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RESUMO

Neste trabalho, realizou-se a sintese do ceto-alcool pentaciclico (£)-5, assim como
0 estudo de reatividade do grupo carbonila do mesmo frente a reacdes de oximacao e
reducdo. Realizou-se também a resolucdo enantiomérica do composto (+)-5 através de
reacao de transesterificagdo com acetato de vinila catalisada pela lipase da Candida rugosa.
Altos excessos enantioméricos foram obtidos (>95%, RMN) tanto para o alcool (+)-5
guanto para o éster formado (-)-8. Sugere-se a existéncia de uma interconversao
enantiomérica no composto (+)-5, devido a observacdo de mistura racémica, quando o
mesmo foi analisado por cromatografia gasosa em coluna quiral. Um mecanismo para tal

interconversdo, o qual envolve um rearranjo intramolecular, é proposto.



Introducédo 1

1. INTRODUCAO

Sistemas policiclicos do tipo bi, tetra, penta e hexaciclicos, com configuracdo endo-endo
e endo-exo, sdo estruturas que possuem tensdo anelar com um alto grau de rigidez e podem
apresentar distorcdes relacionadas a geometria da molécula, tais como angulos diedros,
comprimento de ligacées, energia de van der Waals, etc’.

Para a maior parte dessas estruturas, ja foram feitos estudos de RMN de °C e de
Mecanica Molecular, nos quais sdo abordados os parametros estruturais decorrentes da rigidez e
da tensdo anelar'. Os mecanismos e rearranjos que tais sistemas apresentam em meio acido, os
quais envolvem a formacdo de ions ndo cléssicos, foram também estudados e suportados por
analise computacional®.

Compostos policiclicos clorados do tipo “Aldrin (1), Dieldrin (2), Isodrin (3) e Endrin

% e Lidov*, foram muito explorados

(4)” (Esquema 1), desenvolvidos por Soloway
comercialmente pela Shell Development Co. como defensivos agricolas até pouco tempo atras e,
portanto, tiveram uma grande importancia econdmica mundial.

Devido aos problemas causados por estes organohalogenados ao meio ambiente, pela
baixissima biodegradacdo, e aos danos causados a saude humana, ap0s contaminagdo por
acumularem-se no tecido adiposo e por serem potenciais agentes carcinogénicos, estes

compostos tiveram suas comercializa¢fes para uso na agricultura, terminantemente proibidas.

Esquema 1
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Entre 1960 e 1970 °, Winstein dedicou-se a realizar uma série de trabalhos relacionados a
esses compostos, tais como estabilidade quimica, rearranjos moleculares do tipo Wagner-
Merwein em reacdes de solvélise ® e participacdo de fons ndo-classicos nessas reacoes.

Estes estudos, sem duavida, trouxeram grande contribuicdo para o desenvolvimento de
conceitos que atualmente sdo empregados na quimica organica. Estes compostos foram
empregados como material de partida na sintese de prostaglandinas, terpenos, esteroides,
alcaléides e analogos de nucleosideos carbociclicos .

A conversdo destes compostos policiclicos tensos em derivados funcionalizados,
enantiomericamente enriquecidos, tais como, alcoois, cetonas, ésteres e aminas pode representar
um importante passo para a utilizacdo de tais substratos como precursores sintéticos e compostos
bioldgicamente ativos; isto depois de sua decloracdo, que consiste numa etapa fundamental para

minimizar a toxidade e o impacto ambiental de tais substancias.
1.1 Objetivos
Este trabalho tem como objetivos:

- A partir do isodrin, obter o ceto-alcool pentaciclico (+)-5

HO J

(£)5

- Estudar a possibilidade de obtengdo da oxima 6 a partir de (£)-5, a fim de

posteriormente se obter o respectivo amino-alcool pentaciclico 7;

NOH
HO / HO / HO NF,
- MH 4@&
6 7

(£)5
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- Realizar o estudo do comportamento do composto (+)-5 frente a reacdo de
transesterificacdo com acetato de vinila catalisada pela lipase da Candida rugosa, a

fim de se realizar a resolucdo enantiomérica do mesmo ;

HO / HO / // OAC

(+)-5 5 8
(i) Acetato de vinila, lipase da Candida rugosa, t.a

* enantioméricamente enriquecidos

- Estudar métodos de reducdo do composto (+)-5 a fim de se obter o diol 9, como
possivel candidato a precursor na sintese de analogos peptidicos de conformacao restrita

0s quais serdo testados como inibidores de protease do HIV.

HO HO
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Funcionalizacdo de compostos policiclicos e aminoalcoois

Compostos policiclicos sdo estruturas que, quando funcionalizados, podem vir a
apresentar atividade bioldgica. O adamantano (10) em si, ndo tem atividade biol6gica, porém, o
seu analogo, a adamantidina (11), foi comprovado como primeiro agente antivirético sintético
eficaz e paralelamente est4 sendo usado com sucesso no tratamento do mal de Parkinson®

(Esquema 2).

NH,

10 11

Esquema 2

Compostos do tipo 1,2 e 1,3-aminoalcoois enantiomericamente puros sao conhecidos por
possuirem interessante atividade bioldgica. A (1R,2S)-(-)-efedrina (12), que é extraida de varias
espécies de Ephedra, possui uma atuacdo direta no sistema nervoso simpatico®. A (1R,2S)-(-)-
norefedrina (13), a (1S,2S)-(+)-pseudoefedrina (14) e a (1S,2S)-(+)-norpseudoefedrina (15)

constituem um exemplo de uma classe de aminoéalcoois bioativos (Esquema 3).

OH OH OH OH

Esquema 3
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Uma outra aplicacdo importante de 1,2-aminoalcoois é o seu uso na sintese de antivirais
para o combate ao virus HIV. O composto 17, derivado do 1-amino-2-indanol (16) desenvolvido

pela Merck™ é um exemplo desse tipo de medicamento (Esquema 4).

=~ "N
|
S QH
Ph HoN,, - :
N/\ OH H  OH
K/N N, A -
=0 0
tBuN
4 16

17

Merck’s crixivan® (inibidor de protease)
Esquema 4

Além de serem compostos bioativos, os aminoalcoois opticamente puros sdo reagentes
versateis em sintese organica, sendo utilizados como auxiliares quirais', intermediarios

12-13

sintéticos**™ e ligantes para catalisadores de metais de transigdo .

2.1.2 Aminoalcoois como precursores de analogos peptidicos

Peptideos e proteinas sdao componentes essenciais do organismo, no qual atuam de
diversas maneiras. Enquanto as proteinas tém funcdo biocatalitica e sdo componentes
importantes dos tecidos, os peptideos tém uma fungdo importante no organismo como
hormdnios, neurotransmissores e neuromoduladores™. Anélogos peptidicos tém sido estudados
na quimica medicinal como agentes terapéuticos para condi¢bes patologicas geralmente
caracterizadas pela ruptura da comunicacdo entre as moléculas mensageiras ou substratos
enziméticos e seus alvos™.

A sintese de anédlogos peptideos e peptideomiméticos com uma estrutura pré-determinada

e /ou sem estrutura flexivel estdo entre os mais desafiantes e excitantes campos da quimica dos



Revisdo Bibliografica 6

peptideos. A solubilidade desfavoravel, a baixa biodisponibilidade oral, a biodegradacdo e a
biosseletividade tém limitado o uso de peptideos ndo modificados como farmacos em uma
grande extensdo'®. Aminoécidos e dipeptideos de conformag&o restrita podem ser empregados a
fim de contornar essas desvantagens e aumentar a atividade bioldgica. Adicionalmente, eles
oferecem um meio de investigar os fatores importantes na determinacdo da natureza flexivel de
um peptideo e investigam também a conformacéo bioativa do mesmo*®.

A conformacdo de um peptideo pode ser estabilizada ou fixada pela introducao de
pontes de varios comprimentos entre diferentes partes da molécula; tais elementos fazem a
molécula mais rigida™. Desta forma, os aminoalcoois policiclicos podem servir como
precursores na sintese de andlogos peptidicos de conformacdo restrita, atuando como

restritores de conformacao de cadeias pepitidicas.

2.2 Enzimas em sintese organica

O uso de enzimas em sintese organica, para resolver misturas racémicas, € um dos
métodos mais utilizados atualmente, devido a inimeras vantagens que apresenta, tais
como'’:

e condicOes reacionais suaves (pH entre 5 e 8, temperatura entre 20 e 40 °C e
presdo de 1 atm);

e as enzimas sdo capazes de atuarem em praticamente todos os tipos de reacdes
conhecidas;

e sdo completamente biodegradaveis;

e em geral as enzimas mantém seu poder catalitico ap0s varias reacdes, dependendo
das condices as quais forem submetidas;

e enzimas sdo catalisadores que normalmente apresentam alto grau de quimio-,

régio-, diastero- e principalmente enantiosseletividade.

Para 0 quimico orgéanico sintético, entre estas caracteristicas citadas, uma das mais
importantes € a enantiosseletividade apresentada pelas enzimas. Esta especificidade decorre do
modo singular pelo qual as enzimas atuam como catalisadores. O sitio catalitico de uma enzima

estd freqlientemente localizado em uma fenda ou sobre uma superficie irregular da proteina e é
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formado por duas regides importantes, uma que possui a funcdo de reconhecer e captar a
molécula do substrato e outra que catalisa a reacdo, portanto a enantiosseletividade em uma
catalise enzimatica esta intimamente relacionada com a capacidade do substrato em acomodar-se
na cavidade catalitica.

O grande avanc¢o do uso de tais processos em sintese organica veio a partir da década de

18_22. Isto

80, com o desenvolvimento do emprego de solventes organicos como meio de reacédo
possibilitou que este processo pudesse ser utilizado em uma variedade muito grande de
substratos. Atualmente o emprego de solventes organicos ja esta bem desenvolvido, sendo que
suas principais vantagens sao*’:

e sucesso em transformagfes de substratos lipofilicos, muito pouco sollveis em sistemas

agquosos;

e muitas enzimas sdo mais estaveis em solventes organicos do que em agua, entre elas as

lipases, devido as mesmas manterem sua conformacao original mesmo em meio organico;

e a recuperacdo das enzimas é realizada por simples filtracdo, podendo inclusive serem
reutilizadas;

 alta enantiosseletividade apresentada.

2.2.1 Otimizacao de reagdes enzimaticas

Infelizmente, uma das principais desvantagens da utilizagdo de enzimas como ferramenta
em sintese organica € justamente a especificidade, isto é, a relativa inflexibilidade que estas
manifestam sob um determinado conjunto de condi¢bes experimentais. Como consequéncia, 0
estudo sistematico desta classe de reagBes ganhou maior amplitude, uma vez que este esta
associado a necessidade da otimizacdo daqueles sistemas onde ndo ha seletividade total. Assim,
foram aperfeicoadas ou desenvolvidas diferentes técnicas para a execucéo de biotransformacoes,
como por exemplo, imobilizacdo?®, modificacdo enzimatica por engenharia genética® ou via
interacdo ndo covalente (imprinting)®, reincubacéo do produto ou do substrato®, inibicdo
enantiosseletiva?’, modificacdo do substrato®®, manipulacdo do solvente? ou dos doadores de
acila (em reacdes de transesterificacdo)®. Destas, a técnica de manipulagdo do solvente é a que
apresenta menor custo, maior flexibilidade e velocidade na execusdo, o que torna o emprego de

catélise enziméatica um método atraente para a otimizagéo de biotransformacdes.
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2.2.2 Aspectos da estrutura das enzimas

A estrutura basica das enzimas em solucdo aquosa, bem como os principais aspectos
mecanisticos, estdo bem esclarecidos®!. A excecdo das recém descobertas ribozimas, o principal
componente das enzimas conhecidas sdo as proteinas. As proteinas sdo macromoléculas polares,
com massa molecular variando entre 10* a 10° Da, formadas pela condensacio de aminoacidos
através de ligagdes peptidicas, sendo que, com exce¢do da glicina, todos os aminoacidos sao
quirais.

