-4-ona (15)

4.6.3.1.1 Oxidagado com PCC

o)
)\)J\/\
(15)

Inicialmente, 2,1 g de PCC (1,5 eq., 10,0 mmol) foram incorporados em 2,7 g de
alumina e 1,3 g de CaCOs (2,0 eq., 13,3 mmol) e colocados em um baldo de 50 mL,
juntamente com 30 mL de DCM destilado com hidreto de célcio. O material foi colocado em
banho de gelo e permaneceu sob agitacdo por uma hora, que foi seguida pela adicdo gota a
gota de 856 mg (1 eq., 6,68 mmol) de rincoforol racémico. A reacdo foi deixada sob agitacdo
por 12 horas. O solvente foi entdo removido em rotavapor e acrescentou-se hexano. A
suspensao foi filtrada em um funil sinterizado contendo 24 g de florisil. O solido resultante no
baldo foi lavado mais 3 vezes com 30 mL de hexano e filtrado novamente, resultando em 600
mg (4,75 mmol, 47% de rendimento) da cetona 15 como um éleo marrom apds remoc¢édo do

solvente sob presséo reduzida.

4.6.3.1.2 Oxidagado com MnO>

Alternativamente, 1,7 g (12 eg., 19,55 mmol) de MnO; previamente tratado com &cido
nitrico e seco em estufa a 120 °C por 24 horas foi colocado em ultrassom com 10 mL éter de
petroleo por uma hora e meia. Entdo, 214 mg rincoforol racémico (1 eq., 1,67 mmol) foi
inserido e a mistura reacional foi colocada sob agitacdo a temperatura ambiente por 12 horas.

Nenhum produto foi formado. O meio reacional foi filtrado com papel filtro e o sélido foi
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lavado com DCM. A fase organica combinada foi concentrada sob pressdo reduzida, sendo
recuperado o produto de partida inalterado.

4.6.3.1.3 Oxidagdo com TEMPO

Em um bal&o de 100 mL, foram inseridos 15 mL de DCM e o material foi colocado
em banho de gelo. Apds 20 minutos, foram acrescentados subsequentemente 856 mg de
rincoforol racémico (1 eq., 6,68 mmol), 21 mg de TEMPO (2% mol, 0,13 mmol) e 79 mg de
KBr (0,1 eq., 0,67 mmol). Em um segundo banho de gelo, 14 mL de uma solucdo aquosa
saturada de NaHCOs foi misturada com 27 mL de solugdo aquosa de NaOCl a 2,5%. Em
sequida, a fase aquosa foi acrescentada gota a gota sobre a fase organica sob agitagédo
vigorosa em banho de gelo. A mistura foi entdo agitada por 3 horas na mesma temperatura,
depois das quais a CCD mostrou o consumo do produto de partida e em seguida a fase aquosa
foi separada da fase orgénica e extraida 2 vezes com 20 mL de DCM. As fases organicas
reunidas foram entéo lavadas 2 vezes com 30 mL de uma solugéo saturada de Na»>S>0z e 1 vez
com 30 mL de salmoura. Apds secar em sulfato de sodio, a fragdo organica foi concentrada e
0 Oleo de coloracdo amarela resultante foi analisado por CG-MS, mas ndo houve formacéo do

produto esperado.

4.6.3.1.4 Oxidacao de Swern modificada

Em um baldo de 25 mL foram colocados 863 mg de TCT (1,2 eq., 4,68 mmol) e 15
mL de THF. A solucdo foi submetida a agitacdo a -40°C e, ap6s 30 minutos, foram
acrescentados 1,4 mL de DMSO (5 eq., 19,5 mmol). Ap6s uma hora, 500 mg de rincoforol
racémico (1 eq., 3,9 mmol) foram inseridos e a mistura permaneceu sob agitacdo por mais 40
minutos nessa temperatura. Posteriormente, 2,2 mL de TEA foram adicionados (4 eq., 15,6
mmol) e a reacdo seguiu por mais 30 minutos, periodo apds o qual foi submetida a agitacdo a
temperatura por 5 horas. A mistura reacional foi tratada com 15 mL de uma solug&o saturada
de NH4CI e a fase orgéanica foi subsequentemente lavada com 20 mL de solucdo saturada de
NaHCO3 e 20 mL de salmoura. Apds secar em sulfato de sédio, o solvente foi removido em

evaporador rotatério, resultando em 53% da cetona 15.

4.6.3.1.5 Oxidagao com BaMnQOg4

A uma suspensdo de 20 g de BaMnOs (4 eq., 78 mmol) em 125 mL de DCM em
atmosfera inerte, foram acrescentados 2,5 g de rincoforol racémico (1 eq., 19,5 mmol). O

material foi deixado sob agitacdo a temperatura ambiente por 18 horas e entdo a mistura
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reacional foi filtrada em um funil sinterizado empacotado com 30 g de celite. O sélido no
baldo foi lavado mais 2 vezes com 100 mL de DCM e a suspenséo foi filtrada com celite.
Apds remocdo do solvente em evaporador rotatério, resultou em 1,8 g (14,26 mmol, 73% de

rendimento) da cetona 15 como um 0leo castanho.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): & 0,86 (d, J 6,7 Hz, 6 H); 1,83 (dd, Js 6,9 Hz, J4 1,7
Hz); 2,07 (m, 1 H); 2,32 (d, J 7,0 Hz); 6,05 (dd, J 15,8 Hz, J 1,7 Hz); 6,77 (dq, J 15,8 Hz, J
6,9 Hz).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls, ppm): & 18,1; 22,6; 25,1; 49,0; 132,3; 142,2; 200,3.

EM (70 eV; m/z; abundancia relativa %): 111 (17,75); 84 (21,62); 69 (100); 41 (37,83).

4.6.3.2 (2E,4S)-6-metil-2-hepten-4-ol (17)

OH
)\/k/\
(16)

Em um baldo de 10 mL foram adicionados 4 mL de THF e 45 uL de uma solucéo de
(R)-(+)-2-Metil-CBS-oxazaborolidina em THF a 1 M (4% mol). Entdo o meio reacional foi
agitado por 30 minutos a -40°C com atmosfera de nitrogénio, seguido pela adicdo
subsequente de 112 puL de uma solucéo de BH3-DMS em THF a 2 M (0,2 eq., 0,22 mmol) e
uma solucdo de 143 mg de rincoforona em 1,0 mL de THF seco (1 eq., 1,12 mmol) ao longo
de 3 minutos. O banho termostatico foi desligado para que a mistura fosse progressivamente
aquecida até a temperatura ambiente. Apo6s 3 horas horas, o material foi colocado em banho
de gelo e 1,0 mL de uma solucdo aquosa de HCI a 5% foi adicionado. A agitacdo foi
continuada por 30 minutos nessa temperatura e, entdo, por 30 minutos a temperatura
ambiente. A mistura reacional foi diluida com 15 mL de AcOEt e a fase organica foi lavada 2
vezes com 10 mL de H20 e 1 vez com 10 mL de solucédo saturada de NaCl. Por fim, a fragdo
organica foi seca em Na>SO4 e concentrada em evaporador rotatorio, resultando em 80 mg de

uma mistura contendo o composto 16 como um 6leo verde.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): & 0,93 (t, J 6 Hz, 6 H); 1,25 — 1,36 (m, 2 H); 1,71 (dd,
J2 6,4 Hz, J3 1,0 Hz, 3 H): 4,10 — 4,19 (m, 1 H); 5,63 — 5,73.

RMN de *C (100 MHz, CDCls, ppm): 8 17,6; 22,5; 24,5; 46,4; 71,3; 126,6; 134,6.

