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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos—Graduacédo em Quimica

Universidade Federal de Santa Maria

CALEOL: MODIFICACOES ESTRUTURAIS, ESTEREOQUIMICA AB SOLUTAE
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS DERIVADOS

Autor: Marcelo Pedroso

Orientador: Prof. Dr. Ademir Farias Morel

O ¢leo essencial das folhas de Calea clematidea, um arbusto da familia
Asteraceae utilizado popularmente como antigripal, estomaquico e contra Ulceras
gastricas, foi extraido e dele foi isolado o monoterpeno caleol. Este metabdlito foi
submetido a reacfes de modificacdo em sua estrutura por meio da abertura de seu
grupo funcional epéxido. A reacéo catalisada por cloreto férrico anidro proporcionou
a abertura seletiva do epéxido quando utilizado como nucleéfilos alcodis primarios,
no sentido da formacgéo do alcool menos substituido. A estereoquimica do caleol foi
também avaliada dor RMN, da onde se verificou que a configuracdo do carbono C4
€ R. O oleo essencial, o caleol e os derivados obtidos foram submetidos a analise
microbiolégica. O caleol apresentou melhor atividade contra bactérias e os derivados

melhor contra fungos.

Palavras chave: Calea clematidea, caleol, atividade microbiologica, estereoquimica

absoluta.

Santa Maria, 24 de fevereiro de 2011



ABSTRACT

Master dissertation in Chemistry
Post-Graduate Program of Chemistry

Federal University of Santa Maria

CALEOL: STRUCTURAL MODIFICATION, ABSOLUTE STEREOCHE MISTRY
AND MICROBIOLOGICAL ACTIVITY OF CALEOL

Author: Marcelo Pedroso

Academic Advisor: Prof. Dr. Ademir Farias Morel

The essential oil of the leaves of Calea clematidea, a plant of Asteraceae
family used in the folk medicine in treatment of flu, stomachic disease and gastric
ulcer, was extracted and of it was isolated the monoterpene caleol. This metabolite
was submitted to structural modification reactions by the opening of its epoxide
functional group. In the reactions catalyzed by anhydrous iron (Ill) chloride, the
epoxide opening was selective when primary alcohols was used like nucleophile,
giving like product the less substituted alcohol. In addition, the absolute
stereochemistry of caleol was analyzed by NMR, where was verified that the carbon
C4 configuration is R. The essential oil, the caleol and the obtained derivatives were
submitted to a microbiological activity. The caleol showed best activity against

bacteria and derivatives against yes.

Keywords: Calea clematidea, caleol, microbiological activity, absolute

stereochemistry.

Santa Maria, February 24th, 2011.
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1 — INTRODUCAO

E incalculavel a diversidade molecular proporcionada pela natureza. Entre os
produtos naturais oriundos de fontes vegetais encontra-se uma ampla diversidade
de estruturas moleculares. A variedade de padrdes estruturais que se encontram
nas distintas classes de produtos naturais como terpenos, flavonoides,
isoflavonoides, lignanas, neolignanas, cumarinas, limoninas, alcaldides de diversas
classes, entre outros, mostram sua grande variedade molecular, fonte inesgotavel de
compostos bioativos e de modelos para a producéo de farmacos’, que praticamente
seriam impossiveis de ser obtidos por meio de uma sintese aleatoria.

Por isso a busca por novos farmacos deve ser realizada em um trabalho
conjunto entre a quimica de produtos naturais e a quimica organica sintética, além
da farmacologia, naturalmente! Isso é necessario porqgue normalmente a quantidade
do metabolito bioativo presente na fonte natural é tdo pequena que se torna inviavel
sua industrializacdo, sendo necessaria a sintese em laboratério. Além disso,
também € necessaria a realizacdo de modificacdes na estrutura do produto natural
bioativo, para determinar o seu grupo farmacoforico, por meio de estudos de relacdo
estrutura-atividade, ou ainda para tentar incrementar suas propriedades
farmacoldgicas. Ha diversos exemplos na literatura que denotam tal trabalho em
conjunto, entre eles a obtencdo em larga escala do taxol, a origem da Aspirina e a
adequacao da estrutura da artemisinina para sua administracdo como medicamento,
melhores detalhados nos paragrafos a seguir.

Encontram-se muitos exemplos da originalidade estrutural dos produtos
naturais entre 0s recursos quimioterapicos disponiveis para o tratamento do cancer.
O taxol é um diterpeno de estrutura incomum e complexa, isolado da espécie Taxus
brevifolia®>. Ele é empregado no tratamento do cancer, atuando como inibidor do
crescimento celular pela ativacdo da polimerizacdo da tubolina, que estabiliza os
microtGbulos.® Este composto, que apresenta diversos centros estereogénicos, foi
obtido pela semi-sintese a partir da 10-deacetil-bacatina, isolada em grande

quantidade das cascas de Taxus baccata (Esquema 1).

' Yunes, R.A., Calixto, J.B., Plantas Medicinais sob a Otica da Quimica Medicinal Moderna, Argos,
2001.

>Wani,M.C.,et al., Journal of the American Chemical Society, 93, 2325, 1971.

3 Rowinsky, E.K., Donehower, R.C., New England Journal Medicinal, 332, 1004, 1995.



Cascas Folhas
Taxus Brevifolia Taxus Baccata

o o
O GCgHs0 OH OH
CeHs H H O' < HO: -
OH Hd N HO & Y
5 0 CgH
CeHs. O O L0 sHs
T i
Taxol 10-deacetil-bacatina

Esquemal: Obtencéo do taxol por isolamento e semi-sintese.

Além do taxol ha o exemplo da producao do acido acetilsalicilico. Antigamente
as cascas de Salix alba eram empregadas na etnofarmacologia como analgésico. O
estudo fitoquimico da espécie mostrou a existéncia de 4cido salicilico no extrato das
cascas S. alba. A avaliacdo da atividade biolégica desse composto mostrou que ele
realmente possui propriedades analgésicas. Entretanto, ele possuia o inconveniente
de ser muito acido e por isso gerava desordens gastricas quando era consumido.
Para diminuir tal efeito, foi realizada a acetilagcdo do acido salicilico, que manteve as
propriedades farmacoldgicas do acido salicilico e acabou com grande parte dos
problemas gerados pela sua acidez. Neste momento acabava de ser produzido o
medicamento mais vendido no mundo, a Aspirina.

Outro exemplo que demonstra o trabalho em conjunto da quimica de produtos
naturais com a sintese organica € o da artemisinina. Este metabdlito secundério é
uma lactona sesquiterpénica isolada das folhas da Artemisia annua, uma planta
utilizada na china ha mais de dois mil anos para o combate de febres e malaria.
Estudos demonstraram que a artemisinina € o principio ativo do extrato da planta,
mas ela apresenta o0 inconveniente de ser muito apolar, o que dificultaria a
administracdo da artemisinina como farmaco para a cura da malaria. Entdo, foram
realizadas diversas modificacbes na estrutura da artemisinina, com o intuito de
torna-la mais polar sem perder sua atividade. Dentre os compostos obtidos

destacou-se o artesunato de sédio, o sal de um éster obtido a partir da artemisinina,
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gue € hidrossolavel o bastante para ser utilizado como medicamento com as

propriedades medicinais da lactona sesquiterpénica natural (Esquema 2).*

CHs

Artemisia annua

OCOCH,CH,CO,Na

Esquema 2 : Isolamento e modificacdo estrutural da artemisinina.