As propriedades individuais de uma proteina dependem da natureza quimica das cadeias
laterais presentes. Além disso, a interacdo entre essas cadeias forca a enzima a adotar uma
estrutura tridimensional, que € conduzida a um nivel final de organizagdo chamado de estrutura
terciaria. Por sua vez, a unido entre subunidades desta constituindo homo ou hetero oligémeros,
ou ainda sistemas multi componentes, € chamada de estrutura quaternaria. Devido ao ambiente
aquoso natural, os grupos hidrofilicos polares das cadeias laterais, tais como -COOH, -NH,, -
OH, -SH e —CONHj,, ficam preferencialmente localizados na superficie externa das enzimas,
enquanto que os substituintes lipofilicos, como cadeias arilicas e alilicas, ficam situados na
regido interna. Neste tipo de ambiente a enzima tende a permanecer “dobrada sobre si mesma”. E
a variedade dos grupos externos presentes nas cadeias laterais que permite que as proteinas
atuem eventualmente como catalisadores &cidos, bésicos, nucleofilicos ou eletrofilicos. O
fendmeno de afinidade e repulsdo pela &gua dos diferentes grupos funcionais presentes nas
cadeias laterais gera uma superficie tridimensional Unica para uma determinada proteina, que
sera definida em dimensfes moleculares pelas proprias cadeias laterais e pela cadeia principal
polipeptidica segundo um minimo de energia®.

A superficie de uma enzima é ainda coberta por uma camada de agua, que fica
firmemente aderida e ndo pode ser removida por liofilizacdo. Esta porcdo de agua residual, que
constitui aproximadamente de 5 a 10% do peso da enzima seca, é chamada de agua estrutural,
sendo a mesma responsavel pela manutengdo da conformagdo catalitica ativa. Segundo
Klibanov®?, no caso de enzimas ativas em solventes organicos anidros, esta 4&gua age como um
lubrificante formando pontes de hidrogénio com os grupos funcionais da proteina que, caso

contrario, estariam ligados entre si. A agua estrutural forca um “desbloqueio” da estrutura
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enzimatica providenciando a flexibilidade necessaria que permite a acdo catalitica desta em meio
apolar®.

O sitio especifico de ligacdo de uma enzima estd frequentemente localizado em uma
fenda ou sobre uma superficie irregular da proteina e é formado por duas regiGes importantes,
uma que possui a funcdo de reconhecer e ligar a molécula do substrato e outra que catalisa a
reacao sobre o substrato ligado. Algumas enzimas apresentam sitio catalitico como parte do sitio
de ligacdo. O arranjo dos grupos funcionais no sitio ativo de uma enzima existe de modo que um
substrato especifico possa interagir mais fortemente do que qualquer outra molécula (com
excecdo de compostos inibidores). A Figura 1mostra o processo catalitico de uma enzima.

+ Substrate

—_—
————

x Enzima
Catalise i
—_—— S—

—— FProduto

Figura 1. Processo de catélise enzimatica

Na primeira etapa (Figura 1), ocorre a entrada do substrato no sitio ativo da enzima formando o
complexo enzima-substrato; logo em seguida ocorre a catélise e formacdo do complexo enzima-
produto que por final se descomplexa formando enzima mais produto.

O reconhecimento do substrato pela enzima é um processo dindmico ndo somente no que
diz respeito a associacdo ou dissociacdo do substrato, como também pode envolver movimentos
da cadeia polipeptidica em resposta ao processo de ligacdo. Muitos grupos funcionais, e algumas
vezes ions metalicos, podem atuar em conjunto no sitio ativo da enzima durante 0 processo
catalitico. No entanto, os mecanismos individuais de ac¢do catalitica de uma enzima particular

apenas podem ser elucidados nos casos em que a estrutura tridimensional € conhecida.

2.2.3 Estudo da enantioseletividade de biocatalisadores na resolucdo de compostos

racémicos

A habilidade das enzimas de optar por apenas um dos enantidmeros de uma mistura

racémica é provavelmente a sua principal caracteristica, buscada em sintese organica. Em um
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caso ideal, quando uma alta enantioseletividade é exibida, a transformacéo do substrato racémico
para com 50% de conversdo quimica e podem ser obtidos ambos produto e substrato residual
enantioméricamente puros.

No entanto, quando uma enzima atta sobre substratos ndo naturais, a enantioseletividade
frequentemente se deteriora e somente uma resolucéo cinética pode ser observada®. A pureza
optica do produto e do substrato residual sdo assim dependentes do progresso da reacdo. No caso
de uma reacdo irreversivel, o uso de simples equacdes desenvolvidas por Sih*, sobre um modelo
de resolucdo cinética®™, pode ajudar a fornecer a melhor relagdo entre rendimento quimico e
pureza o6ptica utilizando-se o parametro calculado E (razdo enantiomérica), o qual trata da
eficiéncia da enzima na escolha de um determinado enantiébmero e é independente do tempo de
reacdo, da natureza do substrato e da concentracdo da enzima. A determinacdo de E pode ser
realizada através da simples medida do excesso enantiomérico do substrato (ees) e/ou do produto
(eep), num dado grau de converséo (c), na transformacéo de substratos racémicos utilizando-se

as Equacdes [1], ou [2] e/ou [3]*.

E- In[(1-c)(1-ees)] [1]
In[(1-c)(1 + ees)]

_ In[1-c(1+eep)]

E= [2]
In[1-c(1-eep)]
co 3]
ees + eep

O conhecimento do valor de E pode ser extremamente util como por exemplo, na
simulacdo de experimentos de reacfes de resolucdo enantiomérica para determinar a melhor
relacdo entre atividade optica e rendimento, ou na comparacdo da enantioseletividade de
diferentes enzimas acerca do mesmo substrato, da mesma forma que se pode realizar o estudo da

enantioseletividade de uma Unica enzima acerca de varios substratos diferentes derivados de uma
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mesma estrutura a fim de determinar as melhores condi¢cdes experimentais para a reacdo de
resolucio®,

A Figura 2 mostra a superficie simulada do excesso enantiomérico do produto versus o grau de
conversdo da reacdo em um experimento de resolucéo cinética para valores de E variando de 2 a

100, utilizando-se a Equacéo [2].

100

in product

eedf

D 1 A i L 1 I L i i

20 100
C%

Figura 2. Superficie simulada do excesso enantiomérico versus grau de conversdo em uma

resolugdo cinética

Através da analise do gréfico da figura 2, pode-se concluir que valores de E < 10 ndo conduzem
a resolucgdes eficientes, enquanto que valores de E > 100 se aproximadas condi¢des ideais de
resolucdo fornecendo ambos produto e substrato residual enantioméricamente enriquecidos. No
entanto, para valores moderados de E ( E ~ 20) é possivel se obter tanto o substrato como o
produto com alta pureza enantiomérica utilizando-se uma resolucio enzimética em duas etapas=

a qual consiste em conduzir a reacdo de resolucdo até uma conversdo quimica da ordem de 40%,
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onde sdo alcancados Otimos rendimentos quimicos e pureza Optica. Apds a separacdo dos
produtos, o substrato residual é submetido a uma segunda etapa de reacdo até que a conversao
total atingida seja da ordem de 60%, fornecendo desta forma um 6timo rendimento quimico e

pureza Opitica para o substrato.

2.2.4 Lipases como catalisadores em reacgdes organicas

Lipases sdo versateis catalisadores. Em adi¢do a sua reacdo natural de hidrdlise de
gorduras, as lipases catalizam uma gama de outras reacfes quimicas tais como esterificagdo,
amidacéo e transesterificacdo de esteres assim como de carbonatos organicos.!” Além disso, as
lipases ligam-se uma larga variedade de substratos, enquanto mantém sua regioseletividade e
estereoseletividade. Lipases sdo altamente estaveis sob condi¢des adversas tais como solventes
organicos, altas temperaturas e assim por diante. Entre as aplicacdes das lipases incluem-se a
producdo de aditivos em alimentos, intermediarios quirais e produtos farmacéuticos. Dentre
estes, a sintese de varios intermediarios quirais para a industria farmacéutica e substitutos da
manteiga de cacau estdo sendo atualmente explorados comercialmente *'.

A reacdo de esterificacdo e transesterificacdo, catalisadas por lipases, em meio anidro
(solventes organicos) foi uma das areas de pesquisa de maior atividade na decada passada, pois a
auséncia de agua eliminava a reacdo de competicao de hidrélise. Além disso, a especificidade do
substrato, a regiosseletividade e a estereosseletividade da enzima pode ser controlada, variando-
se 0 meio de reacdo’’. Contudo os solventes organicos, que sdo geralmente utilizados em reacdes
catalisadas por lipases, ndo sdo totalmente anidros pois, eles ainda contém alguns tracos de agua.
A atividade da enzima tem sido correlacionada com a atividade termodinamica da dgua no meio
no lugar da concentracdo de 4gua. A quantidade de agua pode ser controlada e tem um profundo
efeito na atividade das lipases; a agua ndo somente afeta a enzima, mas também age como um
nucleofilo competidor.

Devido as lipases ndo serem solGveis na maioria dos solventes organicos, o0 método de
utilizacdo da enzima tem uma grande influéncia na atividade enzimatica. Os maiores fatores séo
o0 pH da solucdo aquosa a qual a enzima foi extraida, aditivos utilizados durante a preparacao e o
método utilizado para a remocdo de agua (congelamento-secagem, evaporacao, extracdo da

enzima por um solvente, etc.). A imobilizacdo de lipases permite facil recuperacéo e reutilizacédo
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da enzima; varias técnicas de imobilizacdo tem sido estudadas para lipases e para algumas delas

tem-se mostrado um aumento da estabilidade e atividade da enzima?®.

2.2.5 Transesterificacdo irreversivel em catélise enzimatica

Uma das carateristicas mais importantes da reacdo de transesterificacdo de alcoois é a
reversibilidade da reacdo, isto é, em determinadas concentracdes de alcool e ester, a reacdo entra

em equilibrio (Esquema 5).

R;COOR; + R30H === R;COOR; + R,OH

Esquema 5

Em catalise enzimatica, a reversibilidade da reacdo é um fator que dificulta a obtencédo de

substratos e produtos com alta pureza ética e boa conversao (Esquema 6).

Q OH ok OH
e R . G

(+) (-) +)

Esquema 6

No esquema 6, 0 2-butanol é “hipotéticamente”submetido a reacdo de transesterificacéo
enantioseletiva com acetato de etila na qual, numa primeira etapa (1) ha a formacao do acetato de
isobutila (-), do 2-butanol (+) e de etanol. Numa segunda etapa (2) o etanol pode reagir com 0
acetato de isobutila (-) formando assim, acetato de etila e 2-butanol (-), tendo como resultado
final a racemizacdo do composto devido a reversibilidade da reacdo. Portanto, estabelecer
condic¢des que tornem a biotransformacao irreversivel é de fundamental importancia para se ter

um ganho em rendimento e seletividade.
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Um dos métodos que vem sendo utilizado para se conseguir uma cinética de reacéo
adequada é a utilizacdo de esteres vinilicos como doadores acila e em especial o acetato de
37-38

vinila (Esquema 7).