EM (70 eV; m/z; abundancia relativa %): 113 (3,27); 86 (9,43); 71 (100); 43 (25,33).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese dos componentes feromonais de A. binocularis

A anélise retrossintética elaborada para a sintese dos compostos 1, 2, 3 e 4 (Esquema
2.2) mostra que os candidatos a feromonios podem ser obtidos a partir de dois blocos de
construcdo por meio de uma reacao de acoplamento entre o 1-heptino (18) e o bromoalcool de
5 atomos de carbono (8). Este ultimo, por sua vez, poderia ser obtido a partir do diol
correspondente 19. No entanto, como devido a indisponibilidade do diol, o tetraidropirano foi

utilizado como um equivalente sintético para fornecer acesso ao composto 8.

Esquema 2.2 Andlise retrossintética dos candidatos a componenetes feromonais de A.
binocularis.

NN, 0
e

24 ©

18 8

HO™ """ 0oH
19

A rota estabelecida (Esquema 2.3) divergiu na etapa de reducdo parcial do precursor
acetilénico para gerar os alcoois e acetatos com diferentes configuracfes da ligagdo dupla.
Dessa forma, o plano envolveu inicialmente a bromacéo do tetraidropirano (17) para formar o
haloalcool 8, que teve a funcdo hidroxila subsequentemente protegida (9) e que serviu como
um dos dois blocos para a reagdo de acoplamento posterior. O segundo bloco utilizado foi
adquirido comercialmente e consistiu no 1-heptino (18). A formacdo do &nion acetileto deste
ultimo permite o acoplamento com o haloalcool protegido formado previamente. O produto
de acoplamento (10) foi entdo desprotegido (20) e submetido a reducdo parcial da ligagédo

tripla com hidrogénio e catalisador de Lindlar ou com sodio em aménia liquida, de modo a
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formar os isdmeros Z (1) e E (3), respectivamente, do alcool de interesse. A etapa de
acetilacdo foi realizada com metodologias distintas para os alcoois obtidos para resultar nos
acetatos correspondentes 2 e 4. O rendimento global para o acetato Z foi de 21,6%, enquanto

que para o E foi de 16,2%.

Esquema 2.3 Rota sintética empregada para a obtencdo dos componentes feromonais de A.
binocularis.

] 8
17
b
/\/\/ c OTHP 4
o N "otHp —» Z —
18 9 10
e
O , — o
1 ’ T
OH
Z\
f
1 N O S U U,
3
g 0
— Z \H/
4 o

() HBr, refluxo, 55%; (b) DHP, p-TsOH, CHCl,, 77%; (c) n-BuLi, THF, HMPA, -78°C, 74%; (d) p-TsOH,
MeOH, 96%; (e) Lindlar, Hz, MeOH, 92%; (f) Na/NHs, THF, -78°C, entfo H,0, 42% (f) Na/NHs, THF, -78°C,
entdo AcOEt, 54%; (h) Ac,O, CHCl,, 78%.

A reacdo de monobromacao do THP para levar ao composto 8 foi realizada com HBr a
48% sob condicdes de refluxo, em que o préprio THP foi utilizado como solvente. Nesse
caso, ocorre formacdo de uma mistura contendo os derivados monobromado e dibromado, que
foram separados por cromatografia em silica gel, resultando em 55% de rendimento para o

bromoalcool 8.

O espetro de RMN de *H do composto 8 (Figura 2.2a) mostra a presenca de dois
tripletos, um em & 3,44 e outro em & 3,68, integrando para dois hidrogénios cada, referentes
aos grupos metilénicos adjacentes aos heterodtomos de bromo e oxigénio, respectivamente,
como esperado pelo efeito da eletronegatividade sobre o deslocamento quimico. Além disso,
ao invés de se observar um triplo tripleto para os hidrogénios da posicdo C(4), ocorre um

quinteto com valor de J igual a 7,3 Hz, possivelmente devido as proximidades dos valores das
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constantes de acoplamento com os hidrogénios das posi¢cdes C(3) e C(5) que leva a

sobreposicdo dos sinais. No espectro de RMN de *C (Figura 2.2b) destaca-se o sinal referente

ao carbono carbhindlico em & 62,6.

Figura 2.2 Espectros de RMN de 'H e *C para o composto 8, destacando-se os singletos
referentes aos grupos CH, em posicao alfa aos heteroatomos (CDCls; 400 MHz e 100 MHz,
respectivamente).
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Figura 2.2 Continuagao.
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Por fim, a espectrometria de massa mostra a contribuicdo isotdpica do atomo de
bromo, com a presenga do fragmento de desidratacdo em m/z 148 e 150, além dos fragmentos
caracteristicos em m/z 135 e 137 do ion broménio ciclico (GROSS, 2017).

Figura 2.3 Espectro de massas do composto 8, destacando a formacao do fragmento com m/z
135/137.
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Para evitar a reagdo de abstracdo de proton da funcdo hidroxila pelo &nion acetileto,
uma etapa de protecdo foi executada para inserir o grupo tetraidropiranil e conferir
estabilidade ao intermediario frente a bases fortes. A reacdo foi realizada com DHP para
formar o derivado contento o éter tetridropiranilico correspondente 19 com rendimento igual a

77% apos purificacdo por cromatografia.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 2.4) mostra o aparecimento de um singleto em
6 4,59 integrado para 1 hidrogénio e que corresponde ao atomo ligado ao carbono cetalico do

grupo protetor. Esse mesmo carbono aparece em & 98,9 no espectro de RMN de *3C (Figura
2.5).

Figura 2.4 Espectro de RMN de *H para o composto 9 (CDCl3; 400 MHz).
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Figura 2.5 Espectro de RMN de *C para o composto 9 (CDCls; 100 MHz).
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Em adigdo, é possivel verificar o pico base em m/z 85 no espectro de massas (Figura
2.6) que se refere ao céation tetraidropirilio formado pela clivagem o ao carbono cetélico, alem
do fragmento com contribuicdo isotdpica em m/z 149 e 151 que resulta da clivagem indutiva
(Esquema 2.4).

Figura 2.6 Espectro de massas do composto 9.
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Esquema 2.4 Formacao dos ions fragmentos com m/z 85 e m/z 148/150.
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O acoplamento de compostos através do uso de um acetileto de litio consiste no
método classico para a construgdo de cadeias longas monoinsaturadas de feromonios ou seus
derivados epoxidados. O uso de uma base forte de organolitio, geralmente n-BuLi, permite
gerar 0 anion acetileto in situ para realizar a substituicdo de haletos (GIBB et al., 2006;
ZARBIN et al., 2007). Dessa forma, o alcino 9 foi submetido a metalagdo com n-BuLi em
solugdo de THF a — 45°C para gerar o acetileto de litio correspondente e, entdo, a reacdo de
acoplamento foi realizada com o bromoalcool protegido 9 mediante o uso de HMPA como
cossolvente, fornecendo o produto 10 com rendimento igual a 74% ap6s purificacdo por

cromatografia em silica gel.
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O HMPA tem sido usado extensivamente como um aditivo na quimica de organolitios,
pois estd entre os mais fortes doadores de pares de elétrons e tem a capacidade de solvatar
cations ao invés de anions (REICH, 2012). Essa habilidade de coordenacéo confere ao HMPA
caracteristicas peculiares. Por exemplo, o uso de HMPA aumenta drasticamente as
velocidades de uma ampla variedade de reagBes de organolitio, além de influenciar
significativamente a regio- ou a estereoquimica (REICH, 2013). Os efeitos de reatividade ou
seletividade do HMPA sdo geralmente racionalizados em termos de mudancas no estado de
agregacdo ou na estrutura do par de ions envolvendo compostos metalados com litio. A
quebra de agregados para formar mondmeros reativos ou pares de ions separados por solvente
é frequentemente utilizada como explicacdo para os efeitos desse composto (REICH et al.,
2002).