Os paragrafos anteriores mostraram exemplos bem sucedidos do trabalho
concomitante dos produtos naturais com a sintese organica para a producdo de
farmacos. Dentro desse contexto, na busca por produtos naturais bioativos, o Nucleo
de Pesquisas de Produtos Naturais da Universidade Federal de Santa Maria
investiga plantas da fronteira oeste do estado do Rio Grande do Sul utilizadas na
medicina popular. Entre as plantas pesquisadas pelo grupo esta Calea clematidea,
um arbusto da familia Asteraceae encontrado no sul do Brasil, Uruguai e Argentina e
utilizado popularmente para o tratamento de Ulceras gastricas, como estomaquica e
antigripal. O 6leo essencial desta espécie foi pesquisado em 2000 por Flach®, que
por meio deste estudo verificou a existéncia de um monoterpeno como componente
majoritario. Tal componente apresenta o esqueleto artemisinil e € um derivado do
alcool de Yomogi, que também é encontrado no 6leo essencial da espécie citada. O
composto isolado por Flach foi chamado de caleol 1 e apresenta em sua estrutura os

grupos funcionais alceno éster e epoxido.

\fO

O caleol € o foco do estudo dessa dissertagao.

\

1

* Hostettmann, K. Queiroz, E.F., Vieira, P.C., Principios Ativos de Plantas Superiores, EAUFSCar,
2003
> Flach, Adriana, Dissertagcdo de Mestrado, UFSM, 2000.



2 — Objetivos

Diante do exposto anteriormente, tem-se como principais objetivos dessa

dissertagao:

=>» Realizar a extracdo do O6leo essencial de Calea clematidea, seguida do

isolamento do caleol.

= Obter novos derivados desse monoterpeno por meio do estudo da abertura

do seu epoxido.

= Determinar a estereoquimica do caleol por ressonancia magnética nuclear,

para validar a metodologia de Horeau.

= Submeter os derivados obtidos a andlise microbiologica, para determinar
guais aspectos estruturais sdo importantes para a atividade.



3 — REVISAO DA LITERATURA

3.1 — Caracteristicas e reatividade dos epoéxidos

Epoxidos sao éteres ciclicos de trés membros. O fato de sua estrutura ser
composta por um sistema ciclico torna essa classe de compostos muito mais reativa
que os éteres que cadeia aberta frente a reagentes nucleofilicos. ® Essa diferenca
reacional entre os éteres aciclicos e os epoxidos ocorre devido a tensdo angular no
anel de trés membros, que pode ser facilmente clivado, tanto em condicfes acidas
como basicas, sendo que nessa ultima condicdo os éteres simples séo inertes. Ha
uma importante diferenga na regioquimica das reacdes de abertura do anel epoxido
dependendo das condi¢Bes reacionais: epdxidos assimétricos tendem reagir em
condi¢des alcalinas, preferencialmente, no carbono menos impedido do anel, ao
passo que em condicdes de catalise acida o ataque do nucledfilo ocorre no carbono

mais impedido do anel (Figura 1). ’

O ataque do nucled6filo O ataque do nucledfilo

ocorre aqui quando a ocorre aqui quando a
reacdo é catalisada por 4cido reacdo é catalisada por base

O

Figura 1 : Regioguimica das aberturas de epoxidos.

A caracteristica acima associada a possibilidade de introducdo na estrutura
de um novo grupo funcional a partir da abertura do anel epoxido com diferentes
nucledfilos, torna-o um importante intermediario em sintese organica®, ja que por
meio da sua abertura podem ser formados compostos B-substituidos-alcodis®. Os
nucledfilos mais comuns empregados nas transformacgfes dos epoxidos sdo o0s

nitrogenados (como amonia, azidas e aminas) que tem um importante papel na

® Morrison, R., Boyd, R. Quimica Organica, 14°Edicdo , Fundagéo Calouste Gulbenkian, Lisboa, 2005.
’ Carey, F. A. Organic Chemistry, 3th ed, McGraw-Hill, 1996.

® Carey, F. A., Sundberg, R. J. Advanced Organic Chemistry, Part B: Reactions and Synthesis, 4th ed,
Springer, 2001.

°Liu,Y. H., Liu, Q. S., Zhang, Z. H. Journal of Molecular Catalysis A: Chemical 296, 42—46, 2008.



sintese de produtos naturais e na quimica medicinal*®, os oxigenados (como alcodis,
fenol e 4cidos) ™ e os calcogenetos tellrio, selénio e enxofre.*? Além desses, ha

varias outras possibilidades de transformacdes (Esquema 3).

e / N

OHSR OHOH

OHOR

Esquema 3: Possiveis transformacdes dos epoéxidos.

3.2 — Reacdes de abertura dos epoxidos

Os produtos gerados pela abertura de epéxidos com alcodis, os [-alcoxi
alcodis, sdo importantes intermediarios na sintese organica. A relativamente facil
oxidacdo desse grupo funcional € um método comum para o preparo de o-alcoxi
cetonas ou a-alcoxi acidos. Além disso, -alcoxi alcoodis estdo também presentes na
estruturas de varios compostos de origem natural. Por isso, a alcélise de epdxidos
sob condi¢cdes brandas ou neutras com a producdo de [B-alcéxi alcodis é um
importante aspecto dentro da sintese organica. Entretanto, o0s métodos
convencionais para a clivagem de epoxidos com alcodis muitas vezes ndo sao
satisfatorios e apresentam desvantagens como a alta acidez necesséria, baixa

regioseletividade, reagentes caros e longos tempos reacionais.**

' Ollevier, T., Nadeau, E., Tetrahedron Letters, 49, 1546—1550, 2008.

" Saikia, L., Satyarthi, J.K., Srinivas, D., Ratnasamy, P., Journal of Catalysis, 252, 148—160, 2007.
? Rodrigues, O.E.D., et al., Tetrahedron Letters, 51, 22372240, 2010.

 Iranpoor, N, Salehi, P., Synthesis, 1192, 1994.



Diante disso, Iranpoor™ investigou a utilizacdo de ferro 1l na forma de cloreto,
em quantidade catalitica, como um meio de obter (-alcoxi alcoodis a partir da reacéo
de abertura de alguns epo6xidos com alcodis. Os resultados apresentados pelo autor
mostram que o cloreto férrico se mostrou um eficaz catalisador para as reacdes de
alcolise, tendo bons rendimentos e com régio e estereoseletividade. Iranpoor
empregou nas reacdes de abertura (Esquema 4) os alcodis metanol 2a, etanol 2b,
propanol 2c, isopropanol 2d e terc-butanol 2e e os epdxidos da Tabela 1.

Em todas as reacdes executadas houve a formacdo de apenas um B-alcoxi
alcool, com a producéo preferencial do &lcool mais substituido pelo ataque do
nucleofilo ao carbono menos substituido do epéxido. Apenas as reacoes realizadas
com o epoxido 1a formaram os alcoois mais substituidos, independente do nucledfilo

empregado. Os rendimentos das reacdes foram de bons a excelentes (75-98%).

— R'OH, 2(a-e
RHC—CH,  ROM 2@9) o o(OM)CH,0R + RCH(OR)CH,OH

1 (a—e) 3 4

2a — MeOH, 2b — EtOH, 2c — n-PrOH, 2d — i-PrOH 2e - t-BuOH

Esquema 4 : Reagdo empregada por Iranpoor.

Tabela 1: Epéxidos utilizados para abertura por Iranpoor.*®

Epoxido  Substituinte (R-)

la Ph-

1b CICH.-

1c (CH3)2,CHOCH,-
1d PhOCH,-

le CH2=CHCH,OCHz>-




Diante dos bons resultados obtidos com a catélise do cloreto férrico anidro
nas reages com epodxidos, Iranpoor'® realizou as reacdes empregando como
catalisador o cloreto férrico adsorvido em silica-gel, de maneira a formar um suporte
sélido. Diversos suportes sdlidos que envolvem a adsorcéo de ferro Ill, como nitrato
de ferro Il sobre betonita A e K10 (Clay), tem sido descritos e aplicados em diversas
reacbes organicas, como desidratacdo e rearranjo de alcoodis, oxidacdo de
compostos aromaticos substituidos e tioacetilacado de aldeidos e cetonas.