H H
o)
| 0 0
+ ROH — » | .\ J\
R1 0 H
RI” "OR H™ “CH3

Esquema 7

Em tais transesterificaces, o enol formado rapidamente se tautomerisa a acetaldeido ,

impedindo a reacéo reversa.
2.2.6 Emprego de lipases na transesterificacao de alcoois policiclicos

Apesar do grande desenvolvimento de métodos enzimaticos na resolu¢do de misturas
racémicas, somente no final dos anos 80 foi observado a aplicabilidade em sistemas rigidos do
tipo endo-biciclo[2.2.1]heptan-2-0l (18 e 19) e endo-biciclo[2.2.2]octan-2-ol (20), que exibiram
enantiosseletividade em reacdes catalisadas pela lipase da Candida rugosa, sendo que o

39-41

enantidmero de configuracdo R é preferencialmente transesterificado (Esquema 8).

A?ﬁ@@@

18 19 20

Esquema 8
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Em 1990, Berger e colaboradores® relataram a resolucdo de 1,4,5,6-
tetraclorobiciclo[2.2.1]hepta-5-en-2-0l-7,7-disubstituido (+)-21 usando a lipase AY-30 da
Candida rugosa com acetato de vinila, obtendo uma completa e especifica conversao (~50%) e

um alto excesso enantiomerico do alcool (-)-21 (ee = 98%) e do ester (+)-22 (ee > 99%)

(Esquema 9).
MeO C OMe MeO C OMe MeO I OMe
Cl Cl Cl
/ - + \
cl Cl cl Cl Cl |

OH OH

CH
()21 ()21 3T (+)y22

(i) lipase da Candida rugosa, acetato de vinila, t.a

Esquema 9

Em 1998, Costa e colaboradores*! relataram a resolucéo do sistema pentaciclico clorado
1,8,9,10,11,11-hexacloropentaciclico[6.2.1.1*°.0%".0>°|dodecan-4-endo-ol (+)-23 através de
reacdo de transesterificacdo com acetato de vinila catalisada pela lipase da Candida rugosa,
obtendo-se um excesso enantiomérico de 77 % para o alcool néo reativo (+)-23 e de 95 % para o
éster (-)-24, mostrando que sistemas pentaciclicos clorados também podem ser reconhecidos por
sistemas enzimaticos (Esquema 10).

C' HO OAc ,cl

Cl

Cl HO

cl
ci Cl

(i)_zs (+)-23 (‘)'24

Cl

cf € ¢l a

(i) acetato de vinila, lipase da Candida rugosa, t.a

Esquema 10
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Em 2001, Costa e colaboradores™ sintetizaram um amino-alcool biciclico enantiomericamente
enriquecido (+)-30 (Esquema 11), a partir do alcool biciclico quiral (-)-21 (Esquema 9).
Analogamente, partindo-se do alcool biciclico (+)-21, obteve-se também o aminoéalcool (-)-30

(Esquema 11).
MeO
Cl
f LE LE LE/NOH
H I,
CI” ¢J
(- )21 )25 (+)26 (+)27
MeO OMe MeO OMe MeO OMe
OH OAc OH
H H
H H H
(+)-28 (+)-29 (+)-30
OMe
(+)-21 (-)- 30

(i) Na, NHjs lig., etanol; (ii) PCC; (iii) t-BuOK, BUONO; (iv) NaBHj; (v) a) NaBH,, NiCl,.6H,0 b) Ac,0;
(vi) Na, MeOH

Esquema 11

Em 2001, Costa e Morisso realizaram um estudo em reagOes de transesterificacdo nos
&lcoois (+)-31 e (+)-33, onde foram testadas trés diferentes lipases®. Os melhores resultados
foram obtidos quando se utilizou a lipase PS-C Amano” I, sendo que para todos os produtos os

excessos enantioméricos foram maiores que 99% (Esquema 12).
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H H
H
+
O
Br
+)- (+)-31 -)-32
(¥)-31
ee > 99% ee > 99%

(+)-33 (+)-33 )-34

ee > 99% ee > 99%

Esquema 12

17
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Materiais de Partida

Como material de partida utilizou-se o inseticida isodrin, adquirido comercialmente da
Sigma & Aldrich co., com um grau de pureza de 98%. O Isodrin é obtido através de reacdo de
Diels-Alder entre o hexacloronorbornadieno e ciclopentadieno em uma fuséo do tipo endo-endo.

A estrutura do Isodrin também possui duas liga¢6es duplas: uma no anel clorado e outra
no anel ndo-clorado. Devido a sua configuragdo, as duas ligacdes estdo frente a frente e
relativamente proximas, fazendo com que os orbitais = estejam no mesmo plano. Em reacdes de
adicdo eletrofilica a ligacdo dupla ndo clorada, dependendo das condi¢cBes de reacdo e dos

reagentes, pode-se observar rearranjos levando a formacao de novos ciclos na estrutura®.

3.2 Metodologia para obtenc¢ao do ceto-alcool pentaciclico (+)-5

83 %
Isodrin (1) 36
Ho i
iii iV a \ ﬂ
80 % 86 %0 80 %
37 38 (*+)5

(i) NaBH,, BF;.0Et,, NaOH, H,0,, t.a; (ii) Li, Terc-BuOH, ))) ; (iii) PCC, CH,Cl,, t.a ; (iV) m-CPBA, KF, CH,ClI,,
ta; (V) t-BuOK, THF, ta.

Esquema 13
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O ceto-alcool pentaciclico (+)-5 foi obtido conforme o Esquema 13, seguindo o método

de Woodward modificado®, o qual descreve-se abaixo.

3.2.1 Sintese do (4) 1, 8, 9, 10, 11, 11- hexacloro- endo-endo-Tetraciclo[6. 2. 1. 13¢. 0*"]
dodeca-9-en-4-exo-ol: (35)

Partindo-se do Isodrin, adquirido comercialmente, obtem-se o alcool 35 através de uma
reacao de hidroboracdo-oxidacdo com um rendimento de 90 %. A técnica utilizada foi a de gerar
in situ o reagente diborano, (BH3),, produzido ao adicionar-se trifluoreto de boro eterato
(BF3.OEt;) em uma mistura reacional contendo borohidreto de soédio (NaBHy,) e tetrahidrofurano
(THF). Apos a formagdo do alquilborano, este é oxidado com hidroxido de sodio (NaOH) e
perdxido de hidrogénio (H,0;). O alcool formado foi caracterizado através do uso de técnicas de

RMN de *H, de *3C (APT) e infra-vermelho, os quais sio interpretados abaixo.

——
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Figura 3. Espectro de RMN de *H do &lcool 35, 200 MHz, CDCls, & (ppm)

No espectro de RMN de *H obtido da reacéo de hidroboracao-oxidacio do isodrin, observa-se o
aparecimento de um dublete em 4,03 ppm (J = 6,16 Hz) referente ao hidrogénio a-OH (H,4) do

alcool 35. Os demais hidrogénios da sdo determinados por comparagdo com 0s assinalamentos
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realizados por leal*’ e absorvem em &(ppm): 3,18 — 3,26 (H,); 3,06 — 3,13 (H5); 2,63 — 2,76 (He);
2,55 — 2,57 (Hs); 2,11 — 2,23 (Hs); 2,06 — 2,00 (H12); 1,53 — 1,45 (H,) € 1,36 — 1,25 (Hs).
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Figura 4. Espectro de RMN de **C (APT) do alcool 35, 200 MHz, CDCls, § (ppm)

O espectro de APT, obtido da reacdo de hidroboracdo-oxidacdo do Isodrin se

caracteriza pelo desaparecimento dos sinais dos carbonos C, e Cs, na regido de olefinicos e

pelo surgimento do sinal em 69,0 ppm relativo ao carbono C4 do &lcool 35. Os demais

carbonos sdo obtidos também pela comparacdo com os assinalamentos de Lea

40,4 (C12); 37,8 (Ce); 36,3 (Cs).

47
I

S(ppm):

O espectro de infravermelho (Espectro 1) mostra a banda caracteristica de OH em

3341 cm™, comprovando a formacao do produto.
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3.2.2 Sintese do (+)-endo-endo-Tetraciclo[6. 2. 1. 1*°. 0*"Jdodeca-9-en-4-exo-ol: (36)

Partindo-se do alcool 35, realizou-se reacdo de decloracdo utilizando-se litio e terc-
butanol em THF seco®. A reacéo é conduzida em banho de ultrasom, e se completa em 4 h com
consumo total do alcool 35 e consequente formagéo do alcool declorado 36 com um rendimento
de 83 %. O alcool declorado formado foi caracterizado através do uso de técnicas de RMN de
'H, de *C (APT) e IV.

Figura 5. Espectro de RMN de *H do composto 36 , 300 MHz, CDCls, & (ppm)

Na analise do espectro de RMN de *H acima podemos observar o surgimento dos dubleto
de dubleto em 5,94 ppm referente ao Hjo olefinico (Ji0.9 =5,60 Hz, J1p.1 =3.17Hz) e em 6,00 ppm
referente ao Hg (Jg.10 =5,60 Hz, Jg.g =3,17 Hz) , assim como o dublete em 3,73 ppm (J = 6,34 Hz)

relativo ao hidrogénio Hs o-OH.
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Figura 6. Espectro de RMN de **C (APT) do composto 36 , 200 MHz, CDCls, & (ppm)

Na analise do espectro de RMN de **C pode-se observar os sinais em 131,8 ppm e 132,1
ppm referentes aos carbonos (CH) Cy e Cy9 da dupla ligacdo. Pode-se observar também, o sinal
em 70,6 ppm referente ao carbono carbindlico C, e os sinais em 58,6, 43,5 e 37,1 ppm relativos
aos carbonos (CH;) Cy1, Cs e Cy, respectivamente.

O espectro de infravermelho (Espectro 2) mostra uma pequena banda em 1667 cm® (com
baixissima intensidade devido a tensdo existente no sistema tetraciclico) caracteristica de ligacao

dupla, e a banda de 3286 cm' relativa ao grupo hidroxila.

3.2.3 Sintese do (+)-endo-endo-Tetraciclo[6. 2. 1. 13°. 0%7] dodecan-9-en-4-ona: (37)
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A cetona 37 é obtida, de acordo com o método descrito por Marchand e col®, através da
oxidacdo do alcool 36 com clorocromato de piridinio (PCC), seguido de filtracdo em coluna de

silica gel eluida com diclorometano, com um rendimento de 80 %.
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Figura 7. Espectro de RMN de *H do composto 37 , 300 MHz, CDCls, & (ppm)

Na anélise do espectro de RMN de *H acima pode-se observar o desaparecimento do
dubleto em 3,73 ppm referente ao hidrogénio a-OH do alcool 37. Observa-se também, o efeito
de blindagem da carbonila em C,4 sobre o hidrogénio Hig (J10-9 =5,60 Hz, J1o.1 =3,40 Hz), o qual
aparece em 5,71 ppm (comparado com Hs, de 36 o qual aparece em 5,94 ppm). O hidrogénio Hg
(Jo-10 =5,6 Hz, Jg.g =2,9 HZz) aparece em 6,09 ppm. Cabe salientar que o valor da constante de
acoplamento entre os hidrogénios Hg e Hg (Jg.g) é diferente da constante de acoplamento entre 0s
hidrogénios Hio e Hy devido a diferenca existente entre os angulos diédro nos dois casos. O
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sistema Hig e H; sofre influéncia direta da carbonila no carbono C4 ficando sobre seu cone de

blindagem, provocando desta forma, uma alteracdo no seu angulo diédro.
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Figura 8a. Espectro de RMN de **C (APT) do composto 37 , 300 MHz, CDCls, & (ppm)