Pelo espectro de RMN de H (Figura 2.7a) do composto 10, verifica-se a presenca do
hidrogénio ligado ao carbono cetalico como um singleto em 6 4,59. Ja os hidrogénios das
posicdes propargilicas aparecem em & 2,12-2,20. O carbono cetélico aparece em & 98,8 no
espectro de RMN de 3C (Figura 2.7b). Em adic&o, os sinais correspondentes a ambos 0s

carbonos da ligacdo tripla s&o mostrados em & 79,9 e 80,4.
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Figura 2.7 Espectros de RMN de H e *C para o composto 10 (CDCls; 400 MHz e 100 MHz,
respectivamente).
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O pico do ion molecular é observado em m/z 266 e o pico base em m/z 85 representa o
mesmo fragmento descrito anteriormente, o céation tetraidropirilio, além do gragmento com

m/z 95 referente a clivagem a a ligagéo tripla (Figura 2.8).
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Figura 2.8 Espectro de massas e fragmentacdes representativas do composto 10.
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A remocdo do grupo protetor foi realizada posteriormente em solu¢do metandlica de
acido p-toluenossulfonico a temperatura ambiente, fornecendo o alcool 11 com rendimento
equivalente a 92%. O espectro de RMN de 'H (Figura 2.9a) desse composto mostra um
tripletro em & 3,67 correspondende aos dois hidrogénios carbindlicos. Além disso, o sinal
referente ao carbono ligado a hidroxila aparece em & 62,9 no espectro de RMN de *C (Figura
2.9b), assim como os carbonos da ligagdo tripla sdo observados em & 79,8 e 80,5. Além disso,
é possivel verificar a saida do grupo protetor, ja que os sinais de hidrogénio metilénicos do
grupo THP ndo mais aparecem na faixa de 6 1,30 — 1,63, conforme mostra a diferenca na
integral dos hidrogénios dessa faixa em relacdo ao composto precursor, indicando a alteracéo
de 18 para 14 hidrogénios nessa regido. A auséncia do sinal referente ao hidrogénio do

carbono cetalico em & 4,59 também corrobora com o produto esperado.



126

Figura 2.9 Espectros de RMN de H e *C para o composto 11 (CDCls; 400 MHz e 100 MHz,
respectivamente).
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Analisando o espectro de massas do composto 11, foi possivel observar a presenca do
fragmento m/z 135, relativo a saida de um grupo etila a partir do fragmento desidratado com

m/z 164. Este mesmo fragmento com m/z 164 pode ainda dar origem ao ion com m/z 93 a

partir de clivagem o a ligagéo tripla que, por sua vez, pode resultar ao fragmento com m/z 67
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do pico base por perda de acetileno (Figura 2.10). A auséncia do pico base com m/z 85
também indica a remocéo do grupo THP.

Figura 2.10 Espectro de massas e fragmentacdes representativas do composto 11.
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A reducgédo parcial da ligacdo tripla para formar o composto 1 foi executada em
suspensdo de catalisador de Lindlar em metanol com atmosfera de hidrogénio, resultando em
92% do alcool 1. No espectro de RMN de 'H (Figura 2.11a) destaca-se a presenca de um
multipleto em & 5,34 — 5,41 ppm integrado para 2 hidrogénios e que se refere aqueles da
ligagdo dupla, e o tripleto dos hidrogénios carbinolicos em & 3,67 ppm. Somado a esse evento,
o espectro de RMN de C (Figura 2.11b) exibiu dois picos em & 129,54 e 130,24 ppm para 0s

carbonos olefinicos, além do carbono carbinélico em & 63,07 ppm.
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Figura 2.11 Espectros de RMN de H e *C para o (Z)-dodec-6-en-1-ol (1) (CDCls; 600 MHz e

125 MHZ, respectivamente).
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A espectrometria de massas (Figura 2.12) mostrou ainda o fragmento de m/z 166

correspondente ao ion molecular desidratado, além dos fragmentos com m/z 137, 123, 1009,
95, 81 e 67 referentes a série homdloga do cation [CH2(CH)3(CH2)n]* (MCLAFFERTY;



129

TURECEK, 1993). Ainda, a molécula sofre rearranjos e migracdo de hidrogénio, sendo
possivel observar uma segunda série homologa para o cation [CH2(CH)4(CH2)n]" que

correlaciona com os ions m/z 138, 124, 110, 96, 82 e 68.

Figura 2.12 Espectro de messas e fragmentacGes representativas do composto 1.
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Por outro lado, o alcool 3 foi formado a partir da metodologia que emprega sodio
metalico dissolvido em amonia liquida. Devido ao elevado custo da aménia liquida, a mesma
foi preparada no laborat6rio a partir da neutralizagdo de um &cido fraco, nesse caso 0 NH4Cl,
e uma base forte, como KOH ou NaOH. A reacdo de reducdo realizada sob condigdes de
baixa temperatura resultou no alcool 3 com rendimento igual a 42% apds purificacdo por
cromatografia. O espectro de RMN de *H (Figura 2.13) mostra um tripleto integravel para 2
hidrogénios da posigdo carbindlica em & 3,66 ppm, além de um multipleto em 6 537 — 5,45
ppm referente aos dois hidrogénios olefinicos. Adicionalmente, no espectro de RMN de *C
(Figura 2.14) é possivel visualizar o sinal referente ao carbono carbinélico em & 63,10 ppm,

enquanto os carbonos olefinicos podem ser encontrados em & 130 e 130,73 ppm.
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Figura 2.13 Espectro de RMN de H para o (E)-dodec-6-en-1-ol (3) (CDCls; 600 MHz e 125
MHz, respectivamente).
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Figura 2.14 Espectro de RMN de *C para o (E)-dodec-6-en-1-ol (3) (CDCls; 125 MHz).
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O espectro de massas (Figura 2.15) para esse composto mostra um padrdo de

fragmentac&o idéntico ao composto 1.

Figura 2.15 Espectro de massas e fragmentagdes representativas do composto 3.
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A sobreposicao entre os espectros dos compostos 1 e 3 mostra uma ligeira diferenca
nos deslocamentos dos hidrogénios, conforme Figura 2.16. E possivel diferencia-los a partir
dos deslocamentos dos hidrogénios olefinicos, j& que no composto 1 os deslocamentos
quimicos desses hidrogénios aparecem em o 5,34 — 5,41, enquanto que no composto 3 eles
sdo exibidos em 6 5,37 — 5,45. Um segundo ponto de distin¢do é o deslocamento quimico dos
hidrogénios alilicos, que aparecem em & 2,01 — 2,08 no (Z)-dodec-6-en-1-ol (1), mas para 0 (E)-

dodec-6-en-1-ol séo mostrados em & 1,97 — 2,04.

Figura 2.16 Sobreposicdo dos espectros de RMN de 'H dos alcoois 1 e 3.

O composto 3 foi sintetizado a partir de acetilacdo do alcool 1 com anidrido acético

em diclorometano, gerando o produto de interesse com um rendimento igual a 78%. A anélise
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de RMN de *H (Figura 2.17a) exibiu um singleto em & 2,07 integrado para 3 hidrogénios do
grupo acetil. No espectro de RMN de 3C (Figura 2.17b) destaca-se a presenca do carbono

acilicoem 8 171,3.

Figura 2.17 Espectros de RMN de 'H e **C para o acetato de (Z)-dodec-6-em-1-ila (2) (CDCls;
600 MHz e 150 MHz, respectivamente).
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Figura 2.17 Continuacéo.
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O espectro de massas (Figura 2.18) mostra o fragmento com m/z 166 caracteristico de

rearranjo de McLafferty seguido por clivagem, ocorrendo a liberacdo de molécula neutra de

acido aceético, conforme Esquema 2.5. Ainda, a formacéo dos ions com m/z 109, 95, 81 e 67

pode ser explicada com base no padrdo proposto anteriormente para o composto 1. Além

disso, o composto apresentou o ifon diagndstico m/z 61 caracteristico de acetatos e que

corresponde ao 4cido acético protonado ([CH3COOH:]").