Para a realizacdo do trabalho, Iranpoor empregou os mesmos epoxidos e
alcodis utilizados nas aberturas catalisadas por cloreto férrico anidro. Os resultados
das reacdes com suporte sélido também se mostraram seletivas e com elevados
rendimentos. Assim como na metodologia anterior, nessas rea¢des houve a abertura
preferencial no sentido da formacdo do alcool mais substituido, formando
exclusivamente o alcool secundario nas aberturas realizadas com o epo6xido la
(Tabela 1), com todos os alcodis utilizados. Os rendimentos dessas rea¢des também
foram semelhantes aqueles das reacdes de abertura anteriores, apresentando
rendimentos superiores a 90% para a maioria das reacoes.

Além dos alcodis, foram empregados também como nucledfilos ions cloreto,
brometo e nitrato. Os produtos dessas reagfes seguiram a mesma regioquimica das
aberturas com alcodis, havendo o ataque dos ions ao carbono menos impedido do
epoxido, levando a formacdo do alcool mais substituido. Essas reacdes também
apresentaram bons rendimentos (51-96%), mas ficaram abaixo daqueles gerados
pelas aberturas com alcodis.

Masaki'® aplicou o tetracianoetileno, TCNE, um aceptor Tr-acido, como
catalisador nas reacdes de abertura do epdxido com alcodis enquanto investigava
seu papel no rearranjo e acetonidacdo de epodxidos. Para as reacdes de abertura
foram empregados epoxidos di e tri-substituidos e terminais, bem como alcoois
como nucledfilos (Tabela 2). As reacdes com os epoxidos tri-substituidos (Esquema
5) apresentaram alta regioseletividade, levando a introducdo dos grupos alcoxido na
estrutura com a formacédo do alcool menos substituido. As reacdes nas quais foram
utilizados alcodis mais volumosos como nucledfilos foram as que apresentaram 0s
rendimentos mais baixos. As reacdes nas quais foram empregados epoéxidos

terminais ou di-substituidos apresentaram pouca ou nenhuma regioseletividade.

" Iranpoor, N., Tarrian, T., Movahedi, Z., Synthesis, 1473, 1996.
> Masaki, Y., Miura, T., Ochiai, M., Synlet, 847-849, 1993,



O-anH1g TCNE RO 0O-nCgHqg

—P
Alcool

Esquema 5 : Reacéo de abertura de um epoxido tri-substituido com TCNE.

Tabela 2: Alcodis e rendimentos das reag6es de abertura com TCNE.

Alcool Rendimento
CH3OH 97%
H,C=CHCH,OH 95%
HC=CCH,0OH 91%
i-PrOH 69%
BnOH 71%

3.3 — Determinacao da estereoquimica absoluta

O interesse em determinar a estereoquimica absoluta de um composto
organico quiral se deve ao fato amplamente conhecido de que a estereoquimica
freqientemente determina importantes propriedades nos aspectos quimicos, fisicos,
biolégicos e medicinais destes compostos. A necessidade de se obter farmacos e
reagentes quimicos enantiomericamente puros tem produzido um grande
crescimento nos campos de sintese assimétrica, catalise assimétrica e outros onde
se faz necessaria a determinacdo da pureza enantiomeérica e configuracdo absoluta
de compostos puros.*®

Existem diversos métodos instrumentais para a determinacdo da
estereoquimica absoluta de um composto, sendo que o mais conhecido deles é a
difracdo de raios-x. Entretanto, esse apresenta o inconveniente de ser necessario o
emprego de monocristais de boa qualidade, o que muitas vezes nao é possivel de

se obter.

'* Seco, J.M., Quind4, E., Riguera, R. Chemical Reviews., 104, 17-117, 2004
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3.3.1 — Método de Horeau

Diante da necessidade de novos métodos para a determinacdo da
estereoquimica, Horeau’ desenvolveu um método que permitia a determinacgéo da
configuracdo de alcodis secundarios de maneira indireta. Ele propds que a
esterificacdo do alcool secundario assimétrico com anidrido ou cloreto do &cido 2-
fenilbutandico racémico gera diferentes propor¢cdes dos enantibmeros do acido 2-
fenilbutandico como produto. Segundo ele, isso esta relacionado ao estado de
transicdo das reacdes, que apresentardo diferentes energias de ativagdo devido as
diferentes estereoquimicas dos complexos ativados desenvolvidos durante o curso

da reacéo (Figura 2).

t

H c.H N ow H C:Hs H CoHs
+2fs 7 oge- | e L =
N ; o} HH o S OH
X 7 G SaM o+
_— LM = L/@CZHg, S e
H 0 sx oL P M O H oL
| H&+ (+)-
c..
H - \'M + H, CsHj H CsHs H H CoHs
] 3 .

B . H C.H
[ ':_M—/ ayr— @Ph %M +
o RNV L o
e 9L cHy M O H

¢i-Rr

Figura 2: Curso da reacéo de esterificacdo do alcool secundario com acido 2-fenilbutandico.

Na Figura 2 um alcool secundéario genérico é submetido a esterificacdo com
um derivado racémico do acido 2-fenilbutandico. O alcool apresenta em sua
estrutura os substituintes L, de maior volume, e M, de volume médio. Os estados de
transicdo das duas reacles apresentam estereoquimica diferente, onde em um
deles o grupo L do substituinte esta eclipsado com a fenila do acido 2-fenilbutandico,
e no outro estado de transicdo o substituinte L esta eclipsado com a etila do acido,
como pode ser percebido pela projecdo de Newman de ambos estados de transicao.
O estado de transicdo onde o grupo L, de maior volume, esta eclipsado com a etila

sera favorecido em relacdo aquele que apresenta esse grupo eclipsado a fenila,

Y Horeau, A., Tetrahedron Letters, 15, 505-512, 1961.
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devido & menor energia provocada pela interagcdo entre 0s grupos, a segunda
reacao na Figura 2.

ApOs a esterificacdo, deve-se medir 0 excesso enantiomérico dos acidos
formados. Isso pode ser feito por rotacdo Otica, cromatografia liquida'® ou
cromatografia gasosa enantioseletiva.’® Se houver excesso do &cido (+)-(S)-2-
fenilbutandico, o alcool apresentara a configuracdo representada pela estrutura 2,
mas se houver excesso enantiomérico do (-)-(R)-2-fenilbutandico sua configuracédo
sera representada pela estrutura 3. Entdo, conhecendo-se a disposicdo dos grupos
no carbono quiral do alcool secundario, aplica-se a regra de prioridade de Cahn,
Ingold e Prelog para determinar a estereoquimica do carbono assimétrico.

H H

"H','”M "l””
HO HO -

Apesar de ser um método bastante difundido para a determinacdo da
estereoquimica absoluta de alcodis secundarios, o emprego do método de Horeau
apresenta alguma reserva por parte do meio académico como método eficaz para
determinacdo da estereoquimica absoluta. Isso se deve ao fato de que a
determinacdo da estereoquimica € feita de maneira indireta, pela analise do produto
da esterificacdo do alcool com o anidrido 2-fenilbutandico. Além disso, por vezes fica
dificil diferenciar qual o grupo de maior volume e o de volume médio do alcool,
sendo necessario 0 uso de ferramentas computacionais para determinar o tamanho

relativo dos substituintes.