Na anélise do espectro de RMN de **C podemos observar o desaparecimento do sinal em
70,6 ppm referente ao carbono carbinélico C4 de 36 e vemos o surgimento do sinal em 217,5
ppm referente ao carbono C,4 carbonilico de 37. Os carbonos Cg e Cyp aparecem em 134,0 e 136,1
ppm respectivamente. Cabe salientar que os carbonos C;; e Cy, aparecem quase que sobrepostos
em 43,4 e 43, 9 ppm (Figura 8b).
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Figura 8b. Espectro de RMN de *C (APT) do composto 37 ampliado, 300 MHz, CDCls, & (ppm)

A banda da carbonila em 1737 cm™ no espectro do infravermelho (Espectro 3) caracteriza

a cetona 37.
3.2.4 Sintese do (+)-endo-endo-9,10-oxo-Tetraciclo[6. 2. 1. 13°. 0%7] dodecan-4-ona: (38)
Partindo-se da cetona 37, realizou-se reacdo de epoxidacdo utilizando-se acido meta-

cloroperbenzdico (m-CPBA) em presenca de fluoreto de potasio® em diclorometano obtendo-se

0 ceto-epoxido 38 com um rendimento de 86 %.
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Figura 9. Espectro de RMN de *H do composto 38 , 300 MHz, CDCls, & (ppm)

A andlise do espectro de RMN de *H acima mostra o desaparecimento dos sinais referente aos
hidrogénios olefinicos da cetona 38 e mostra o surgimento dos dubletos em 3,39 ppm (J = 2,90

Hz) e em 3,30 ppm (J = 2,9 Hz) referente aos hidrogénios a-epdxido Hg e Hyp respectivemente.
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Figura 10a. Espectro de RMN de **C (APT) do composto 38 , 300 MHz, CDCls, & (ppm)

A anélise do espectro de RMN de **C mostra o desaparecimento dos sinais em 134,0 ppm
e 136,1 ppm referente aos carbonos olefinicos da cetona 37 e mostra o surgimento dos sinais em
51,5 ppm e 53,3 ppm referente aos carbonos Cy € Cyio. Os carbonos Ci; e Cip aparecem

praticamente sobrepostos em 45,1 ppm e 45,2 ppm (Figura 10Db).
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Figura 10b. Espectro de RMN de *C (APT) do composto 38 ampliado, 300 MHz, CDCls, &
(Ppm)

No espectro do infravermelho (espectro 4) podemos observar a banda da carbonila em 1737 cm™
e as bandas de deformacéo do anel epoxi de 840 a 1300 cm™.

3.2.5 Sintese do (+)-10-exo-hidroxi-Pentaciclo[6. 2. 1. 1*°. 0*7.0>] dodecan-4-ona: (£)-5

Pelo tratamento de 38 com terc-butdxido de potassio em tetrahidrofurano (THF) obteve-
se 0 ceto-alcool (+)-5, com um rendimento de 80 % *°. A reacdo se processa de maneira a formar
um carbanion no carbono Cs de 38, seguido por um ataque no carbono Cy, ocorrendo assim a
abertura do epoxido e consequente fechamento do ciclo, formecendo o ceto-alcool (+)-5,

conforme o Esquema 14.
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Figura 11. Espectro de RMN de *H do composto (+)-5 , 200 MHz, CDCls, & (ppm)

Pela analise do espectro de RMN de *H acima podemos observar o desaparecimento dos
dubletos em 3,30 e 3,39 ppm referente aos hidrogénios Hg e Hip de 38 e o surgimento do sinal

em 4,19 ppm referente ao hidrogénio Hs a-OH de (+)-5.
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Figura 12a. Espectro de RMN de **C (APT) do composto (+)-5 , 300 MHz, CDCls, & (ppm)

A anélise do espectro de RMN de **C nos mostra o surgimento do sinal em 75,0 ppm
relativo ao carbono carbindlico Cyo de (£)-5, assim como o desaparecimento dos sinais em 51,5
ppm e 53,3 ppm relativos aos carbonos Cg € Cyp de 38. Os carbonos C;; e Ci2, mesmo no

espectro ampliado de RMN de **C, aparecem sobrepostos em 37,0 e 36,9 ppm (Figura 12b).
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Figura 12b. Espectro de RMN de **C (APT) do composto (+)-5 ampliado, 300 MHz, CDCls, &
(Ppm)

O espectro de infravermelho (Espectro 5) mostra a banda relativa a carbonila em 1731

cm™ e a banda relativa a hidroxila em 3410 cm™.
3.3 Reacbes de oximacéao

De posse do ceto-alcool racémico (+)-5, a préxima etapa do trabalho consiste na obtencéo
de sua respectiva oxima a fim de obter-se, na sequéncia do trabalho, o aminoalcool pentaciclico.
Para a obtencdo desta, foram utilizadas trés condicdes reacionais, entretanto, nenhuma

apresentou resultado positivo conforme o Esquema 15.
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HO i - ~
——» Nao houve reagéo

i ~ ~
—> Nao houve reacgao

ii ~ ~
——> Nao houve reacgédo

()5

(i) NH,OH.HCI, NaOAc, CH;0H, t.a; (ii) NH,OH.HCI, NaOAc, CH3;0H, THF, 35min refluxo; (iii) NH,OH.HCI,
NaOH, CH;CH,0H,6h de refluxo

Esquema 15

Na condicdo (i) utilizou-se o método classico de oximacdo de cetonas, utilizando-se
cloridrato de hidroxilamina, acetato de sédio e metanol®’. Como nessa condicdo nédo houve
formacédo de oxima e a solubilizacdo do substrato ndo foi adequada, optou-se pelas condigdes
descritas em (ii), quando foram adicionadas algumas gotas de THF para garantir a solubilidade
total do reagente no meio reacional. A reacdo foi acompanhada por cromatografia (CG), a qual
ndo mostrou sinal relativo a formacao de produto, mas apenas o sinal correspondente ao material
de partida. Sendo assim, resolveu-se refluxar a mistura reacional por 35 minutos durante os
quais ndo se observou evolucdo da reacdo. Por fim, em (iii) utilizou-se uma condicdo mais
enérgica, geralmente usada na oximacao de cetonas altamente impedidas, a qual utiliza cloridrato
de hidroxilamina, excesso de NaOH como base e etanol em refluxo. Entretanto este método
também ndo forneceu resultado positivo pois, apds 6h de refluxo, ndo houve formacdo de
produto, recuperando-se o material de partida.

O fato do ceto-alcool racémico (+)-5 ndo ter reagido em qualquer das condicGes descritas
sugere que o carbono carbonilico do sistema pentaciclico deva ter algum tipo de impedimento
estéreo frente ao nucledfilo (hidroxilamina).

Devido ao insucesso obtido nos ensaios de oximagdo com o composto (£)-5 resolveu-se
submeter 0 mesmo, e também os compostos 37 (ceto-olefina tetraciclica) e 38 (ceto-epoxido

tetraciclico) ao teste qualitativo de formacdo de 2,4-dinitrofenilhidrazonas, condicdo classica
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para determinacdo da presenca de cetonas, a fim de observar se ha ou ndo ataque a carbonila nas

condicdes de reacdo. Os resultados estdo na tabela 1.

Tabela 1. Resultados dos testes de formacao de 2,4-dinitrofenilhidrazonas com 37, 38 e (+)-5

Composto 37 38 (-5
Olefina Epoxido ceto-alcool
Resultado Positivo Negativo Negativo

* Foram utilizados 50 mg de amostra, 1mL de reagente de 2,4 dinitrofenilhidrazina e 2 mL de CH3OH como
solvente.

Os resultados da Tabela 1 mostram que somente o composto 37 reage frente ao reagente
de 2,4-dinitrofenilhidrazina e isso deve-se, provavelmente, a maior flexibilidade da molécula.
De posse destes dados tentou-se formar a ligacdo C=N no composto 37 através de trés

condicdes experimentais, conforme o Esquema 16

/ —' > N&o houve reacao

—!_ > N&o houve reacao

ii ~ ~
—> Nao houve reacéo

37

(i) NH,OH.HCI, NaOAc, CH3;0H, t.a; (ii) NH,OH.HCI, KOH, CH3;CH,0H,15 dias de reacdo
com 6h em média de refluxo por dia; (iii) PhCh,NH,, 4A MS (peneira molecular), THF, t.a.

Esquema 16

Como observado no Esquema 16, novamente ndo foi obtido resultado positivo nas
condices testadas para o composto 37. Na condicdo (i) utilizou-se novamente o método cléssico
de oximacdo de cetonas, empregando-se cloridrato de hidroxilamina, acetato de sodio e

metanol®*

. Devido ao resultado negativo apresentado na condicéo (i), optou-se, na condicéo (ii)
por ensaiar a reacdo com cloridrato de hidroxilamina, hidroxido de potassio como base e etanol
em refluxo, sendo que a reacdo foi monitorada durante 15 dias (CG) durante os quais a mesma

permanecia 6 horas em média de refluxo por dia sem, no entanto, apresentar resultado positivo.
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A (ltima condicdo testada, condicdo (iii)®, tratou-se da tentativa de formacdo de uma imina
utilizando-se para tal, benzilamina, peneira molecular e THF como solvente a temperatura
ambiente, mas novamente ndo foi observada a formacdo de produto.

Uma possivel explicacdo para que essas reacdes de oximacao ndo tenham ocorrido é o
fato de que a reacdo de oximacdo é uma adicdo nucleofilica a carbonila e segue 0 mecanismo

mostrado no Esquema 17°%;

>:O _____ HA + NHOH Lenta S A
NH,OH
()

- H
>:N—OH + HA <F@.H—p|doa 4’—$: ----- HA
— 2

Esquema 17

Portanto, a etapa determinante da velocidade da reacao € o ataque nucleofilico da hidroxilamina

e segue a cinética da Equacao [4]:

vV = K[NH,OH] [Cetona] [4]

0 que deve levar a formacdo do intermediario (1).

Assim sendo, pela analise dos intermediarios que formar-se-iam nos sistemas policiclicos
37, 38 e (£)-5, supde-se que devam ocorrer interacdes estereoquimicas muito fortes, acarretando
altas barreiras energeéticas na etapa lenta da reacdo (etapa determinante), conforme o Esquema
18.
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9
HO § HOH Q HOH Q HOH
I-(+)-5 1-38 |-37
Esquema 18

O composto 37 forneceu resultado positivo no teste com reagente de 2,4-
dinitrofenilhidrazina, formando um precipitado amarelo-alaranjado, pois o reagente é preparado
utilizando-se grande concentracdo de &cido sulfarico. No entanto, ap6s filtracdo do sélido
formado, a analise realizada via cromatografia gasosa mostrou uma série de sinais, indicando
decomposicéo da hidrazona.

Com estes resultados, acredita-se que, em futuros trabalhos, os ensaios devam ser
conduzidos em temperaturas de refluxo mais altas através da utilizacdo de solventes com ponto

de ebulicdo mais elevado do que o etanol, fornecendo maior energia aos sistemas.

3.4 Reac0es de reducao

Com o objetivo de obter-se o respectivo diol pentaciclico, partiu-se para o estudo de

reacdes de reducdo do composto (+)-5.

3.4.1 Reducao com hidreto de litio e aluminio (LiAIH,)

Nesta etapa, utilizou-se hidreto de litio e aluminio em excesso (4:1) em THF seco,

obtendo-se , desta forma, o diol 9 com 80% de rendimento® (Esquema 19).
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HO / Ho ~ HO

(£)5 9

(i) LiAlH,, THF, t.a, 10 dias

Esquema 19

A Figura 13 mostra o espectro de RMN de*H do composto 9.
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Figura 13. Espectro de RMN de *H do diol 9, 200 MHz, CDs0D, & (ppm)
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Pode-se observar, pela analise do espectro da Figura 13, o surgimento de um dubleto em
3,90 ppm (J = 6,35 Hz) referente ao hidrogénio H, o qual acopla com o hidrogénio Hs. Pode-se
observar também, a enorme desblindagem do hidrogénio Hyp, que foi deslocado de 4,19 ppm no
composto (+)-5 para 6,09 ppm no diol 9. Este efeito de desblindagem do hidrogénio Hag, ocorre,
provavelmente devido a fatores estéreos como, a proximidade do grupo hidroxila de
conformacgdo endo, causando, desta forma uma repulséo eletronica neste hidrogénio provocando
um grande deslocamento quimico. O sinal em 4,90 ppm refere-se a 4gua contida no solvente
(metanol deuterado). Cabe salientar que apds dez dias de reacdo, a andlise de cromatografia
gasosa mostrou a existéncia de tracos de (+)-5 (aproximadamente 6%) o que se pode verificar na

Figura 13 pelo pequeno sinal em 4,1 ppm.