Figura 2.18. Espectro de massas e fragmentagdes representativas do composto 2.

m/z 166
-
mfz 95
A =
! mfz 67 :
: ------------- r.:
' 0
7 : : Y
43 ! :
- ' 0
5 mfz 81
95 :-r """""""""
5 P
mifz 109
109 "
79 123
TN | TP | P e HMHH,WH,‘H%‘%B 7T M S N
40 50 80 70 80 % 100 110 120 130 140 150 160 170



134

Esquema 2.5 Mecanismo de formacé&o do ion fragmento com m/z 166

/\
R_ _H R_ H R_ H
\_,/o I \O+ 1 \o R . H\O
e | - —_— j +
O)k O/I\ O)\ I O%K
9
m/z 166
Adaptado de (MCLAFFERTY; TURECEK, 1993).

Em contrapartida, o acetato 4 para a ligacdo dupla foi gerado por transesterificacéo
apos a reducdo parcial com sédio e amonia. A reagdo de reducdo gera amideto de sédio como
produto colateral e, ao proceder com a adi¢do de acetato de etila, foi possivel transesterificar o
alcool 3. O procedimento foi baseado em meétodo que utiliza tert-butdxido de potassio e
acetato de etila para a transesterificacdo de alcoois primérios (SINGHA; RAY, 2016). O
mecanismo envolve o o anion alcéxido correspondente do alcool 3, formado a partir da reacdo
com o amideto, e acetato de etila que foi adicionado em excesso ao término da reacdo de
reducdo. O mecanismo envolve inicialmente uma reacao tipica entre acido e base, havendo
um equilibrio entre a base e o alcoxido formado. A etapa seguinte consiste em uma reacao de
transesterificacdo, que é seguida pela remocdo do etdxido através de tratamento com &gua,

como ilustra o Esquema. 2.6.

Esquema 2.6 Mecanismo de transesterificacdo a partir do acetato de etila

NH; + R-O

NH, + R—OH

(o/\ 0 0
)ko/\ +  O-R R?\f})/\ — )J\O/R .o/

0] 0]
Mmoo o/ O, Ry oo/

Adaptado de Singha et al. (2016).

A analise de RMN de 'H (Figura 2.19a) para o acetato 4 mostra o singleto em do
grupo acetil em 6 2,07 ppm integrado para 3 hidrogénios. Em adicdo, o carbono acilico é

exibido em § 171,30 ppm no espectro de RMN de *3C desse mesmo composto (Figura 2.19b).
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Figura 2.19 Espectros de RMN de 'H e *C para o acetato de (E)-dodec-6-em-1-ila (4) (CDCls;
600 MHz e 125 MHz, respectivamente).
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O espectro de massas do composto 4 (Figura 2.20) mostra 0 mesmo padrdo de
fragmentacdo que o0 composto 2.
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Figura 2.20 Espectro de massas e fragmentacdes representativas do composto 4.
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A sobreposicdo dos espectros de hidrogénio de ambos os acetatos € mostrada na
Figura 2.21, sendo possivel observar os diferentes deslocamentos quimicos dos hidrogénios
olefinicos, ja que no composto 2 eles aparecem na faixa de & 5,34 — 5,41, enquanto que no
acetato 4 eles sdo exibidos entre & 5,36 — 5,45. Além disso, os hidrogénios alilicos também
mostram ligeira diferenca quanto aos deslocamentos quimicos, aparecendo em & 2,00 — 2,06

para o composto 2, mas em 6 1,96 — 2,03 para 0 composto 4.

Figura 2.21 Sobreposicdo dos espectros de RMN de *H dos acetatos 2 e 4.
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5.2 Sintese do componente feromonal de H. taltula

A obtencdo do componente feromonal (Z,2)-3,6-cis-9,10-epoxieneicosadieno (6) foi

feita a partir do &cido (9Z,127,157)-9,12,15-octadecatrienoico (acido a-linolénico), ja que
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este apresenta a estrutura olefinica desejada para a inser¢cdo do epdxido. O é&cido poli-
insaturado, por sua vez, foi obtido por meio da purificacdo do 6leo de Linum usitatissimum,
que apresenta esse acido graxo como componente majoritdrio em sua constituicdo
(ORSAVOVA et al., 2015). Para tanto, os triacilglicerois presentes no 6leo foram convertidos
aos 4&cidos graxos correspondentes mediante hidrolise com NaOH, para posterior
fracionamento por meio de cristalizacdo a baixa temperatura para remover 4cidos saturados e

fornecer uma fracao enriquecida com os os acidos insaturados.

O procedimento de sintese ilustrado no Esquema 2.7 envolveu inicialmente a reducao
da mistura de acidos insaturados, seguida por uma etapa de bromocéo para gerar os haletos
que foram utilizados subsequentemente em uma reacdo de substituicdo com o aduto de
Grignard de trés &tomos de carbono para realizar a extensdo da cadeia. Finalmente, o material
obtido foi epoxidado para fornecer uma mistura de regioisbmeros e seus respectivos
enantidmeros cis, que sdo produtos do mecanismo estereoespecifico de adigdo sin. O
rendimento global para a sintese da mistura de enantibmeros do epoxido de interesse foi de
6,3%.

Esquema 2.7 Rota sintética empregada para a obtencdo dos componentes feromonais de H.
taltula.

0]
a b
o~ — — — — OH —
7 7
12 13
c
— — — — — — d
Br - -
7 7
14 5

(a) LiAIH4, THF, refluxo, 82%; (b) NBS, PPhs, DCM, 57%; (c) Li.CuCls, THF, 0°C, RMgX, 75%; (d) mCPA,
DCM, 0°C, 18%.

O espectro de RMN de 'H (Figura 2.22) exibe os sinais para a mistura contendo 0s
acidos linolénico, linoleico e oleico. Sendo assim, os dados de RMN de *H foram agrupados

na Tabela 2.2 para melhor apresentacdo, juntamente com as respectivas estruturas.
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Figura 2.22 Espectro de RMN de *H a mistura de &cidos insaturados do dleo de linhaga (CDCls;
400 MHz).
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Excetuando-se os sinais referentes aos hidrogénios o da cadeia dos &cidos, todos 0s
outros picos aparecem sobrepostos. Com base nas integrais dos grupamentos metilicos é
possivel estimar a propor¢do do &cido linolénico em relagdo a mistura dos outros dois acidos
como sendo de 3:2. Os sinais referentes aos hidrogénios bisalilicos das posi¢oes H(11) e
H(14) séo exibidos como multipletos em & 275 — 2,83. Por outro lado, os hidrogénios das
posicOes alilicas aparecem em & 1,99 — 2,11. Os hidrogénios metilénicos em posicdo o a
carboxila se apresentam como um tripleto em & 2,34, enquanto aqueles em 3 séo exibidos
como um multipleto em & 1,59 — 1,64. Os hidrogénios olefinicos sdo encontrados no
multipleto em & 5,29 — 5,42, Finalmente, os sinais em 6 1,23 — 1,40 se referem aos

hidrogénios metilénicos das outras posicoes.
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Tabela 2.2 Deslocamentos quimicos de RMN de 'H para a mistura de acidos insaturados do 6leo
de linhaca