3.3.2 — Determinacdo da estereoquimica absoluta por ressonéancia magnética

nuclear

Nos ultimos anos tem sido publicados diversos trabalhos descrevendo o uso

da ressonancia magnética nuclear para a determinacao da estereoquimica absoluta

' Christensen, S.B., Journal of Organic Chemistry, 48, 396-399, 1993.
¥ Konig, W.A., Ghercke, B.E., Weseloh, G., Chirality, 6, 141-146, 1994.
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de compostos organicos. Dentre esses trabalhos, destacam-se os desenvolvidos
pelo Professor Ricardo Riguera, da Universidade de Santigo de Compostela.
Riguera aperfeicoou a metodologia desenvolvida por Mosher?®® e utilizou novos
auxiliares quirais para o emprego do RMN como ferramenta para determinacdo da
estereoquimica, bem como criou novas metodologias para a utilizacdo do RMN para
0 estudo da estereoquimica de varios grupos funcionais. %*

Ha diversos procedimentos que podem ser executados na determinacdo da
estereoquimica por RMN, como a complexacdo do composto de configuracéo
desconhecida com sal de bario; a simples derivatizacdo do composto com um
reagente quiral seguida da analise de RMN de *H a baixa temperatura; e as duplas
derivatizacdes. Entretanto, todos esses meétodos tém em comum o fato de
necessitarem a derivatizacdo do composto em andlise com algum auxiliar quiral
enantiomericamente puro. Os auxiliares mais comuns empregados sdo MFA (acido
metoxifenilacético), MTFA (acido metoxitrifluormetilacético), BFG (Boc fenilglicina),
9-AMA (4cido antrilhidroxiacético) e 9-AHA (acido antrilhidroxiacético etil éster)
(Figura 3). Sendo que os dois ultimos sdo os que proporcionam os melhores

resultados.

(R)-9-AHA (R)}9-AMA

Figura 3 : Auxiliares quirais empregados nas derivatizagdes para determinacao da estereoquimica por
RMN.

A comparacao dos espectros de RMN dos dois derivados com a avaliacédo

das diferencas nos deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos substituintes

*Dale, J.A., Mosher, H.S., Journal of the American Chemical Society, 95, 512, 1973.
! seco, J.M., Quind4, E., Riguera, R. Tetrahedron Asymmetry, 12, 2915-2925, 2001
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genéricos L; e L, deve ser feita. Isso é necessario porque este parametro contém
informacgdes a respeito da posi¢cao relativa dos substituintes L; e L,, devido ao efeito
anisotropico proporcionado pelo anel aromatico presente nos auxiliares quirais sobre
esses substituintes. Por isso, € necessario que haja uma conformacao preferencial
para cada um dos dois diasteroisbmeros, pois assim o anel aromatico podera
projetar sua anisotropia sobre o grupo L; em um derivado e sobre L, no outro.

Isso pode ser visualizado no exemplo da determinacdo da determinacdo da
estereoquimica do R-2-pentanol (Figura 4), onde a metoxila, a carbonila e a metila 1’
estdo situadas no mesmo plano. Desta maneira, no derivado (R)-MFA, a fenila
blinda o grupo L; (-CH,CH,CHg3), enquanto no derivado (S)-MFA o grupo blindado é
0 L, (-CH3). A comparacdo de ambos os espectros mostra que AS™L; < 0 e AL, (-
0.14, -0,23, -0,09 e +0,013 ppm, respectivamente).

OH 4
U

e

3 5
/R\-2-pentanol

(S}-MPA ester 15 1.0 ns
B(ppm)

Figura 4 : Efeito anisotropico do auxiliar sobre os grupos L; e L, e consequéncia nos espectros de
RMN de 'H.

Simples derivatizacdo com complexacdo de Ba?*

O procedimento que utiliza sal de bario como complexante pode ser utilizado
na determinacdo da estereoquimica de aminas primérias e alcodis secundarios (0
Esquema 6 representa o procedimento para aminas primarias). Ele se baseia na
quelacdo seletiva do Ba?*, que se da entre a porcdo do agente derivatizante,

normalmente MFA, e a carbonila do éster ou da amida produzida. A execucdo do
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experimento consiste, primeiramente, na derivatizagdo do substrato de configuracéo
desconhecida com um dos enantibmeros do auxiliar quiral. Apés a obtencdo do
espectro de RMN de 'H do derivado, adiciona-se Ba(ClO4), ao tubo de RMN e
obtém-se o espectro de RMN de *H do composto complexado. A comparacéo dos
espectros é feita através do parametro AS®?, que é definido como o deslocamento
quimico de um determinado substituinte, L1, no espectro do composto complexado
menos o deslocamento quimico do mesmo substituinte, L;, antes da adicdo de bério

ao tubo, ou seja:
[A3® L1= (3L, do derivado + Ba®") - (3L, do derivado)]

O mesmo célculo deve ser feito para outro grupo L,. Como L; e L, estdo em

lados opostos da estrutura, eles devem apresentar sinais opostos também.

1stspectrum  2nd spectrum 13" signs
TH-NMR
M incoen M H

Rors? Ba®* J\ /
L
qRJ MPA Q\r == s = HoN & @
% NH-(R]-MPA Ly ~
NH " :
2 f— U Ba?® - D = ~ iy
(- I'u'IP.ﬁ HaN

NH-(S)-MPA

Only one derivative is necessary! Amide Amide + Ba®* Configuration

Esquema 6 : Esquema para determinacéo da estereoquimica absoluta de aminas primarias por RMN

pelo método da complexagdo com bario.

Se for empregado para derivatizar a amina (R)-MFA, o grupo L<0 deve ficar
para frente do plano no tetraedro representando o centro quiral, mas se for utilizado
(S)-MFA o grupo L>0 é quem deve ficar para frente, conforme representado no

Esquema 6.
Simples derivatizagdo com RMN a baixa temperatura
O método da simples derivatizacdo a baixa temperatura pode ser empregado

na determinacéo da estereoquimica de alcodis secundarios. Utiliza-se nesse método

a derivatizacdo do alcool com apenas um enantibmero do auxiliar quiral,
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normalmente MFA. Este método é baseado na modificacdo da conformacao do éster
obtido pela reacdo do MFA com o alcool de configuragdo desconhecida, devido ao
abaixamento da temperatura no probe do aparelho de RMN, que varia da
temperatura ambiente a —70C durante a analise da amostra. A configuracdo é
determinada pelo parametro A3™*"?, que é dado pela comparacdo dos espectros de
RMN de 'H do derivado em temperatura ambiente e na mais baixa temperatura.
Para um dado substituinte, A3''™L,, por exemplo, é a diferenca entre o
deslocamento quimico do substituinte L, do éster na temperatura ambiente (3''L;) e
o deslocamento quimico do mesmo substituinte L; na mais baixa temperatura
(3L;). O mesmo célculo deve ser feito com um substituinte L, do éster e, assim
como no método da complexacdo com bario, L; e L, devem ter sinais contrarios.

Se for empregado na derivatizacdo do alcool (R)-MFA, o grupo L>0 deve ficar
para frente do plano no tetraedro representando o centro quiral, mas se for utilizado
(S)-MFA o grupo L<0 é quem deve ficar para frente, conforme representado na
Figura 5.

(R-MFA —— (S-MFA ——

no”~ \“L<0 Ho”~ \“L>0
L>0 L<0

Figura 5 : Disposicdo dos grupos L; e L, no estereocentro de acordo com a configuracido do MFA.