B LU LU LS U S LR S R | LR SRRy R AR BLEUIL RS LI B B o
140 120 100 80 60 40 20 0

Figura 14. Espectro de RMN de **C (APT) do diol 9, 200 MHz, CDs0D, & (ppm)

Na analise do espectro de APT observa-se os sinais em 81,1 ppm e 72,1 ppm referentes aos
carbonos Cyo e C4. Nota-se, desta vez, a ndo sobreposicéo dos sinais relativos aos carbonos C;; e
C12, 0s quais aparecem em 40,5 e 39,0 ppm. No espectro de infravermelho (Espectro 6) podemos

observar a banda de hidroxila em 3378 cm™, mas no entanto, observa-se também uma banda em
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1717 cm™ relativa a carbonila mostrando novamente a presenca de tragos de ()-5, sendo
necessario, nas proximas reagoes, conduzir a mesma durante mais tempo (superior a dez dias) ou

elevar-se a temperatura da reacao.

3.5. Ensaios enzimaticos

Seguindo o propdsito de nosso grupo de pesquisa, que é o desenvolvimento de
metodologias sintéticas para a sintese de compostos policiclicos quirais e a aplicacao de catalise
enzimatica em reacBes de transesterificacio®, submeteu-se o ceto-alcool (+)-5 & reagdo de

transesterificagdo com acetato de vinila catalisada pela lipase da Candida rugosa (Esquema 20).

HO / HO / // OAC

(-'—-)'5 5* 8

(i) Acetato de vinila, lipase da Candida rugosa, t.a
* enantioméricamente enriquecidos

Esquema 20

O ceto-acetato (+)-8 racémico, utilizado como padréo, foi obtido através da reagdo de
esterificacdo de (+)-5, utilizando-se anidrido acético, trietilamina e dimetilaminopiridina
(DMAP) como catalisador em diclorometano apresentando um rendimento de 90% (Esquema
21).
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HO / Ac /

(£)-5 (+)-8

(1) Anidrido acético, trietilamina, DMAP, CH,Cl,, 24h,

Esquema 21
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Figura 15. Espectro de RMN de *H do composto (+)-8 , 200 MHz, CDCls, § (ppm)

Observa-se pela anélise do espectro da Figura 15 um sinal em 1,98 ppm relativo a metila

do grupo acetato e o sinal em 5,01 ppm referente ao hidrogénio Hip (a-OAC).
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Figura 16. Espectro de RMN de *C (APT) do composto (+)-8 , 300 MHz, CDCls, & (ppm)

Observa-se, na andlise do espectro da Figura 16, o surgimento do sinal em 169,7 ppm referente a
carbonila do grupo acetato. Observa-se também, o sinal em 21,0 ppm relativo "a metila do grupo
acetato. Os sinais dos carbonos Ci; e Ci, aparecem em 37,5 e 36,9 ppm. O espectro de
infravermelho (Espectro 7) mostra o desaparecimento da banda de hidroxila, presente no
composto (+)-5 e mostra uma banda em 1746 cm™ na qual se sobrepdem as bandas da carbonila
do carbono C, e da carbonila do grupo éster.

A reacdo foi analizada por cromatografia gasosa em coluna quiral sob as seguintes
condigdes:
Temperatura do injetor: 250 °C
Temperatura do detector: 300 °C
Temperatura inicial da coluna: 170 °C
Isoterma: 170 °C, 15 minutos
Taxa de variagdo: 1 grau por minuto

Temperatura final: 200 °C
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O método apresentou uma boa separacdo para os sinais enantioméricos de (+)-5, como pode ser
observado na Figura 17.

mV
1}
* HO
104
I
|
||
&)
5 ' '.
I
l*A ‘-I k
]
U-_|'..'\{H"‘h— = ~ e
0 10 20 30 40
min
** Peak Report *++
NC  TIME ARER HEIGHT MX IDNMO CONC NAME
1 1.060 3611253 104717¢ s E 87.2371
2 1.190 8503 5773 T 0.18&7
3 1.234 1975 1503 T 0.0441
4 1.277 8860 3467 TV 0.197e
S 1.357 11207 3939 TV 0.2500
6 1.418 11218 6217 TV 0.2502
7 1.496 8898 3828 TV 0.1985
8 1.595 2265 1427 T 0.0505
9 1.623 1201 840 TV 0.0268
10 1.722 13086 603 TV 0.029%1
11 3.150 1752 175 TV 0.0391
12 14.774 1138 153 0.0254
13 14.925 1050 140 Vv 0.0234
14 30.101 9862 1103 0.2200
L5 34.081 1807 219 0.0425
L6 34.380 . 19883. 2160 v 0.4437
L7 36.686 233433 9879 Vv 5.2065
L8 37.457 246272 ,8103 v 5.4929
.9 44.367 1484 158 0.0331
4483477 1096863 100.0000

Figura 17. Cromatograma do ceto-alcool (+)-5 em coluna quiral
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Entretanto, para o ceto-acetato racémico (+)-8, ndo se obteve condi¢Bes cromatogréficas

adequadas para a separagdo dos enantidbmeros (Figura 18)

mV
I
40
201 -
ap )
S W ——
0 10 20 30 40

min

KO TIME_ ARER HEIGHT MK IDNO CONC NAME
1 1.077 4804814 1048089 s E B2.0476
2 34.712 725567 26494 Vv 12.389%9
3 34.962 3257468 31031 v 5.5625
5856127 . 1105614 100.0000

Figura 18. Cromatograma do ceto-acetato ()-8 em coluna quiral

Portanto, utilizou-se a técnica de RMN de *H com reagente de deslocamento quimico quiral para
o calculo dos excessos enantioméricos do ceto-acetato enriquecido®™. O reagente de
deslocamento quimico utilizado foi o tris[3-(heptafluorpropilhidroximetileno)-(+)-canforato]de
eurdpio(lll), (Eu(hfc)s), que apresentou uma alta resolucdo de sinais para os hidrogénios

enantioméricos Hip (a-OAc) de ()-8 ( Figura 19).
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Figura 19. Espectro de RMN do 'H do ceto-acetato ()-8 com 20 mg de reagente de
deslocamento quimico Eu(hfc)z , 200 MHz, CDCls, 5 (ppm)

Comparando-se o espectro da Figura 19 com o da Figura 15, podemos observar a separacdo dos
sinais enantiomeéricos relativos ao hidrogénio Hso , assim como seu deslocamento de 5,01 ppm
(Figura 15) para 8,08 ppm (Figura 19).

No entanto, as analises da reacdo apresentaram resultados curiosos; pois mostram que 0
ceto-acetato formado esta enriquecido enantioméricamente (RMN de 'H), mas o ceto-alcool
remanescente estava totalmente racémico (cromatografia gasosa em coluna quiral). O

cromatograma da mistura reacional ilustra este resultado (Figura 20).
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(i) acetato de vinila, lipase da candida rugosa, Sh, t.a, 48% de conversio ‘

*** Peak Report ***

PKNO TIME AREA HEIGHT MK
1 1.087 5160101 1048197 s E
2 34.471 148036 11878
3 36.835 124027 6148 V
5432163 1066223

Figura 20. Cromatograma da mistura reacional da reacdo de transesterificacdo com acetato de

vinila catalisada pela lipase da Candida rugosa sobre o ceto-alcool (+)-5 apds 5h de reacéo.

Observa-se no cromatograma da Figura 20 os sinais, que correspondem ao ceto-alcool (+)-5, na
propor¢cdo de praticamente 1:1 ou seja, racémico. Por outro lado, o0 ceto-acetato 8
enantiomericamente enriquecido, confirmado através da anélise de RMN de *H com o uso de
reagente de deslocamento quimico quiral, somado a observagdo do ceto-alcool 5 estar racémico

(CG quiral) sugeriria que a reacdo ndo teria seguido conforme previsto no Esquema 20 (pg 38),

mas sim conforme o Esquema 22.

20 30 40
min
IDNO CONC NAME
94.9916
2.7252
2.2832
100.0000
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HO ) HO / / OAC

(+)5 (£)s (-)-8

(i) Acetato de vinila, lipase da Candida rugosa, 5.5h, t.a, 48% de conversao

Esquema 22

A analise da pureza optica do ceto-acetato (-)-8 (RMN do *H) foi realizada ap6s a separacio dos
produtos, através de cromatografia em coluna de silica gel eluida com ciclohexano e acetato de
etila 9:1.

A determinacio do excesso enantiomérico (ee), através de RMN de *H com o uso de
reagente de deslocamento quimico quiral, para o ceto-acetato (-)-8, mostrou ser igual a 90% [pf
88-90 °C, [a]*°b = —27,3 (c =0,99, acetato de etila)] com 48% de converséo, conforme as Figuras
21e 22,
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Figura 21. Espectro de RMN de *H do ceto-acetato (-)-8 (Esquema 22) com 20 mg de reagente
de deslocamento quimico Eu(hfc)s, 200 MHz, CDCls, 5 (ppm)

Observa-se pelo espectro da Figura 21, em comparacdo com o espectro da Figura 19, a
presenca majoritaria de um dos enantidmeros do ceto-acetato 8. A fim de uma maior precisdo, no
calculo do excesso enantiomérico de (-)-8, optou-se por adicionar mais 5 mg de reagente de

deslocamento quimico quiral & amostra, totalizando 25 mg (Figura 22).
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Figura 22. Espectro de RMN de *H do ceto-acetato (-)-8 (Esquema 22) com 25 mg de reagente
de deslocamento quimico Eu(hfc)s, 300 MHz, CDCl3, & (ppm)

Pela andlise da Figura 22, pode-se observar a presenca majoritaria de um dos
enantidbmeros, sendo que 0 excesso enantiomérico observado para 0 composto (-)-8 é da ordem
de 90 %.

O ceto-alcool 5, a principio, teria sido obtido na sua forma racémica, no lugar de uma
reacdo enantiosseletiva a qual deveria fornecer (-)-8 e o ceto-alcool 5 enantioméricamente
enriquecidos. Este resultado, obtido através de cromatografia gasosa em coluna quiral, foi
surpreendente pois é contrario aos resultados tedricos calculados a partir da metodologia relatada
por Sih e colaboradores®. Através da combinagdo das equagdes 1 e 2 (pg 10), o ceto-alcool 5
deveria apresentar um excesso enantiomérico da ordem de 71%, considerando a reagdo como um

processo irreversivel®.

In[1-c(l+eep)]  In[(1-c)(l-ees)]

= [1] e [2]
In[1-c(1-eep)] In[(1-c)( +ees)]

C = Conversao

eep = Excesso enantiomérico do produto
ees = Excesso enantiomérico do substrato
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Por outro lado, HOogberg e colaboradores relataram que reagdes de transesterificagdo com acetato
de vinila catalisadas por enzimas ndo sdo processos totalmente irreversiveis®, devido &
capacidade do acetato formado, neste caso o composto (-)-8, agir como doador de acila. No
entanto, se ocorresse este fato no meio reacional o substrato 5 deveria apresentar algum excesso
enantiomérico, o que ndo aconteceu ao analisé-lo via CG em coluna quiral.