18 16 15 13 12 10 9 7 5 3 01
- - - oH  Acido a-linolénico
17 14 11 8 6 4 2
o)
7 15 13 12 10 9 7 5 3 1
- - oH Acido linoleico
18 16 14 1 8 6 4 2
0
18 16 14 12 10 9 7 5 3 1
WOH Acido oleico
17 15 13 11 8 6 4 2
Deslocamento Atomos Integral Esperada Integral
(1:1:1) Observada
0,87 H(18), H(18) 6 2
0,98 H(18) 3 3
1,23-1,40 H(4-7), H(4-7), H(15-17), H(4-7), H(12-17) 42 28
159 - 1,64 H(3), H(3), H(3) 6 4
1,99-211 H(8), H(17), H(8), H(14), H(8), H(11) 12 7
2,31-2,36 H(2), H(2), H(2) 6 4
2,75-2,83 H(11), H(14), H(11) 6 4
5,29 -5,42 H(9), H(10), H(9), (H10), H(12), H(13), H(9), 12 7

(H10), H(15), H(16)

O espectro de RMN de C (Figura 2.23) mostra os carbonos olefinicos do acido
linolénico em 6 127,1, 127,7, 128,2, 128,2, 130,2 e 131,9 ppm. O carbono do grupo carboxila

é exibido em & 179,9 ppm, enquanto o carbono metilico aparece em 6 14,3 ppm.
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Figura 2.23 Espectro de RMN de *C a mistura de &cidos insaturados do dleo de linhaga (CDCls;
100 MHz).
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O espectro de massas (Figura 2.24) também mostra o pico do ion molecular com m/z
278. Além disso, para essa classe de compostos poli-insaturados, um pico com m/z 108 define
uma ligagcdo dupla terminal n-3 em um sistema homoconjugado (DOBSON; CHRISTIE,
2002; FELLENBERG et al., 1987; HOLMAN; RAHM, 1971). Esse ion é formado a partir de
rearranjo de hidrogénio y da posicdo C(14) e ruptura da ligagcdo entre as posi¢des C(10) e
C(11), dando origem a um sistema conjugado que estabiliza a carga positiva, conforme
Esquema 2.8. Se o hidrogénio y da posi¢do C(11) sofrer rearranjo, a ruptura ocorre na ligagéo
entre C(14) e C(15) e o sistema conjugado é formado no lado oposto da molécula, dando
origem ao fragmento M-56, que corresponde ao ion com m/z 222 para o0 &cido linolénico
(BRAUNER; BUDZIKIEWICZ; BOLAND, 1982). Além disso, o pico base em m/z 79 é
caracteristico de trienos e outros polienos homoconjugados com configuracdo Z para as
ligacBes duplas (HEJAZI; HIBBERT; EBRAHIMI, 2011; MJ; PETTERSEN, 2003). Ha
varias especulacbes sobre a formacdo desse ion, embora nenhuma tenha sido confirmada.
Alguns mecanismos sugeridos envolvem os ions com m/z 222 e m/z 108 apds uma etapa de
clivagem a, podendo ocorrer a formagao do cation cicloexadienilio por meio de fechamento
de anel (APARAMARTA et al., 2018; HEJAZI et al., 2009). Outros fragmentos
representativos do acido a-linolénico correspondem aqueles em m/z 249, 135 e 95 que

derivam da clivagem o em relagdo as ligacdes duplas.
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Figura 2.24 Espectro de massas e fragmentacfes representativas do composto 12.
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Esquema 2.8 Mecanismo de fragmentacdo de massa do acido a-linolénico

-+ a4+

m/z 222 (M-56)

A reducdo dos é&cidos graxos insaturados do Oleo de linhaca aos &lcoois
correspondentes foi alcangada por meio do uso de LiAlH4 em refluxo de THF. O rendimento
obtido nessa etapa foi de 82% com base na massa do alcool linolénico. O espectro de RMN de
'H da mistura de alcoois (Figura 2.25a) mostra os hidrogénios carbindlicos para a mistura de
alcoois como um multipleto em § 3,59 — 3,66. O deslocamento no espectro de RMN de **C

(Figura 2.25b) exibe o sinal do carbono oxigenado em & 63,0.
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Figura 2.25 Espectros de RMN de 'H e **C a mistura de alcoois insaturados derivados do 6leo de
linhaca (CDCls; 400 MHz e 100 MHz, respectivamente).
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O espectro de massas (Figura 2.26) também mostra a presen¢a do ion molecular com
m/z 264, além do ion M-56, com m/z 208, que resulta do rearranjo de hidrogénio y seguido por
rompimento da ligacdo entre C(14) e C(15), um padréo de fragmentacdo particular de sistema

homoconjugado ®-3,6,9.
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Figura 2.26 Espectro de massas e fragmentacfes representativas do composto 13.
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A reacdo de bromacao foi feita por meio da reacdo de Appel adaptada (HANESSIAN;
PONPIPOM; LAVALLEE, 1972), empregando NBS ao invés de tetra-halometanos para
ativar a trifenilfosfina e permitir o ataque do oxigénio hidroxilico sobre o fésforo para gerar o
intermediario oxifosfénio. Digno de nota é o fato de que a reacdo deve proceder ao abrigo da
luz para evitar a bromacéo alilica do alcool, formando produtos colaterais que, além de
reduzir significativamente o rendimento, tornam dificil a purificacdo da molécula de interesse.
A RMN de H (Figura 2.27) da mistura de brometos indica a presenca dos hidrogénios

adjacentes ao heterodtomo em & 3,42 como um tripleto enquanto o atomo de carbono

correspondente aparece em § 33,99 no espectro de RMN de **C (Figura 2.28).
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Figura 2.27 Espectro de RMN de H da mistura de brometos insaturados derivados do 6leo de
linhaca (CDCls; 400 MHz).
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Figura 2.28 Espectro de RMN de **C da mistura de brometos insaturados derivados do dleo de
linhaga (CDCls; 100 MHz).
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Novamente, o espectro de massas mostra a formacdo do fragmento M-56 para cada
uma das contribuicdes isotopicas do 4tomo de bromo em m/z 270 e 272 (Figura 2.29). O
padrdo de fragmentacdo é similar aos precursores, apresentando os ions com m/z 149, 135,
121,108 e 79.

Figura 2.29 Espectro de massas e fragmentacfes representativas do composto 14.
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Para a extensdo da cadeia, procedeu-se com a reacao de substituicdo usando o aduto de
Grignard de trés atomos de carbono formado a partir do bromopropano de modo que o uso
posterior de quantidades cataliticas de Li,CuCls permitiu a obtencdo do produto de
acoplamento. O emprego de cobre como catalisador de reacdes de substituicdo por reagentes
de Grignard é um procedimento descrito originalmente por Tamura e Kochi (1971). Os
autores descreveram o uso do sal de cobre solivel em solventes organicos, tetraclorocuprato
de dilitio, como catalisador de acoplamentos cruzados entre brometos de alquila e reagentes
de Grignard. O procedimento foi posteriormente aplicado a diversos sulfonatos, incluindo
tosilatos (FOUQUET; SCHLOSSER, 1974; TAMURA; KOCHI, 1971).