Método da dupla derivatizagcéo

Este método pode ser empregado na determinagdo da estereoquimica de
alcoois e aminas primarias, acidos carboxilicos e alcoois secundarios. Os auxiliares
guirais mais comuns utilizados para este procedimento sdo R e S-MFA, R e S-MTFA
e R e S-9-AMA. O procedimento geral deste método consiste na derivatizacdo do
substrato de configuracdo desconhecida com os dois enantiobmeros, individualmente,
de um reagente quiral auxiliar. Os espectros de RMN de 'H dos derivados

6RS

diastereoisoméricos sdo comparados e calcula-se o Ad™” para um substituinte L;

pela diferenca entre o deslocamento quimico dele no éster obtido com o auxiliar



16

quiral R e o deslocamento quimico dele no éster obtido com o auxiliar quiral S. O
mesmo procedimento deve ser efetuado com um substituinte L,, que deve ter sinal
contrario ao L;.

O substituinte L que apresentar valor menor que zero deve ficar para frente do

plano e o que apresentar valor positivo para tras, conforme a Figura 6.

H

..nH””L>O
HO

L<0

Figura 6 : Disposicdo dos grupos L em torno do estereocentro na dupla derivatizacdo.

3.4 — Estudo do oleo essencial de Calea clematidea

O dleo essencial das folhas e flores de Calea clematidea foi estudado em
2000 por Flach. ?* Nesse trabalho, verificou-se a presenca de um monoterpeno no
Oleo das folhas como composto majoritario. Tal monoterpeno foi isolado e teve sua
estrutura determinada por RMN uni e bidimensionais, da onde se verificou que este
composto tratava-se de um monoterpeno inédito. Ele foi chamado de caleol (1) e
apresenta em sua estrutura os grupos funcionais alceno, epoxido e éster. O caleol é
um derivado do alcool de yomogi (4), que também é encontrado no Oleo das folhas
de C. clematidea. Os compostos minoritarios do 6leo essencial foram identificados
por indice de retencédo de Kovats e CG-EM.

A estereoquimica absoluta do caleol® foi determinada pelo método de
Horeau, que mostrou que o carbono C4 apresenta configuracdo R e o carbono C3 S
(Figura 7).

X N OH

2 Flach, A., Dissertacéo de Mestrado, UFSM, 2000.
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Figura 7: Estereoquimica absoluta do caleol determinada por Flach.

O dleo essencial das folhas teve sua atividade microbiolégica testada pelo
método da difusdo em meio sélido frente a bactérias e fungos dermatéfitos.?> Nesse
ensaio, o 6leo ndo se mostrou muito ativo contra as bactérias testadas, mas
apresentou bons resultados contra os fungos Microsporum nanum, Trichophyton
rubrum 78 e Trichophyton rubrum 1370.

O dleo essencial das flores de teve sua composicado determinada por indice
de retencdo de Kovats e CG-EM. Além disso, foi isolado um monoterpeno que teve
sua estrutura determinada por RMN uni e bidimensionais, da onde se descobriu
tratar do timol metil éter 5, um componente comum nos Oleos essenciais das plantas

do género Calea.
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4 - APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Para a realizacao deste estudo, foi utilizado o monoterpeno caleol 1, presente
no 6leo essencial de Calea clematidea, com a finalidade de realizar modificacdes em
sua estrutura. Mais especificamente, fazer um estudo da abertura do seu epdxido e,

posteriormente, investigar suas atividades bioldgicas.

-

Este capitulo apresenta a descricdo de procedimentos para extracdo e
isolamento do caleol de C. clematidea, seguidos das reacdes de abertura do epoxido
desse composto. ApoOs, sera descrito o procedimento para determinacdo da
configuracdo do carbono C4 do caleol com a aplicagcdo do método da ressonancia
magnética nuclear. E ao final do capitulo serdo mencionadas as atividades

biolégicas dos produtos obtidos

4.1 - Extracao e purificacdo do 6leo essencial de  Calea clematidea

Para a extracdo do 6leo essencial de C. clematidea foram realizadas varias
coletas utilizando folhas frescas, coletadas na cidade de Santana do
Livramento/RS/BR, nos anos de 2009 e 2010. O dleo, de cor verde, foi obtido por
hidrodestilagdo utilizando aparelho de Clevenger modificado. O rendimento do 6leo
volatil, bem como sua composicéo, variou de acordo com a época de coleta da
planta, sendo que o inicio do verdo (de dezembro a janeiro) foi o periodo no qual
ocorreu maior producdo de 6leo, com rendimentos de até 1,2%. A concentragdo do
caleol no oleo foi verificada por cromatografia gasosa (CG) a cada extracdo de 6leo

realizada, mantendo quase sempre bons rendimentos, sendo que os maiores foram
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observados nas coletas de verdo, no més de janeiro, com uma proporcao de até

75% de caleol no dleo (Figura 8).

Figura 8: Cromatograma de CG tipico do dleo essencial de C. clematidea com as seguintes
condi¢des cromatograficas: coluna DB-5; 50-250C 4/ min; injetor 220C; detector 280C; pressao

8psi.

As purificacbes do Oleo essencial foram feitas por cromatografia em coluna,
com silica gel como fase estacionaria e hexano e acetato de etila como fase mével.
Tal técnica possibilitou o isolamento do monoterpeno, que aparece no
cromatograma com tempo de retencdo de 17,092 min e com grau de pureza acima
de 90%.

A estrutura do composto isolado foi determinada por ressonancia magnética
nuclear (RMN), e a numeragcdo empregada foi a mesma utilizada por Flach para
melhor comparacédo dos espectros. O espectro de RMN de *H do composto isolado
(Figura 9) apresentou quatro singletos referentes a hidrogénios metilicos, sendo que
um destes representa aqueles da metila ligada a carbonila (H9) em 6 2,06 ppm e o0s
demais hidrogénios metilicos ligados a carbonos desidrogenados (H5', H5”, H1 e
H1) em 6 1,04 (6 H), 1,33 e 1,25 ppm, respectivamente; dois hidrogénios de grupos
metinicos, como dubletos, ligados a oxigénio (H3, H4) em & 2,77 e 4,68 ppm; e mais
um metileno como um duplo dubleto de dubletos (H7) em & 5,04 ppm e outro grupo

metino como dubleto de dubletos (H6) em & 5,85 ppm, de ligac&o dupla.
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Figura 9: Espectro de RMN de 'H do caleol, em CDCl; a 400 MHz.

Ja o espectro de RMN de **C do composto (Figura 10), mostra doze sinais,
sendo que cinco destes referentes aos carbonos das metilas (C1, C1’, C9, C5’, C5"))
em 619, 8, 20,8, 22,5, 23,3 e 24,3 ppm, respectivamente; um carbono quartenario
(C — 5) em d 39,7 ppm; trés carbonos carbindlicos (C2, C3, C4) em & 60,2, 62,3 e
76,5 ppm, respectivamente; dois carbonos oleofinicos (C6, C7) em & 143,0 e 113,2

ppm e, por fim, um carbono carbonilico de éster (C8) em 170,3 ppm.
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Figura 10: Espectro de RMN de **C do caleol, em CDCl; a 100 MHz.

A Tabela 3 apresenta os deslocamentos quimicos dos espectros de
ressonancia magnética nuclear de *H e **C do composto isolado neste trabalho e o
do caleol descrito por Flach, comprovando que se trata do mesmo composto.