Com o objetivo de investigar este processo, o ceto-acetato (—)-8 foi hidrolisado em
condicGes acidas e em condi¢des basicas segundo o Esquema 23. Os resultados em ambos 0s
meios, analisados através de CG em coluna quiral, mostraram que o ceto-alcool (£)-5 foi
formado com 99% de rendimento. O resultado da anélise, através de CG em coluna quiral, onde
o0 ceto-alcool racémico (+)-5 foi observado, a partir da hidrélise do ceto-acetato (—)-8 (ee 90%;
RMN do *H) demonstrou a possibilidade da ocorréncia de um rearranjo entre os enantidmeros de
5, fazendo com que um enantidmero se converta no outro, produzindo um equilibrio entre as

duas formas enantioméricas (Esquema 23).

Mistura racémica (+)-5
(i) HCI 15%, THF, t.a; (ii)) NaOH 1M, THF, t.a.

Esquema 23

Para a melhor compreenséo a cerca deste possivel rearranjo, foram calculadas as superficies dos
orbitais moleculares HOMO e LUMO do ceto-alcool (+)-5 através do programa de calculos Ab
initio PC-Spartan utilizando-se a base 6-31G". A Figura 23a mostra a estrutura do ceto-alcool
(+)-5; a figura 23b e 23c mostram as suas superficies representativas HOMO e LUMO

respectivamente. Analisando-se as superficies 23b e 23c, observa-se que o hidrogénio ligado ao
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carbono o-OH da superficie HOMO (23b) possui simetria similar a do orbital no carbono
carbonilico da superficie LUMO (23c).

23a 23b 23c
Figura 23. a) ceto-alcool (+)-5; b) Superficie HOMO; c)Superficie LUMO

A consequéncia desta simetria é a possibilidade de uma interagio HOMO-LUMO a qual
promove uma transferéncia 1,4 intramolecular de hidrogénio (Esquema 24).

WH/>
N/

Esquema 24

Desta forma haveria uma interconversdao entre os enantibmeros do ceto-alcool 5 ou seja, um
enantidmero se auto converteria no outro gerando um equilibrio entre as formas.

No entanto, se esta proposta estiver correta, a reacao de transesterificacdo com acetato de
vinila catalisada pela lipase da Candida rugosa deveria fornecer o ceto-acetato ()-8 de forma
quantitativa ou seja, com uma conversao de 100%. A fim de estudar esta hipotese, deixou-se 0
sistema reagindo, sendo que ap6s 5 dias, somente houve uma conversdo maxima de 66% e,
mesmo ap6s um periodo de 28 dias esta conversdo ndo se alterou. Entretanto, o excesso
enantiomérico encontrado para ()-8, devido ao longo tempo de reacdo, foi de 58%. Com este
resultado, considerando a proposta inicial, poder-se-ia sugerir que a enzima estivesse perdendo

sua atividade a medida que a reacdo prosseguisse, talvez pelo envenenamento por parte do
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acetaldeido formado em funcdo do aumento da concentragdo do mesmo. Para confirmar ou
refutar esta hipotese, propds-se o seguinte esquema de procedimentos:

(a) Reagir (+)-5 com acetato de vinila na presenca da enzima CrL até uma conversdo quimica de
40%;

(b) filtrar e purificar a enzima, através de lavagem com solvente (acetato de vinila). Separar, por
cromatografia em coluna o enantibmero (-)-8 e o ceto-alcool (£)-5 ndo reagido;

(c ) submeter o ceto-alcool (£)-5 de (b) as mesmas condi¢Oes de reacdo descritas em (a), com a
mesma enzima recuperada em (b);

(d) proseguir este ciclo até atingir a conversdo de 100%.

O resultado deste experimento mostrou que a reutilizacdo da enzima, conforme o item (c
), levou a um méaximo de conversdo de apenas 20%, mesmo ap0Os 19 horas de reagdo. Este
resultado pode sugerir que a enzima perdeu sua atividade no decorrer da reacao.

A fim de confirmar se o ceto-alcool (+)-5 poderia estar interconvertendo-se em seus
enantidmeros durante a reacdo, fornecendo (-)-8 com altos rendimentos quimico e
enantiomérico, com a consequente desativacdo da enzima, executou-se 0 mesmo procedimento
anterior, porem, no lugar de adicionar a mesma enzima tratada, colocou-se uma nova por¢éo de
CrL a cada ciclo. Neste caso, verificou-se que, na primeira € na segunda reacdo, atingiu-se
conversdo quimica de 40% em quatro e cinco horas respectivamente. Na terceira etapa,
entretanto, ocorreu somente a conversao de 6%.

Este dltimo resultado invalida a hipdtese de interconversdo enantiomérica no meio
reacional, pois a terceira reacdo, também deveria alcancar no minimo 40 % de converséo, de
forma a obter-se, no somatorio das trés etapas, um rendimento quase quantitativo de (—)-8. Além
disso, somando-se as massas de (—)-8 das primeiras duas etapas, foi obtido um rendimento
quimico da ordem de 54 %, o que é bem proximo do rendimento maximo que uma reacgdo
enzimatica com alta enantiosseletividade pode apresentar (50 %).

Em virtude destes resultados, questionou-se a proposicdo do ceto-alcool 5 ser
interconvertido no meio reacional. Mediu-se, entdo, o desvio 6tico do ceto-alcool 5 isolado da
reacdo enzimatica, e obteve-se o valor de [o]p?° = + 29,6 (c = 0,98; acetato de etila). Este dado é
contraditério com o resultado obtido via CG em coluna quiral (Figura 20), a menos que a

interconverséo estivesse ocorrendo dentro do cromatografo.
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A conversdo do enantiébmero () do alcool 5 fornece o acetato (—)-8 e a enzima tem muito
pouca afinidade com o enantibmero-(+). A andlise do excesso enantiomérico de (+)-5, isolado
ap6s reagdo enzimatica, deveria ser efetuada, portanto, por RMN de *H, utilizando-se reagente de
deslocamento quimico quiral. Entretanto, neste caso, a técnica ndo apresentou uma boa resolucgéo
de sinais para a realizacdo do célculo do excesso enantiomérico. Optou-se, entdo, pela
esterificacdo do alcool (+)-5 (Esquema 25), com anidrido acético, formando o acetato (+)-8
entdo, determinou-se 0 excesso enantiomérico a partir deste, através de RMN de *H com o uso

de reagente de deslocamento quimico quiral.

HO / Ac /

(+)-5 (+)-8

(i) Anidrido acetico, trietilamina, DMAP, CH,Cl, 24h,

Esquema 25

Realizou-se novamente a reacdo de transesterificacdo com acetato de vinila, catalisada
pela lipase da Candida rugosa, com o alcool (¥)-5, a fim de obter-se (+)-5 e seu excesso
enantiomeérico, mas, neste caso, uma observacdo importante foi feita: a reacdo atingiu a
conversdo quimica de 48% num tempo de 2h ao invés das 5,5h, observadas anteriormente, e o
excesso enantiomérico do acetato (-)-8 foi de 80% ao invés de 90%, obtido da vez anterior. Além
disso, 0 excesso enantiomérico obtido para (+)-8 ([o]o®° = + 23.8, ¢ =1,0 em acetato de etila),
determinado por RMN de 'H, foi de 53%. Acreditou-se que este resultado fosse decorrente,
provavelmente, da presenca de tracos de umidade na enzima, acarretando também um aumento
na velocidade da reacdo e diminuindo a seletividade, pois ao repetir-se a reagdo ap6s secagem da
enzima sob vacuo em presenca de CaCl, por vérias horas, reproduziu-se os dados anteriormente
obtidos. Além disso, foram realizadas reacGes de transesterificagdo com acetato de vinila

catalizadas pela lipase da Candida rugosa em (+)-5 nas quais adicionou-se tracos de agua (duas a
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trés gotas) para avaliar a influéncia da mesma na velocidade de reacdo a qual apresentou um
aumento significativo pois, nos experimentos realizados, atingiu-se a conversao proxima de 50%
em duas horas de reagéo.

No entanto, observou-se posteriormente, que o aumento da velocidade da reacdo néo
ocasionou o0 baixo excesso enantiomérico obtido nessa reacdo, mas a medida em que a conversédo
quimica ultrapassa dos 40 %, a enzima vai perdendo a seletividade o que acarreta numa
diminuicdo do excesso enantiomérico de (-)-8. Desta forma, realizou-se a reacdo enzimatica
novamente até que a mesma atingisse uma conversao quimica de 40% na formacao de (-)-8 e
entdo separou-se 0s produtos através de cromatografia em coluna com silica gel.

Os resultados obtidos figuram no Esquema 26.

HO K HO /i /7) OAC

(1)-5 (+)-5 (-)-8

ee = 53% ee > 95%

(i) acetato de vinila, lipase da Candida rugosa, 2h, 40 % de conversdo, t.a

* Obtido através da esterificagdo de (+)-5 formando (+)-8 seguido da analise deste ultimo atraveés
de RMN do *H com o uso de reagente de deslocamento quimico quiral

Esquema 26

Os excessos enantioméricos dos produtos foram calculados, mais uma vez, através de RMN de

'H com o uso de reagente de deslocamento quimico quiral conforme mostram as Figuras 24 e 25.
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Figura 24 (a). espectro de RMN de 'H do ceto-acetato (+)-8 com 25 mg de reagente de
deslocamento quimico Eu(hfc)z,300 MHz, CDCls, 3 (ppm)
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Figura 24 (b) espectro de RMN de ‘H do ceto-acetato (—)-8 com 25 mg de reagente de
deslocamento quimico Eu(hfc)s, 300 MHz, CDCls, 3 (ppm)

Observa-se pelo espectro da Figura 24(b) a existéncia de somente um sinal, relativo ao
enantiomero (-) de 8, comprovando assim um excesso maior que 95%, [a]o® = -31,9 (¢ = 1,2,
acetato de etila). Para o calculo do excesso enantiomérico de (+)-5, mais uma vez optou-se pela
esterificacdo do mesmo formando (+)-8 e a partir deste, realizar o calculo através de RMN de *H

com o uso de reagente de deslocamento quimico quiral (Figura 25).
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Figura 25. Espectro de RMN de 'H do ceto-acetato (+)-8 com 25 mg de reagente de
deslocamento quimico Eu(hfc)s , 300 MHz, CDCls, & (ppm)

Nota-se, pela analise do espectro da Figura 25, comparando-se com o espectro da Figura 24(a), a
presenca de pequena quantidade do enantidmero (-) em relacdo ao enantibmero (+). Pela
integracdo dos sinais dos hidrogénios da posi¢do a-OAc dos enantidbmeros, obtidos no RMN de
'H , obtem-se um excesso enantiomérico de 53 % para (+)-8 ([a]o®® = + 23,8, ¢ = 1,09 em
acetato de etila). Cabe salientar que esta Ultima reacdo enzimatica atingiu 40% de conversdo
quimica em apenas duas horas, devido novamente a tracos de umidade. Em experimento
analogo, conduziu-se a reacao sob atmosfera de argdnio, a fim de evitar a entrada de umidade no
meio reacional e submeteu-se a enzima ao tratamento com vécuo sob cloreto de calcio, e
observou-se que a mesma atingiu a conversao quimica de 42% em 5h e 30 minutos de reacdo
apresentando um excesso enantiomérico > 95% para o éster ()-8 e de 70% para o alcool (+)-5

(Esquema 27).
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HO f HO /i /7) OAC

(x)-5 (+)-5 -)-

ee = 70% ee > 95%

(i) acetato de vinila, lipase da Candida rugosa, 2h, 42 % de conversao, t.a

* Obtido através da esterificacao de (+)-5 formando (+)-8 seguido da analise deste Gltimo através
de RMN de *H com o uso de reagente de deslocamento quimico quiral

Esquema 27

Nota-se nesta ultima reacdo (Esquema 27), que a enzima apresentou uma excelente
enantiosseletividade sendo que, a razdo enantiomérica E para esta reacdo (Equacédo [1] pag 10)
apresentou o valor de “124” o qual, pelo grafico da Figura 2 (pag 11) indica uma excelente
enantiosseletividade.