Contudo, a reacdo se provou dificil de trabalhar, pois ou ndo havia a formacdo de
produtos, ou ocorria a formacdo de uma mistura contendo o produto de acoplamento e 0s
produtos de desproporcionamento, dando origem a uma olefina terminal e o0 seu respectivo
alcano. A investigacdo sobre a cinética e mecanismo da reagdo entre o brometo de
etilmagnésio e o bromoetano mostrou que a reagdo procede através da formacdo de um
intermediario de alquicobre(l) e que o desproporcionamento predomina a temperaturas mais
elevadas, sendo necessario temperaturas mais baixas para obter o produto de acoplamento
cruzado (TAMURA; KOCHI, 1972).
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Entretanto, foi observado que, mesmo a baixas temperaturas, a reagdo tende a nédo
ocorrer devido a precipitacio do aduto de Grignard, sendo necessario diluir
consideravelmente os reagentes no meio reacional, em um processo que foi otimizado a partir
de mais de 50 repeti¢bes para encontrar as melhores condi¢cfes. A Tabela 2.3 mostra alguns
dos resultados mais significativos desse processo. Quando a reacdo é executada a temperatura
elevada (ACP13, ACP14, ACP15, ACP®6), os resultados sdo dificeis de reproduzir, havendo
uma variacdo entre a propor¢do da mistura contendo o produto de acoplamento e de
desproporcionamento. Além disso, o resultado depende também da velocidade de adi¢do dos
reagentes (ACP14, ACP16). A propor¢do € geralmente maior para o produto de acoplamento
a temperatura ambiente (ACP22, ACP23, ACP25), embora a reacdo ndo tenha ocorrido em
todos os casos (ACP20, ACP21). Em banho de gelo e sob alta concentracdo (ACP17,
ACP19), a reacdo ndo procede ja que ocorre precipitacdo do aduto de Grignard. O melhor
resultado (ACP53) foi aquele executada em banho de gelo com elevada diluicdo, além de
envolver o acréscimo do aduto de Grignard sobre a solugdo contendo o brometo e o

tetraclorocuprato de dilitio.

Tabela 2.3 Procedimentos de otimizacgéo na reacdo de substituicdo do brometo (14) por reagente
de Grignard

Procedimento | Tempo Produto | Propor¢do | Temperatura Observagdes
(h) obtido (% area
CG)
ACP14 24 HC2+PP 20:80 Refluxo Adicdo lenta
do haleto
ACP17 3 HC2+PP 37:63 Banho de gelo
ACP19 5 HC2+PP 11:89 Banho de gelo
ACP20 12 HC2+PP 47:53 T.A.
ACP21 12 HC2+PP 55:45 T.A.

T.A.

T.A.

Banho de gelo | Diluigao
consideravel,
aduto sobre
haleto

HC1 — produto de desproporcionamento; HC2 — produto de acoplamento; PP — produto de partida.
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O espectro de massas do composto 5 (Figura 2.30) mostra a presenca do fragmento
com M-56, com m/z 234 e 0 mesmo padrdo de fragmentacdo dos precursores também pode

ser visualizado, ja que os mesmos ions sdo encontrados.

Figura 2.30 Espectro de massas e fragmentacdes representativas do composto 5.
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A mistura de regioisdmeros epoxidados e seus respectivos enantibmeros foi obtida a
partir de oxidacdo com mCPBA em DCM. A anélise da mistura por CG-EM mostrou a
formacdo dos trés regioisbmeros dos monoepdxidos, além de uma mistura cotendo
diepdxidos. A analise por cromatografia em coluna quiral de B-ciclodextrina mostra 0s seis
enantibmeros dos monoepdxidos, conforme ilustrado na Figura 2.31. Os pares enantioméricos
dos monoepdxidos foram purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia em mistura
de metanol e &gua, com rendimento de 18% para o (Z,2)-3,6-cis-9,10-epoxi-henicosadieno.
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Figura 2.31 Anélise por cromatografia gasosa da mistura de epoxidos derivados do (Z3,Z6,29)-
henicosatrieno.
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a) Cromatograma de ions totais da mistura de monoepéxidos e diepdxidos em coluna NST-5; b) sobreposicao
dos cromatogramas de ions totais dos monoepdxidos em coluna NST-5 apds purificacdo por CLAE; c)
cromatograma da mistura de monoep6xidos em coluna de B-ciclodextrina.

A espectrometria de massas mostra que 3Z,6Z-cis-9,10-epoxidos sdo caracterizados
por um pico base com m/z 79, um pico intenso com m/z 108 fragmento devido a fragmentacéo
precedida de rearranjo de hidrogénio y, e um ion mais fraco, mas distinto com m/z 122 do

rearranjo do epoxido e da clivagem de [CoH14]" (Figura 2.32).
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Figura 2.32 Padré&o de fragmentagéo (Z,2)-3,6-cis-9,10-epoxi-henicosadieno.
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O espectro de RMN de *H (Figura 2.33) mostra a presenca dos hidrogénios metinicos

do epoxido, desblindados pela polarizacdo dos elétrons que resulta da diferenca de

eletronegatividade do oxigénio, em & 2,90 — 2,94 e 5 2,77 — 2,81, embora nessa Ultima faixa

ocorra sobreposicdo com o sinal dos hidrogénios metilénicos da posic¢éo bisalilica.

Figura 2.33 Espectro de RMN de 'H do (Z,2)-3,6-cis-9,10-epoxi-henicosadieno (CDCls; 400

MHZz).

1 3

4 ] [

5 ] 11 13 15 17 19 21




150

A RMN de *3C, por sua vez, exibe os sinais referentes aos atomos de carbono do

epoxido em & 56,61 e & 58,66 ppm, conforme ilustrado na Figura 2.34.

Figura 2.34 Espectro de RMN de *C do (Z,Z)-3,6-cis-9,10-epoxi-henicosadieno (CDClg; 100
MHZz).
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5.3 Avaliacéo da rota para sintese enantiosseletiva do rincoforol

A rota estabelecida para a sintese enantiosseletiva do rincoforol envolve a formagao de
uma mistura enantiomérica do rincoforol por meio da reacdo de Grignard entre o
crotonaldeido e o brometo de isobutilmagnésio (NAVARRO et al., 2002). Entdo, o produto
foi posteriormente oxidado com manganato de bario para formar a enona correspondente. A
etapa chave é a reducdo de Corey-Bakshi-Shibata, em que a reacdo foi realizada com um
complexo de borano em presenca do catalisador de oxazaborolidina quiral de configuracao

apropriada para formar o (S)-rincoforol, conforme o Esquema 2.9.
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Esquema 2.9 Rota de sintese assimétrica do (S)-rincoforol partindo da mistura racémica

a OH b
)\/MQ—BF + OW — W\ - >
O OH
c B
S = P

(a) THF; (b) BaMnQ4, CH,Cly; (c) (R)-(+)-2-metil-CBS-oxazaborolidina, BH3.DMS, THF

A mistura de entantibmeros do rincoforol foi entdo submetida a oxidacdo por
diferentes metodologias para comparacdo dos rendimentos e da complexidade de purificagéo,
ja que o rincoforol decomp@e ao ser submetido a cromatografia em silica gel. Os melhores
resultados de cada método sdo apresentados nos cromatogramas de ions totais ilustrados na
Figura 2.35. As analises cromatogréaficas para os varios métodos de oxidacdo sdo mostradas

foram executadas na concentracao de 500 ppm do material recuperado em cada procedimento.

Figura 2.35 Andlises cromatogréaficas dos diferentes métodos de oxidacao da mistura racémica
de rincoforol para fins comparativos.
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O reagente selecionado inicialmente para a oxidacdo foi 0 PCC. A reagdo procede por
um periodo de 6 horas até consumir por completo o material de partida em diclorometano
seco. Contudo, a andlise por CG-EM mostrou a formacgdo concomitante de um produto
colateral ndo identificado, cujo espectro de massas é mostrado na Figura 2.36. Para verificar

se a formacdo desse produto secundario estava relacionada com migracao da ligacdo dupla,
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carbonato de célcio foi adicionado ao meio reacional, ja que esse sal se provou ser
particularmente Util para evitar a migracdo durante a oxidagdo de alcoois homoalilicos (SETO

et al., 2000). Entretanto, ndo houve nenhum efeito significativo sobre a formacéo do produto.

Figura 2.36 Espectro de massas do composto ndo identificado formado a partir de oxidacdo da
mistura racémica de rincoforol com PCC .
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Algumas tentativas de oxidagdo com o TEMPO foram executadas como alternativa ao

PCC, mas em nenhuma delas houve formacdo da cetona de interesse em quantidades

apreciaveis, além de resultar na formacao de uma mistura de varios subprodutos.