Tabela 3: Comparacao entre os deslocamentos quimicos em, CDCls, do caleol isolado com os da

literatura.
_ Isolado Literatura
Posicao L 13 1 13
d"H (ppm) &°C (ppm) &°H (ppm) &°C (ppm)

1 1,33 (s) 19,8 1,30 (s) 19,7
1 1,25 (s) 20,8 1,24 (s) 20,7
2 - 60,2 - 60,1
3 2,77 (d) 62,3 2,75 (d) 62,2
4 4,68 (d) 76,3 4,65 (s) 76,5
5 - 39,7 - 39,6
5’ 1,04 (s) 23,3 1,01 (s) 22,7
5" 1,04 (s) 24,3 1,01 (s) 23,3
6 5,85 (dd) 143,0 5,83 (dd) 142,9
7 5,04 (ddd) 113,2 5,03 (dd) 113,2
8 - 170,3 - 170,2
9 2,03 (s) 22,5 2,04 (s) 24,3
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4.2 - Reac0Oes de abertura do epoxido do caleol

4.2.1 — Reagdes com acetato de 1-(3’,3'-dimetil-2’-  oxiranil)-2,2-dimetil-3-butenila

O caleol isolado foi submetido a reacdes de abertura de seu epOxido com a
metodologia descrita por Iranpoor (1994)%, utilizando FeCls anidro como catalisador.
O nucledfilo é o proprio alcool que serve como solvente para essa rea¢do. Segundo
I[ranpoor, assim como todas as aberturas de epoxido catalisadas por acido, ocorre a
formacao preferencial do alcool menos substituido.**

No trabalho foram empregados como solvente e nucledfilo os seguintes
alcodis: metanol, alcool alilico, t-butanol e isopropanol. As rea¢Bes foram
acompanhadas por CCD e CG e ap0s seu término, determinado pelo consumo do
material de partida, todos os produtos foram submetidos a analise por CG (Figura
11). Em todas as reacbes ocorreu a formacdo de inUumeros produtos, sem
apresentar qualquer seletividade, ndo sendo possivel o isolamento de nenhum dos
compostos produzidos e, conseqientemente, a determinacéo de suas estruturas. A
hipotese para tal fato € a possivel ocorréncia de reacbes secundarias, tanto no
epoOxido quanto na carbonila do éster do caleol, devido ao fato de o &cido de Lewis
empregado ser também utilizado como catalisador em reacfes de adicdo
nucleofilica a carbonila. Nos cromatogramas apresentados ndo € possivel a
visualizacdo do sinal referente ao material de partida por este ter sido

completamente consumido na reacao.

3 Iranpoor, N., Salehi, P., Synthesis 1994, 1152
2 Clayden, Greeves, Warren e Wothers, Organic chemistry, Oxford
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Figura 11: Cromatogramas de CG dos produtos da reacao de abertura do epéxido do caleol por: a)

metanol, b) isopropanol, c) t-butanol e d) alcool alilico.
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4.2.2 — Hidrélise basica do caleol

Com o intuito de verificar se os inumeros produtos, formados na reacédo de
abertura do epoxido do caleol, sdo devidos realmente a funcéo éster, realizou-se sua
hidrolise basica com sodio metalico (Esquema 7). Essa reacdo € bastante limpa, no
sentido de que ndo houve a geragao de subprodutos, e com rendimentos em torno
de 90%.

X Na =\

CH3;OH
Yo OH

Esquema 7 : Hidrdlise do caleol

O produto da reacdo foi analisado por CG (Figura 12). Por este meio,
verificou-se o consumo completo do éster devido ao desaparecimento do sinal deste
no cromatograma, com a formacdo de um uUnico produto, com tempo de retencao

inferior ao material de partida, em tr = 11,439 min, com pureza acima de 90%.

0.40¢
T

816

0.075
o
I
é

0.050
T

0,025
/

Figura 12: Cromatograma da hidrélise do caleol com as seguintes condi¢cdes cromatogréaficas: coluna
DB-5; 50-250CT 4/min; injetor 220<C; detector 280C ; presséo 8psi.
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Apbs a purificagdo do composto por cromatografia em coluna, o produto foi
submetido a analise de RMN de 'H e **C. No espectro de RMN de hidrogénio
(Figura 13) pode-se observar que ocorreu o desaparecimento do sinal dos
hidrogénios H9 da metila do grupo acetil em relacdo ao espectro do caleol. Além

disso, houve o deslocamento do dubleto referente ao hidrogénio H4 para 6 3,17ppm.

1 n
1.1 2,5
7 4 3

| J

N o e o o

- b = — ==

= b o = X

= = £ = N
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&0 30 in an 20 10

Figura 13: Espectro de RMN de 'H do composto 6, em CDCI; a 400 MHz

Pelo espectro de RMN *3C da Figura 14, fica caracterizada a ocorréncia da
hidrélise do composto 1, levando a formacao do alcool 1-(3’,3’-dimetil-2-oxiranil)-2,2-
dimetil-3-buten-1-ol, devido ao desaparecimento dos sinais referentes a carbonila

(C8) e da metila C9 do éster, que antes aparecia em o 20,7ppm.
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Figura 14: Espectro de RMN de **C do composto 6, em CDCl; a 100 MHz

Os demais sinais nédo sofreram mudancas significativas em seus
deslocamentos quimicos. A estrutura do composto foi confirmada pela comparacéao

dos deslocamentos obtidos com os descritos por Flach (Tabela 4).*

Tabela 4: Comparacao entre os deslocamentos quimicos do composto 6, em CDCl;, com os da

literatura.
Posicao Isolado Literatura 22
3'H (ppm) &™°C (ppm) & *H (ppm) &*°C (ppm)
1 1,28 (s) 22,6 1,31 (s) 22,5
r 1,27 (s) 195 1,30 (s) 19,7
2 . 60,5 i 60,4
3 275 (d) 64,6 278 (d) 64,6
4 3,17 (d) 74,9 3,22 (d) 74,9
5 - 40,3 - 40,2
5 1,04 (s) 24,6 1,07 (s) 24,5
5" 1,07 (s) 22,9 1,10 (s) 22,8
6 5,90 (dd) 1440 5,94 (dd) 144.0

7 5,04 (ddd) 112,9 5,05 (dd) 112,7
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4.3 — Abertura do epdxido do alcool 1-(3',3-dimeti  [-2-oxiranil)-2,2-dimetil-3-

buten-1-ol
4.3.1 — Aberturas com alcodis primarios

ApoOs a hidrdlise do éster, o produto obtido foi submetido a reacéo de abertura
de seu epoxido com cloreto férrico anidro como catalisador. Foram utilizados como
nucledfilos: metanol, propanol e alcool alilico. Diferentemente da reagcdo com a
funcdo éster no substrato, em todas as aberturas realizadas com o composto 6
empregando os alcodis citados houve a formacdo de um produto principal oriundo
da abertura do epoxido, mostrando que ha seletividade no método quando foram

utilizados alcodis primérios como nucledfilos.

Abertura com metanol

OH

\ FeCl; \

CH3;OH

OH OH 0]

Y

Esquema 8 : Reacdo de abertura do alcool do caleol com metanol

A primeira reacao de abertura com o composto 6 foi realizada com metanol. A
reacao foi acompanhada por CCD e CG e deixada sob agitagdo por 5h. O produto
apresentou o cromatograma da Figura 15 antes de sua purificacdo. Apesar da
existéncia de compostos minoritarios, € possivel a visualizagdo de um composto
majoritario. Este sinal aparece em tr = 16,840 min, tempo superior ao alcool de

partida 6. O rendimento dessa reagao foi 62%.



29

16.840

40

30

20
26.867

9 327
/3880
17.790
721375 21,500
23.205
24146 54 308
25716
,265312 26.082
j26312 56 572
127.083 27229
(21623 o7 g5

10

Figura 15: Cromatograma de CG da abertura com metanol

O produto foi purificado por cromatografia em coluna e, posteriormente,
analisado por ressonancia magnética nuclear. No espectro de RMN *H (Figura 16)
do composto obtido foi possivel observar os singletos dos hidrogénios H1, H1’, H5’,
H5" das metilas em 6 1,13, 1,17, 1,05 ppm (6H), respectivamente; além de dois
sinais dos hidrogénios oleofinicos H6 e H7 em & 5,88 e 5,03 ppm. Entretanto, o sinal
mais importante é o singleto bastante intenso com integragdo para trés hidrogénios
em & 3,20 ppm, sinal inexistente no espectro do composto 6. ISso sugere a insergéo
na estrutura da metoxila H8, o que confirma a abertura do epoxido.