A Figura 26 mostra o espectro de RMN de *H do composto (+)-8, o qual foi obtido
através da esterificagdo de (+)-5 obtido no Esquema 27, com 25 mg de reagente de deslocamento
quimico quiral. Eu(hfc)s.(300 MHz, CDCls)
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Figura 26. Espectro de RMN de *H do composto (+)-8, derivado de (+)-5 (Esquema 27) com 25

mg de reagente de deslocamento quimico Eu(hfc)s, 300 MHz, CDCls, 8 (ppm)

Pela andlise da Figura 26, observa-se, na regido entre 9 e 10 ppm, dois sinais cuja as

relacdes entre as areas dos mesmos fornecem o valor de 70% para 0 excesso enantiomérico de

(+)-8 e consequentemente (+)-5.
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Figura 27. Espectro de RMN de *H do ceto-acetato (—)-8 (Esquema 27) com 25 mg de reagente
de deslocamento quimico Eu(hfc)s , 300 MHz, CDCls, & (ppm)

O espectro da Figura 27 mostra novamente o composto (-)-8 com alto grau de pureza

oOptica (ee > 95%).
A fim de aumentar a pureza dptica de (+)-5 obtido segundo o Esquema 26 (53% ee), submeteu-

se 0 mesmo as mesmas condicGes reacionais (Esquema 28).
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o)
HO / HO / // OAC
o
+
(+)-5 (+)-5 (-)-8
ee =53% ee = 93% (eq 6)

(1) Acetato de vinila, lipase da Candida rugosa, 4h, t.a, 17% de converséo.

Esquema 28

Optou-se por conduzir a reacdo durante 4h para garantir um melhor excesso
enantiomeérico para (+)-5. A conversdo guimica maxima atingida foi de 17 % sendo que ao final
do experimento, o composto (+)-5 apresentou rotacéo especifica igual a [a]o?® = + 44,1 (c = 1,0,
em acetato de etila). Mais uma vez, o composto (+)-5 foi esterificado a (+)-8, a fim de efetuar-se
o célculo do excesso enantiomérico do mesmo por RMN de *H. O composto
(+)-8 apresentou rotacdo especifica igual a [o]p?®® = + 31,2 (c = 1,25, em acetato de etila).
Sabendo-se que o0 composto (—)-8, cujo 0 excesso enantiomérico é maior do que 95% (RMN),
apresenta rotacdo especifica igual a [a]o®® = — 31,.9 (c = 1,22, em acetato de etila), pode-se
estimar 0 excesso enantiomérico de (+)-8 e consequentemente o de (+)-5 através da Equacéo
[5]57:

. Rotacdo especifica observada
Excesso enantiomérico % = X 100 [5]

Rotacdo especifica do enantibmero puro

Corrigindo-se a Equacdo [5] para o composto (-)-8, o qual estd 95% puro
enantioméricamente (RMN), temos a Equacdo [6] da qual se obtem um excesso enantiomérico

de 93 % para (+)-8 e consequentemente 0 mesmo valor para (+)-5.

. Rotacdo especifica observada
Excesso enantiomérico % = X 95 [6]

Rotacdo especifica do enantidmero puro




Resultados e Discussdo 60

As Figuras 28 e 29 mostram os resultados da analise por espectrometria de massas de alta

resolugédo para os compostos (—)-8 e (+)-5 respectivamente.
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Figura 28. Espectro de massas de alta resolu¢do do composto (-)-8
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Figura 29. Espectro de massas de alta resolu¢do do composto (+)-5

Nota-se que ambas andlises concordam com os valores tedricos de massa molecular
sendo que para (-)-8: tedrico=232,28182 observado=232,10903 e para (+)-5: tedrico

=190,24418, observado = 190,09961.
Observa-se, na Figura 28, o pico m/z 190,09738 (M" — 42) correspondente a perda de

cetena, 0 pico m/z 172,08666 (M* — 60) referente a perda de acido acético, o pico m/z 144,08927
(172 — 28) provavelmente relativo a perda de eteno (C,H4) ou CO, o pico m/z 79,05202 (144 —
65) referente a retro Diels-Alder e o pico m/z 43,01380 correspondente a fragmentagdo do grupo
acetato ao grupo (CHsC=0").

Na Figura 29, temos o pico m/z 173,09520 (M" — 17) correspondente a perda de
hidroxila, o pico m/z 145,09988 (173 — 28) provavelmente relativo a perda de eteno (C,H,) ou
CO e o pico m/z 79,05400 (145 — 66) relativo a retro Diels-Alder.

Pela constatacdo de que o ceto-alcool (+)-5, obtido da reacdo enzimatica, estd

enantiomericamente enriquecido leva-nos a concluir que o rearranjo, proposto anteriormente no



Resultados e Discussdo 62

Esquema 22, de fato ocorre; no entanto, ndo na solucdo, mas sim dentro do cromatografo. A alta
temperatura do cromatografo fornece energia suficiente para que ocorra o rearranjo.

Este estudo mostra que o composto (+)-5 tem uma estrutura muito sensivel a temperatura
e, portanto, 0 método analitico de cromatografia gasosa em coluna quiral ndo é indicado para o
acompanhamento desta reacdo, pois a elucidag@o do problema so6 foi possivel através da medida
dos desvios dticos e da utilizacdo da técnica de RMN de 'H com o uso de reagente de

deslocamento quimico quiral.
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4. EXPERIMENTAL

4.1 Considerac0es gerais

As analises dos produtos obtidos foram realizadas na central analitica do Instituto de
Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com excec¢édo das analises de massas de
alta resolucé@o que foram contratadas na Universidade Estadual de Campinas.

As analises de ressonancia magnética nuclear (RMN), foram realizadas em equipamentos
VARIAN VXR200 (Bo = 4,7T) e/ou YH-300 (By = 7,05T). As amostras foram preparadas em
tubos de 5mm de didmetro interno, utilizando-se CDCl; ou CD3OD como solvente. As anélises
foram realizadas a temperatura ambiente e utilizou-se TMS como padréo interno.

Os espectros de infra vermelho (1V) foram obtidos em um espectrémetro FTIR Mattson
3020, em solugdo de diclorometano ou cloroférmio a temperatura ambiente.

As reacGes foram acompanhadas por cromatografia gasosa em um cromatagrafo
SHIMADZU modelo CG-171 equipado com detector de ioniza¢do de chama (FID). As colunas
cromatograficas utilizadas foram colunas megabore DB-1 (15m X 1,5 um) para as analises
aquirais e uma coluna capilar de BETA-DEX™ 120 (30m X 0,22mm) para as analises quirais.

Os desvios Opticos foram obtidos por um polarimetro Perkin Elmer 341 utilizando-se
uma célula de quartzo com 1dm de caminho 6ptico.

Todos os solventes e reagentes foram adquiridos a nivel pro-analise, no grau de pureza

comercialmente adquirido ou purificado, quando necessario.

4.2 Procedimentos Experimentais de Sintese

(1) 1, 8,9, 10, 11, 11- hexacloro- endo-endo-Tetraciclo[6. 2. 1. 1*°. 0"] dodeca-9-en-4-exo-
ol: (35)
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A uma solucdo de Isodrin (1) (10g, 1.10° mol) em THF seco (150 ml) sob agitacdo foram
adicionados 2,7g (7,1x 10 mol) de borohidreto de sédio (NaBH,) sob atmosfera de argdnio, e
entdo uma solucdo de BF; eterato (10 ml) em THF seco (50 ml) foi adicionada gota a gota
durante 10 minutos. A mistura foi agitada, a temperatura ambiente, durante 4 horas e entdo
adicionou-se pequena quantidade de gelo picado para destruir o0 excesso de borohidreto de sodio.
Logo depois que a evolucdo de gas, provocada pela adicdo do gelo picado, cessou adicionou-se a
mistura reacional 4g de hidréxido de s6dio NaOH (1.10™ mol) seguido de 30 ml de perdxido de
hidrogénio (H20,). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente, por
mais 20 h. Uma solucdo de permanganato de potassio 15% (KMnQ,) foi adicionada gota a gota a
fim de destruir o excesso de H,O, e logo apos a fase organica foi decantada, filtrada em funil de
Buchner e tratada com sulfato de magnésio anidro (MgSQO,). A subsequente filtracdo e
evaporacio do solvente forneceu o alcool 35 (9.4g, 90 %) como um sélido branco: pf 221 °C,
(Lit. 222-223 °C) *°. IV (CH,Cl,): v (cm™): 3341 (OH). *H NMR (200 MHz, CDCl3) & (ppm):
3,9 (d, 1H, H a-OH, j= 6,16 Hz). **C NMR (200 MHz, CDCls) & (ppm): 36,3 (CH,), 37,8 (CH),
40,4 (CH,), 46,6 (CH), 52,5 (CH), 53,.4 (CH), 68,0 (CH), 78,0 (C), 79,5 (C), 109,0 (C), 131,.5
(C), 132,3 (C).

(+)-endo-endo-Tetraciclo[6. 2. 1. 1*°. 0*"]dodeca-9-en-4-exo-ol: (36)

Em um baldo de 500 ml tritubulado, equipado com condensador de refluxo e sob atmosfera de
argonio, foram adicionados 150 ml of THF seco, 7g de litio metélico picado (1 atg) e 30 ml de
terc-butanol (0,315 mol). O sistema foi entdo imerso em um banho de ultrasom (45 kHz, 100
watt) e uma solugéo de 13g (3.4.10 mol) de 35 em 60 ml de THF seco foi adicionada gota a
gota durante 20 minutos. O banho de ultrasom foi desligado apds 4h sendo que a temperatura do
mesmo permaneceu entre 30-60°C. Uma pequena quantidade de gelo picado foi adicionada ao
sistema, sob atmosfera de argonio, a fim de destruir o excesso de litio. A fase aquosa foi extraida
com 3X 50 ml de éter etilico e entdo o extrato foi tratado com sulfato de magnésio anidro

(MgSQ,), filtrado e evaporado obtendo-se desta forma 5 g of 36 (83 % de rendimento) como um
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s6lido amarelado: pf (102-103 C°* IV (CHCls): v (cm™): 3286 (OH). *H NMR (300 MHz,
CDCls) & (ppm): 3,7 (d, 1H, H o-OH, j=6,34 Hz), 5,94 (d-d, H1o, J10- =5,60 Hz, J10.5 =3,17 Hz),
6,00 (d-d, Ho, Jo.10 =5,60 Hz, Jo.g =3,17 Hz). *C NMR (200 MHz, CDCls) & (ppm): 37,1 (CHy,),
38,9 (CHy), 43,5 (CHy), 44,1 (CH), 44,3 (CH), 45,.8 (CH), 46,4 (CH), 48,0 (CH), 58,7 (CHy),
70,7 (CH), 131,1 (CH), 131,8 (CH).