Quando didxido de manganés foi usado como agente oxidante, quantidades infimas da
cetona foram obtidas. E relatado que o poder oxidante do MnO depende extensivamente do
método de preparacdo do material. Assim, a sua reatividade pode variar desde a forma de
pirolusita, mineral cristalino que € quase completamente incapaz de oxidar alcoois a
temperatura ambiente, a formas altamente ativas que devem ser manuseadas com cautela ja
que podem provocar a ignicdo espontanea de solventes organicos (TOJO; FERNANDEZ,
2006). Apesar dos esforcos para ativacdo do 6xido de metal adquirido comercialmente, que
incluiram tratamento com solucdo diluida de &cido nitrico, secagem em estufa a 120°C e
irradiacdo com ultrassom, o material de partida foi recuperado majoritariamente inalterado

apos 48 horas de tentativa de reagéo.

Uma adaptacdo do procedimento de oxidacdo de Swern que usa TCT para ativar o
DMSO foi empregada mas, apesar de ocorrer formacao consideravel da cetona, a presencga de
outras impurezas torna a etapa de purificagdo mais complexa. Em contrapartida, o0 método que
apresentou melhor perfil para a etapa de oxidacdo foi 0 uso de manganato de bario. Assim
como o dioxido de manganés, esse reagente apresenta elevada seletividade para a oxidacgdo de
alcoois alilicos, mas diferentemente do anterior, ndo precisa passar por processo de ativacao e
gera resultados mais reprodutiveis. O manganato de bario foi preparado de acordo com o

procedimento descrito na se¢do experimental e, quando usado como uma suspensdo em DCM,
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promove oxidacdo de todo o material de partida, sem formacgdo de nenhum outro produto
colateral. Em adic&o, a filtragdo em Celite® permite remover facilmente o sdlido residual e

obter a cetona com elevada pureza.

O espectro de massa do composto 15 (Figura 2.37) mostra a presenca do fragmento
com m/z 69, resultante da clivagem o a carbonila. Além disso, é possivel observar o
fragmento com m/z 111 decorrente da perda de um radical metil, bem com o fragmento com
m/z 84 derivado do rearranjo de McLafferty.

Figura 2.37 Espectro de massas e fragmentacfes representativas do composto 15.
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A RMN de 'H da cetona mostra a presenca de um duplo quarteto referente ao
hidrogénio olefinico da posicdo  a carbonila, em & 6,77, e um duplo dupleto para o segundo
hidrogénio olefinico a & cetona em & 6,05. O espectro de RMN de *3C exibe o carbono acilico
em & 200,0 ppm, enquanto os carbonos da ligagdo dupla aparecem em & 142,2 o a carbonila, e

8 132,3, B a carbonila. Os dados espectroscopicos séo ilustrados na Figura 2.38.
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Figura 2.38 Espectros de RMN de 'H e **C da rincoforona (15) (CDCls; 400 MHz e 100 MHz,
respectivamente).
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A etapa de reducdo assimétrica empregou o catalisador (R)-(+)-2-Metil-CBS-
oxazaborolidina e o BHs como doador de hidreto. Contudo, em 20 repeticdes do
procedimento, variando-se a temperatura, a quantidade de borano e a quantidade de
catalisador, na maior parte delas ocorreu a formacdo de uma mistura complexa de diversos
produtos de maior peso molecular que ndo puderam ser identificados. Em algumas delas, foi
possivel observar a obtencdo do rincoforol e do alcool saturado correspondente em conjunto
com a mistura. Apenas em uma, o rincoforol foi obtido com elevado rendimento, de 82%,
apesar de haver contaminacdo pelos produtos colaterais de reducéo da ligacdo dupla tanto no

alcool como na cetona de partida (Figura 2.39).

Figura 2.39 Analise cromatogréafica da etapa de reducao assimétrica da rincoforona.
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a) Cromatograma de ions totais com os picos referentes ao rincoforol e ao produto de excesso de redugdo
(apontados pelas linhas vermelhas intermitentes), além dos picos de produtos colaterais; b) cromatograma de
fons totais do procedimento com melhor rendimento, indicando o rincoforol e outros produtos colaterais
minoritarios.

A analise por cromatografia gasosa quiral para estabelecer o excesso enantiomérico do
produto obtido, entretanto, revelou que praticamente ndo houve alteragdo na proporcdo dos
enantidbmeros em comparagdo com o material de partida, conforme ilustrado na Figura 2.40.
Isso sugere que a reducdo ocorreu sem a participacdo do catalisador ao se fazer a adi¢do do
borano por Gltimo sobre a mistura reacional. Em contrapartida, a adi¢cdo da cetona sobre a
solugéo contendo o borano e o catalisador resulta majoritariamente na formacéo de diversos
subprodutos, talvez pela interferéncia da acidez do proprio borano como &cido de Lewis, ja
gue um perfil cromatografico similar pode ser observado quando o rincoforol € submetido a

purificacdo por silica gel.
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Figura 2.40 Andlise por cromatografia gasosa quiral do produto obtido na tentativa de reducéo
assimétrica da rincoforona.
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a) mistura de enantidmeros do material de partida cedido pela Interacta Quimica; b) mistura de produtos obtidos
pela tentativa de reducdo assimétrica. A ordem das estruturas quimicas na imagem nédo reflete a ordem de eluigéo

dos enantiémeros.

5.4 Andlise comparativa dos dados cromatograficos e espectrométricos

A comparagdo com extrato dos compostos sintéticos injetados em solucéo de hexano a
50 ppm confirma que o acetato com liga¢do dupla de configuracdo E € aquele presente no
extrato, havendo sobreposicdo extada entre os picos. J& o alcool E apresenta tempo de
retencdo mais préximo ao composto do extrato em relacdo ao composto alcool Z, mas a
sobreposicao ndo é extada, provavelmente devido ao efeito da matriz, pois como se mostra a

Figura 2.41, o pico do alcool no extrato ndo se encontra bem definido.

Figura 2.41 Comparacdao entre o extrato da glandula sexual de A. binocularis e os compostos
sintéticos.
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Para evitar ambiguidade, o alcool E foi coinjetado com o extrato e verificou-se a
coeluicdo de ambos os compostos em um pico bem definido sem cauda, com o consequente
aumento da area sob o pico, conforme Figura 2.42. Os indices de Kovats dos compostos

presentes no extrato natural e dos compostos sintéticos sdo mostrados na Tabela 2.4.
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Figura 2.42 Coinjecéo do extrato de A. binocularis com o &lcool sintético com configuragdo E
para a ligacéo dupla.
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Tabela 2.4 indices de Kovats dos compostos naturais e sintéticos da mistura feromonal de A.
binocularis

indice de Kovats
Compostos

Gland E Z

Dodec-6-en-1-ol 1442 1442 1440

Acetato de dodec-6-en-1-ila 1576 1577 1571

Para a H. taltula, a mistura de epo6xidos foi injetada e comparada com o extrato das
glandulas sexuais dessa espécie. Verifica-se que um dos enantibmeros do monoepoxido da
posicdo 9 apresenta 0 mesmo tempo de retencdo, tr = 27,54 minutos, que o composto no
extrato, como ilustrado na Figura 2.43.

Figura 2.43 Analise comparativa do extrato da glandula sexual de H. taltula e da mistura
sintética de monoepoxidos.
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Os dados espectrométricos também corroboram para a confirmacgdo estrutural dos
componentes feromonais de A. binocularis, pois, como pode ser observado na Figura 2.44, ha
similaridade indubitavel entre os espectros de massas dos compostos caracterizados no extrato

e aqueles obtidos por procedimento sintético.