A proposta para a estrutura do produto formado é corroborada pelo espectro
de RMN de carbono (Figura 17), o qual apresenta um sinal adicional do composto,
em relacdo ao material de partida 6. Esse sinal aparece em 49,2 ppm, sendo tipico
de metila ligada a oxigénio. Além disso, em comparacdo ao espectro de RMN de *C
do composto de partida, observa-se a migracdo do sinal referente ao carbono C2,
que sofreu o deslocamento de 6 60,4 ppm no composto 1 para 78,6 ppm no produto
formado, devido ao efeito de desblindagem exercido pela metoxila. Tal efeito
também foi observado no carbono C3, com seu deslocamento quimico para 6 73,4

ppm. Os demais deslocamentos encontram-se descritos na tabela 5.



="
EIIZIL{ far)
Bﬁ't'-[ E_L:.'“_— -l
———
=

et
fad
0604

30

4 o
6 8 5 5"
7 3
5
2

it o } L

P y i — ) -
I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T | T T T | T
125 100 Vil 50 25

ppm (t1)

Figura 17: Espectro de RMN de B3¢ do produto 7 em CDCls, a 100 MHz.
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Tabela 5: Deslocamentos quimicos do composto 7.

Posicido &'H (ppm) & C (ppm)

1 1,13 (s) 20,5
1 1,17 (s) 20,7
- 78,6

2,86 (d) 73,4

3,13 (d) 74,8

- 41,3

5 1,05 (s) 22,0
5 1,05 (s) 24,0

5,88 (dd) 1455
5,03 (dd) 112,5
3,20 (s) 49,2

Apesar de ndo haver duvida com relagdo a abertura do epéxido, as analises
de RMN unidimensionais ndo esclarecem em qual carbono do substrato a metoxila
esta ligada, ou seja, se ha a abertura no sentido da formacgéo do alcool secundario
ou do terciario. Para esclarecer tal duvida, foi realizado o experimento COLOC. A
expansao da regido em discussao € mostrada na figura 18. No espectro é possivel
visualizar a correlagéo entre o carbono C4 e os hidrogénios H5’; entre o carbono C3
e os hidrogénios H1 e, finalmente, entre o carbono 2 e os hidrogénios H1 e H8, da
metoxila. Além disso, aparece nesse espectro bidimensional as correlagbes J; entre
C4 e H4, bem como C3 e H3 Tal experimento confirma o fato de haver ocorrido a
abertura no sentido da formacdo do &lcool menos substituido, tipico da abertura de

epoxido catalisada por acido.
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Figura 18: Experimento COLOC do composto 7 em CDCls, a 100 MHz
Abertura com propanol

OH
0
N FeCl; . N o\/\
SN Non
OH OH

6 8

Esquema 9: Reacdo de abertura do ep6xido com propanol.

Outro alcool primario utilizado na abertura do epoxido do caleol hidrolisado foi
o propanol (Esquema 9). Efetivou-se essa transformacédo com o intuito de verificar
se a reacdo também ocorre com a utilizacdo de um nucledfilo primario mais
volumoso que o metanol. Essa reacéo foi mais rapida que a abertura com metanol e

durou 4h. Apés seu término o produto foi analisado por cromatografia gasosa (Figura
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19). Apesar de algumas poucas impurezas, 0 cromatograma obtido nessa reacao
também apresenta um produto principal, com tempo de retengdo tr = 22,462min,
mostrando a ocorréncia da reacdo de maneira seletiva, ou seja, com a formacéo de
somente um produto da abertura do epodxido, assim como ocorreu com 0 emprego
de metanol. O rendimento dessa reacdo também foi maior que o anterior, 71%.

Figura 19: Cromatograma da abertura com propanol.

O produto foi submetido a purificagdo por cromatografia em coluna e apos seu
isolamento foi analisado por RMN.

8
4 O-H 3
! 9
6 Jh
— o

5I: 5“ 1: 1I

SE0{ Em—=—T

6.0 50 4.0 3.0 20 1.0

Figura 20: Espectro de *H do produto 8 em CDCl; a 400 MHz.
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O espectro de RMN de *H (Figura 20) do composto isolado apresenta sinais
caracteristicos da existéncia do grupo propila em sua estrutura. Além dos
hidrogénios das metilas H5’, H5”, H1 e H1’, respectivamente em 61,05 (6H), 1,14 e
1,18 ppm do esqueleto natural do composto, ha mais um sinal em & 0.88 ppm
desdobrada em tripleto, indicando os hidrogénio de uma metila vizinha a um grupo
metileno. Estes devem ser os hidrogénios da metila H10 do grupo propil. H4 também
a presenca de um sexteto em 61,51 ppm, multiplicidade tipica de um grupamento
metileno entre uma metila e outro metileno. Esse sinal se refere aos hidrogénios H9.
Além desses, aparece no espectro um tripleto em o 3,30 ppm, regido tipica de
grupos ligados a oxigénio, referente ao H8. A visualizacéo desse sinal ficou um tanto
prejudicada, possivelmente, pela sua sobreposicdo com os sinais dos hidrogénios
das hidroxilas.

5“ g 5I 1'. 1

43

e e e e N e R e o, . P e Py o s By s o, s R B
125 100 [ 50 25

Figura 21: Espectro de 3¢ do produto 8 em CDCls, a 100 MHz.
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O espectro de RMN de *°C (Figura 21) apresenta os treze sinais esperados
para o composto. Além das metilas do esqueleto normal, em & 21,3, 21,4, 22,1 e
24,1 ppm (dos carbonos C1, C1’, C5’ e C5”, respectivamente), h4 a incorporacdo na
estrutura, em relacdo ao material de partida, de mais um sinal em & 10,7 ppm, do
C10. Em 6 23,5 e 62,9 ppm aparecem mais dois sinais, aparentemente dos C9 e C8.
Os carbonos da funcdo alceno nao sofreram grande variagio em seus
deslocamentos quimicos, apresentando & 112,3 e 145,6 ppm, para C7 e CB6,
respectivamente, enquanto C3 e C4 se deslocaram para & 74,8 e 75,0 ppm.

O espectro de DEPT 135° (Figura 22) confirma as afirmacbes expostas
acima, pois os sinais de C8 e C9 sdo dos metilenos da estrutura proposta. Além
disso, houve o desaparecimento dos sinais referentes aos carbonos desidrogenados

C2 e C5, que absorvem em 6 41,2 e 78,5 ppm.

-

ppm (1) 125 100 75 50 25

Figura 22: Espectro de DEPT 135°do produto 8 em CDClI3, a 100 MHz.
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Figura 23: Espectro de COSY (1H - lH) do produto 8 em CDClI3, a 400 MHz.

No experimento de COSY 'H - 'H (Figura 23) do composto é possivel a
visualizagdo de um sistema de spins na regido dos sinais do grupo propila,
mostrando a correlagéo dos protons H8, H9 e H10 entre si.

Na tabela 6 estdo descritos todos os deslocamentos quimicos do composto.

Tabela 6: deslocamentos quimicos do composto 8.