(+)-endo-endo-Tetraciclo[6. 2. 1. 1*°. 0*"] dodecan-9-en-4-ona: (37)

Em um baldo monotubulado de 250 ml foi mantida sob agitacdo uma suspenséo de clorocromato
de piridina (PCC, 12g, 5.5.10°) em 100 ml de CH,Cl,. A este sistema foi adicionado, gota a
gota, 6g (3,4 x 10 mol) de 36 dissolvido em 50 ml de CH,Cl,. A mistura reacional foi agitada
durante 30 minutos e entdo 20 ml de ciclohexano foram adicionados ao sistema que ficou sem
agitacdo a fim de decantar a fase organica.. A mistura reacional foi ent&o filtrada em coluna de
silica gel eluida com CH,ClI,, deixando na coluna um solido marrom. O filtrado foi evaporado e
forneceu 3.9, (67 % de rendimento) de 37 como um 6leo amarelo. IV (CHCI3): v (cm™): 1737
(C=0). 'H NMR (300 MHz, CDCls) & (ppm): 5,71 (d-d, Hio, J10.e =5,60 Hz, Jio.s =3,40 Hz ),
6,09 (d-d, Ho, Jo.10 =5,60 Hz, Jo.g =2,90 Hz). **C NMR (300 MHz, CDCls), § (ppm): 37,7 (CH),
43,3 (CH), 43,4 (CH,), 43,6 (CH,), 44,4 (CH), 46,7 (CH), 49,0 (CH), 53,9 (CH), 57,1 (CH,),
134,0 (CH), 136,2 (CH), 217,5 (C).

(+)-endo-endo-9,10-oxo-Tetraciclo[6. 2. 1. 1*®. 0%7] dodecan-4-ona: (38)




Experimental 66

Em um baldo de 250 ml monotubulado foram adicionados 8,28g de m-CPBA (4,8 x 10 mol),
2,789 KF (4,8 x 10 mol) e 4,199 de 37 (2,4 x 10 mol) em 100 ml de CH,Cl,. Apés 15 h de
agitacédo a temperatura ambiente, filtrou-se a mistura reacional e adicionou-se mais 2,789 de KF
e manteve-se o sistema sob agitagdo por mais 2h . Filtrou-se a mistura reacional e evaporou-se 0
solvente fornecendo assim 3.95g, de 38 (86.3 % de rendimento) como um sélido branco: pf
(172-174 C°)*.IV (CHCI3): v (cm™): 1737 (C=0). *H NMR (300 MHz, CDCls) & (ppm): 3,30 (d,
Hio, J =2,90 Hz), 3,39 (d, He, J =2,90 Hz). *C NMR (300 MHz, CDCls), & (ppm): 32,7 (CH>),
38,2 (CH), 39,1 (CH), 40,6 (CH), 45,2 (CHy), 45,3 (CH,), 46,8 (CH), 49,0 (CH), 50,3 (CH), 51,6
(CH), 53,4 (CH), 218,7 (C)

(4)-10-exo-hidroxi-Pentaciclo[6. 2. 1. 13°. 0*". 0>° ] dodecan-4-ona: (+)-5

o, i

A uma solucéo de 0,67g de 38 (3,5 x 10° mol) em THF seco sob agitacdo a temperatura
ambiente, sob atmosfera de argbnio, foi adicionada, gota a gota, uma solucgdo de 1,5g de
terc-butéxido de potassio (1,4 x 10 mol) em 30 ml de THF seco durante dez minutos.
O sistema foi mantido sob agita¢do durante 1h ao final da qual foi adicionado pequena
quantidade de gelo picado a fim de destruir o excesso de terc-butoxido de potassio. A
fase aquosa foi extraida com 3X 20 ml de éter etilico, tratada com sulfato de magnésio
(MgSOQ,), filtrada e evaporada para fornecer 0,549 de ()-5 (80 % de rendimento) como
um sélido amarelado: pf 190-192°, teérico (190-192 C°)*. IV (CHCIs): v (cm™): 3410
(OH), 1731 (C=0). 'H NMR (200 MHz, CDCl3) & (ppm): 4,2 (s, 1H, H a-OH). **C
NMR (300 MHz, CDCls), § (ppm): 36,9 (CH5), 37,0 (CH,), 43,0 (CH), 43,1 (CH), 43,4
(CH), 45,0 (CH), 49,3 (CH), 50,0 (CH), 50,9 (CH), 52,8 (CH), 75,0 (CH), 215,5 (C).

(+)-Pentaciclo[6. 2. 1. 1*°. 0*”. 0>° ] dodeca-4-endo,10-exo-diol: (9)

Ho_ HO
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A uma solucéo de 250 mg de (+)-5 (1,31 x 10 mol) em 15 mL de THF seco sob
agitacdo a temperatura ambiente, e sob atmosfera de argonio, foram adicionadas 50 mg
(1,31 x 10 mol) de hidreto de litio e aluminio. Apés 24h de reacdo, foram adicionados
mais 100 mg (2,31 x 10 mol) de hidreto de litio e aluminio e deixou-se o sistema reagir
num total de dez dias. Adicionou-se, entdo, 1 mL de solucdo de hidroxido de sddio
(NaOH) 15% e deixou-se agitar por mais 24h. Apés, filtrou-se o precipitado formado,
tratou-se o filtrado com sulfato de magnésio anidro (MgSQO,) e evapora-se o solvente.
Obteve-se 200 mg de 9 (80% de rendimento) como um sélido branco: pf 164-166° C. IV
(CHCI5): v (cm™): 3376 (OH). *H NMR (200 MHz, CDs0D) & (ppm): 3,9 (d, 1H, H, a-
OH, j= 6,35 Hz),:5 6,0 (s, 1H, Hio 0-OH). **C NMR (200 MHz, CDs0D), & (ppm): 39,0
(CH,), 40,5 (CH,), 40,7 (CH), 42,8 (CH), 44,4 (CH), 45,0 (CH), 46,8 (CH), 47,2 (CH),
51,3 (CH), 55,6 (CH), 72,1 (CH), 81,1 (CH).

(4)-10-exo-acetoxi-Pentaciclo[6. 2. 1. 13°. 0*". 0°>° ] dodecan-4-ona: (+)-8

@)
OAc //

A uma solucdo de 0,1 g de (+)-5 (5,3 x 10™ mol) em CH,Cl, (15 ml) sob agitac&o a temperatura
ambiente foram adicionados 0,12 ml (1,2 x 10°® mol) de trietil amina, 0,12 ml (9 x 10" mol) de
anidrido acético e quantidade catalitica de dimetilaminopiridina (DMAP). A solucéo foi agitada
por 24h e entdo adicionou-se 5 ml de solucdo de bicarbonato de sédio 10%. A fase aquosa foi
extraida com 3x 15 ml de CH,Cl; e entdo lavou-se os extratos com 3x 20 ml de agua, tratou-se
com sulfato de magnésio anidro (MgSO,) e evaporou-se o solvente para fornecer 0.1g de ()-8
(82 % de rendimento) como um sélido amarelado. Pf: 88-90°C. IV ( CHCls): v (cm™): 1746
(C=0). 'H NMR (200 MHz, CDCls) & (ppm): 1,9 (s, 3H, CH3), 5,0 (s, 1H, H a-OAc). *C NMR
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(300 MHz, CDCls), 6 (ppm): 21,0 (CHa), 36,9 (CH,), 37,5 (CHy), 41,4 (CH), 42,7 (CH), 43,2
(CH), 45,3 (CH), 47,3 (CH), 49,1 (CH), 50,9 (CH), 52,9 (CH), 78,5 (CH), 169,7 (C), 215,2 (C).

(-)-10-exo-acetoxi-pentaciclo[6. 2. 1. 13°. 0*’. 0°° ] dodecan-4-ona: (-)-8

A lipase da Candida Rugosa foi adicionada, numa relacdo de 50% em peso em relagdo ao
substrato, a uma solugdo de 0,44g de (+)-5 (2,3 x 10° mol) em acetato de vinila (25 ml) e a
suspensdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente sob atmosfera de argonio. Quando a
reacao atingiu 40% de conversdo a enzima ‘foi filtrada e o excesso de acetato de vinila foi
evaporado. Os produtos foram separados por cromatografia em coluna de silica gel eluida com
ciclohexano e acetato de etila (9:1) fornecendo 0,237g do acetato ()-8 ee > 95% ([o]p?° =-31.9,
c= 1.2 em acetato de etila) e 0.190 g do alcool (+)-5 ee= 53% ([a]o®® = + 23.8, ¢ = 1.0 em
acetato de etila) com um rendimento de 44%.

O método analitico utilizado, para o calculo do excesso enantiomérico, foi através de
RMN de 'H utilizando-se reagente de deslocamento quimico quiral. A resolugdo foi obtida
adicionando-se, sequencialmente, 5 mg de tris[3(heptafluorpropilhidroimetileno)(+)camforato]
de europio (I11), (Eu(hfc)s), numa solucdo de 10 mg do composto em questdo em CDCl; em
tubos de 5 mm de diametro. O melhor resultado obtido foi com 25 mg de reagente de

deslocamento quimico quiral.



Conclusbes 69

5. CONCLUSOES

Como conclusdes deste trabalho, podemos destacar:

a A obtencdo do ceto-alcool (+)-5através do método de Woodward modificado;

@)
HO //

(+)5

a Obteve-se o diol 9 través da redugdo do composto (+)-5 ;

HO /i HO Hoi

(+)5

a A resolucdo enantiomérica do ceto-alcool (+)-5 obtendo-se, assim, o ceto-acetato (—)-8 com
grande excesso enantiomérico >95% (RMN), assim como o ceto-alcool (+)-5 com excesso

enantiomérico inicial de 53% que posteriormente foi enriquecido para > 95%.

HO /i /;) ;OAC
()-8

(+)-5
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a A determinagdo de uma interconversdo enantiomérica, ocorrida com o composto (+)-5
guando o mesmo é submetido a analise por cromatografia gasosa em coluna quiral , o que

acarreta na sua detecc¢do na forma racémica. Um mecanismo foi sugerido:

0 /H H
@)
HO / 0 o /? o O
(+)-5 \ /
@)

Mistura racémica

a Observou-se a existéncia de um impedimento espacial na carbonila ceténica de (+)-5, o qual
ndo possibilitou a formacgéo da respectiva oxima. O estudo de reatividade da carbonila frente
a um nucledfilo nitrogenado, desenvolvido para os compostos 37, 38 e (+)-5 mostrou que o
tetraciclico 37 € o mais reativo para a formacao da ligagdo C=N mas, apesar deste resultado,
0s ensaios de obtencdo da oxima a partir do tetraciclo 37 sob condigdes enérgicas (15 dias de

refluxo em etanol) ndo conduziram ao resultado positivo.
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6. PERSPECTIVAS

Como perspectivas do presente trabalho podemos destacar:

* Realizacdo da reacdo de oximacdo nos compostos 37 e (+)-5, utilizando-se solventes que

possuam altas temperaturas de refluxo, com o objetivo de fornecer mais energia ao sistema;

* Reduzir com hidreto de litio e aluminio o composto (+)-5 e/ou 0 composto (-)-8, a fim

de se obter o correspondente diol 9 enantioméricamente enriquecido:

o)
HO // HO_ HO

(+)5 %a

o)

// OAc OH _OH
/ilg i

(-)-8 9b

(i) LiAIH,, THF, t.a, 10 dias



Perspectivas 72

& Efetuar a reducéo enantiosseletiva do composto (+)-5 com fermento de péo (Baker Yest)
% O
HO / HO_ HO J OH
BY +
()5 9 5"

* enantioméricamente enriquecidos

* A partir da obtencdo de 9 enantioméricamente enriquecido, poder-se-ia condensar
cadeias peptidicas a fim de se obter peptideos de conformacdo restrita com uma unidade de
restricdo quiral, levando a potenciais inibidores de protease do HIV:

pr*
vw

= Policiclico

Rlz val
R’= Phe
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7. ESPECTROS
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