Figura 2.44 Comparacéo dos espectros de massas dos compostos caracterizados nos extratos de
A. binocularis e os compostos sintéticos de referéncia.
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Componentes de feromoénios sexuais de Lepidoptera podem ser categorizados em
diferentes tipos com sabe nas suas estruturas quimicas e vias biossintéticas. Assim, é
amplamente reconhecido que os compostos do tipo | compreendem alcoois graxos, acetatos
ou alcoois com esqueletos de 10 a 18 carbonos e sdo biossintetizados de novo a partir de
acetato na glandula feromonal (ANDO; INOMATA; YAMAMOTO, 2004; LOFSTEDT,;
WAHLBERG; MILLAR, 2016). Feromonios sexuais foram previamente descritos em 14
especies da familia Gelechiidae e consistem em estruturas do tipo I, principalmente acetatos,
com um unico relato de um alcool primario, E5-10:0H, em Anarsia lineatella (ANDO;
INOMATA; YAMAMOTO, 2004). Para espécies dentro desta familia, ligacGes duplas com
configuragdo (E)- ndo s&o incomuns ja que E5-10:0Ac e E5-10:0H foram identificados como
componentes de feromonios sexuais em A. lineatella (ROELOFS et al., 1975), E7-10:0Ac em
Aproaerema anthyllidella (ARN, 1997) E11-16:0Ac em Helcystogramma triannulella
(HIRANO; MURAMOTO; HORIIKE, 1976), E4-13:0Ac em Keiferia lycopersicella
(CHARLTON et al., 1991), E3-13:0Ac em Scrobipalpa heliopa (BAKER et al., 1985), E3-
12:0Ac em Scrobipalpa ocellatella (RENOU et al., 1980) e E3-14:0Ac em Symmetrischema
tangolias (GRIEPINK et al., 1995) e E3-12:0Ac em Tecia solanivora (NESBITT et al.,
1985).

Até o momento, este € o primeiro relato de um feroménio monoenil tipo |1 com
insaturacdo na posicdo 6 em Lepidoptera. Ando e colaboradores (2004) analisaram todos 0s
componentes do feroménio tipo | relatados na época e apontaram a auséncia de compostos
monoinsaturados nas posicdes 4- e 6-. Além disso, eles previram a existéncia de tais
compostos com base na atratividade de algumas espécies para E4-12:0Ac e Z6-14:0Ac De
fato, E6-12:0H foi previamente relatado como um atraente para Dendrolimus superans
sibiricus (KLUN et al., 2000). Por outro lado, E6-12:0Ac ndo havia sido descrito como um
componente de feroménio, nem havia sido relatado como atraente até o momento. Outros
compostos, incluindo E6-14:0Ac e Z6-14:0Ac, foram relatados como atraentes para
Yponomeuta rorellus (LOFSTEDT et al., 1990), enquanto que E6-16:0Ac foi encontrado no
extrato da glandula de feroménio de Antheraea pernyi, mas nenhuma bioatividade foi relatada
para este Gltimo composto (BESTMANN et al., 1987).

Conforme revisado por Lofstedt e colaboradores (2016), a A11-dessaturacdo combinada com
reacOes de encurtamento de cadeia sdo responsaveis pela explicacdo biossintética mais
plausivel de uma grande quantidade de feromdnios sexuais de Lepidoptera monoinsaturados.

No entanto, eles também chamaram a atencgdo para a existéncia de diferentes dessaturases que
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inserem ligagGes duplas em varias outras posicdes (ALLISON; CARDE, 2016). Por exemplo,
algumas rotas podem prosseguir atraves da AlO-dessaturase ou A6-dessaturase, conforme
relatado por estudos anteriores sobre Planotortrix excessana e Antheraea pernyi (ALBRE et
al., 2012; FOSTER; ROELOFS, 1988; WANG et al., 2010). Assim, pode-se esperar que 0
primeiro passo de uma suposta via biossintética para os componentes feromonicos de A.
binocularis ocorra pela Al-dessaturagdo do palmitoil-CoA para produzir E10-16:AcilCoA,
seguido por duas reacdes subsequentes de encurtamento de cadeia para gerar precursor. E6-
12:AcilCoA. Este precursor seria entdo reduzido para E6-12 OH e acetilado para E6-12:0Ac
de uma forma similar as sequéncias biossintéticas descritas para P. excessana (FOSTER,;
ROELOFS, 1988), com excecdo da etapa adicional de encurtamento da cadeia.

De igual forma, a analise do espectro de massas do composto previamente referenciado
como bioativo (TRIANA, 2015) e presente no extrato da glandula de H. taltula confirma a
presenca do epoxido na posicdo 9,10 derivado do trieno de 21 atomos de carbono. Dentro do
contexto da subfamilia Herminiinae, da qual a H. taltula esta inserida, apenas uma Gnica outra
espécie, Tetanolita mynesalis, teve seu feromonio identificado como sendo uma mistura de
(6S,7R)-Z3,ep06,29-21:H e Z3,26,79-21:H (HAYNES et al., 1996). Contudo, ao se adotar
uma perspectiva quimiossistematica mais ampla, ndo é incomun encontrar estruturas do tipo Il
em espécies da familia Erebidae, que abrange a Herminiinae. Por instancia, todos os
noctuoides que apresentam feromonios desse tipo pertencem a familia mais recentemente
formada Erebidae (ZAHIRI et al., 2012), que também contém duas subfamilias com
feromonios tipo I1l, Lymantriinae e Arctiinae. Todas as outras subfamilias de noctuoides
apresentam aparentemente apenas estruturas do tipo I. A Figura 2.45 mostra a comparacao

dos espectros dos compostos natural e sintético.
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Figura 2.45 Comparacéo dos espectros de massas dos compostos caracterizados nos extratos de

H. taltula e o composto sintético de referéncia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Uma vez que quantidades menores que miligramas de feromonios estdo disponiveis a
partir de organismos por isolamento, sua sintese é de suma importancia para o
estabelecimento de suas estruturas e também para o estudo de suas aplicacdes praticas no
controle de pragas. Em conjunto, os dados cromatograficos e espectrométricos permitiram a
identificacdo dos componentes feromonais previamente hipotetizados como responsaveis pela
atividade como feromdnios sexuais dos dois lepiddpteros pragas estudadas.

Os diastereoisdomeros E e Z dos alcoois e acetatos da cadeia de 12 4tomos de carbono
com insaturacdo na posicdo 6 foram sintetizados com a finalidade de confirmagéo estrutural
dos candidatos propostos a componentes feromonais de A. binocularis. Sendo assim, 0s
compostos sintéticos permitiram estabelecer de forma univoca a estrutura dos dois
componentes ativos da mistura feromonal dessa espécie, o alcool e o acetato com
configuracéo E para a ligacéo dupla.

Para a H. taltula, uma estrutura ja havia sido relatada como potencial candidato ao
componente da mistura feromonal e a sintese desses compostos aqui realizada levou a
confirmacdo do epdxido Z3,Z6,ep09-21:H como componente de fato do feromoénio dessa
espécie.

Com os resultados obtidos, testes de campo poderdo ser realizados para verificar a
atratividade dos compostos em campo e determinar sua viabilidade na confeccdo de
armadilhas para controle e monitoramento de H. taltula e A. binocularis em cultivos de cana-
de-acucar e cajueiro.

Com relagdo a sintese assimétrica do rincoforol, ndo foi possivel otimizar a metodologia
para a obtencdo de um produto enantiomericamente enriquecido. Apesar da reducdo de
Corey-Bakshi-Shibata ser empregada com éxito na reducdo de diversas cetonas, alguma
provavel interferéncia da acidez do proprio borano pode estar relacionada com a falha da
metodologia sintética. Tal hipotese se baseia no indicativo de que um perfil cromatografico
similar pode ser visualizado ao tentar purificar o material de partida ou a cetona por meio de

cromatografia em silica gel.
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