Posicdo &'H (ppm) &°C (ppm)

1 1,14 (s) 21,3
1 1,18 (s) 21,4
2 - 78,5
3 2,88 (d) 74,8
4 3,28 (d) 75,0
5 - 41,2
5 1,05 (s) 22,1
5” 1,05 (s) 24,1
6 5,89 (dd) 145,6
7 5,03 (dd) 112,3
8 3,30 (1) 62,9
9 1,51(sex) 23,5

10 0,88 (1) 10,7
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Abertura com alcool alilico

OH
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Esquema 10: Reacéo de abertura do epoxido com éalcool alilico.

O ultimo experimento realizado com alcool primario foi a abertura do epoxido
com alcool alilico (Esquema 10). Este alcool, apesar de apresentar 0 mesmo nimero
de carbonos que o propanol, possui uma insaturacdo. Portanto, a idéia de utilizar
esse nucledfilo consistia em verificar se a ligacdo dupla do alcool tem alguma
influéncia na abertura do epdxido, jA que a insaturacdo proporciona a esse alcool
maior densidade eletrénica se comparado ao propanol. Apés a realizacao da reacao,
em 5 h, o produto foi analisado por cromatografia gasosa. Assim como as reagdes
anteriores, cromatograma da reacao (Figura 24) apresenta um produto majoritario,
indicativo da formacédo de apenas um composto pela abertura do anel. Além do
produto da reacdo em tr 20,858 min., € possivel a visualizacdo de material de partida
remanescente em tr 17,745 min. Além desses dois, sdo vistos no cromatograma
outros compostos de menor concentracdo. O rendimento dessa reacao ficou abaixo

dos demais, em 50 %.
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Figura 24 : Cromatograma da abertura com alcool alilico.
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ApoOs a purificagdo cromatografica por coluna da reacdo, o produto foi
analisado por RMN. O espectro de RMN de *H (Figura 25) do composto mostra 0s
sinais dos hidrogénios da insaturacdo do novo substituinte em 6 5,10 e 5,84 ppm
para os hidrogénios H10 e H9, respectivamente, além daqueles da estrutura base
em 0 5,04 e 5,86 ppm para H7 e H6. Além desses sinais, ha o sinal na forma de
dubleto em & 3,91 ppm referente aos hidrogénios do grupo metileno H8. Esse valor é
superior ao metileno equivalente no produto da abertura com propanol. Isso se deve,
provavelmente, ao efeito da ligacdo dupla do grupo alila, que desblinda esse

metileno.
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Figura 25 : Espectro de *H do composto 9 obtido em CDCl;, a 400 MHz.

O espectro de RMN de **C do composto (Figura 26) mostra dois carbonos
oleofinicos em & 115,9 e 135,3 ppm, referentes aos carbonos C10 e C9. Além
desses, aparece mais um sinal em & 62,7 ppm do C8. Os demais deslocamentos
quimicos ndo apresentam mudancas significativas, com excecdo ao fato de haver
sobreposicao dos sinais dos carbonos C1 e C1'. O espectro DEPT 135°(Figura 27)

mostra trés sinais invertidos referentes aos dois carbonos oleofinicos C10 e C7 em &
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115,9 e 112,5 ppm, respectivamente, e um carbono metilénico C8 em 6 62,7 ppm.
Além disso, houve também o desaparecimento dos sinais equivalentes aos carbonos

C2 e C5 do composto 6.
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Figura 26: Espectro de 3¢ do composto 9 obtido em CDClI3, a 100 MHz.
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Figura 27: Espectro de DEPT 135°do composto 9 em CDCls, a 100 MHz.



40

O experimento de COSY *H-'H (Figura 28) mostra dois sistemas de spins na
regido das duplas ligacdes. Um deles (ndo destacado) se refere a dupla ligacdo do
composto natural, mostrando a interacéo dos hidrogénios H7 e H6 em & 5,04 e 5,86
ppm, ao passo que o0 outro mostra o acoplamento entre os hidrogénios H8, H9 e H10
em 03,91, 5,84 e 5,10 ppm.

da
@.
T
'
©

3
T

L

x

[}

q

Figura 28: Experimento de COSY '"H-'H do composto 9 em CDClI3, a 100 MHz

Os demais deslocamentos quimicos do composto encontram-se descritos na
tabela 7.
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Tabela 7: Deslocamentos quimicos do composto 9.

Posicdo &'H (ppm) & C (ppm)

1 1,17 (s) 21,3
1 1,20 (s) 21,3
2 - 79,0
3,43 (s) 73,6

3,52 (s) 74,7

- 41,3

5 1,05 (s) 22,0
5 1,05 (s) 24,0

6 5,86 (dd) 145,5
7 5,04 (dd) 112,5
8 3,91 (d) 62,7
9 5,84 (dd) 135,3
10 5,10 (dd) 115,9

4.3.2 — Abertura com isopropanol

Todas as aberturas realizadas com os alcodis primarios foram regioseletivas,
formando apenas um composto oriundo da reacdo de abertura. Em face disso,
decidiu-se estender a gama de nucledfilos para verificar se 0 emprego de compostos
mais impedidos que os ja testados tém alguma influéncia sobre o produto formado
na reacao de clivagem do epoéxido utilizada neste trabalho. Para isso, foi empregado
isopropanol, que apesar de também apresentar trés carbonos em sua estrutura, é

um alcool secundario.

o T
M FeCls \><H><o n o
\( \>§/‘><OH
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Esquema 11: Reacao de abertura do epdxido com isopropanol.
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Diferentemente das demais reacgfes, a abertura com isopropanol nao foi
completa, como pode ser visualizado na Figura 29, onde aparecem trés sinais. O
primeiro deles representa o material de partida 6 em tr 9,079 min, e os outros dois,
em tr 17,525 e 18,293 min, é possivel que sejam produtos de abertura. Tal perfil
sugere a perda de seletividade do método, pois nenhum dos sinais aparece em
excesso, ou seja, apresentam a proporcao de 1:1. A reacédo foi agitada ao todo por
um periodo de 48h, com adicao extra de catalisador perto das 24h, com a intencao
de que fosse consumido todo o material de partida. Mas isso nao foi eficiente o
bastante para completa-la, bem como o aquecimento no decorrer desse processo.
Também nao foi possivel a separacdo dos produtos por cromatografia em coluna
com o sistema de solvente utilizado.

Tal resultado vai de encontro ao fato de nao ocorrer dimerizagdo do composto
devido a abertura do epéxido com o préprio substrato agindo como nucledfilo, pois
este também apresenta em sua estrutura um alcool secundario.

Figura 29: Cromatograma da reacéo de abertura do epéxido com isopropanol.
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4.3.3 — Abertura com terc-butanol

. o \C\)/
M FeCls \WO +
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Esquema 12: Reacao de abertura do epoxido com terc-butanol.

A abertura com o alcool terciario também nédo foi completa. Além disso, nédo
aconteceu de maneira seletiva como nas reacdes com alcodis primarios, com a
formacdo de varios produtos, como pode ser verificado pelo cromatograma da
reacao (Figura 30).

Além do material de partida em tr 11,333min, € possivel visualizar mais trés
sinais em tr 14,448, 16,897 e 17,516 min (com percentagens de 4,1, 10,4 e 30,6 %,
respectivamente). Diferentemente da abertura com isopropanol, nessa rea¢do ha
diferenca na proporcdo dos produtos formados, com uma relacdo de
aproximadamente de 1:3 entre os dois Ultimos sinais. Assim como a reagdo com
isopropanol, ndo foi possivel a separacdo destes compostos por cromatografia em

coluna, e conseglentemente determinar sua estrutura.

— 3455
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Figura 30: Cromatograma da abertura do epéxido com terc-butanol.
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4.3.4 — Mecanismos propostos para as reagdes de abe rtura do epdxido

De acordo com os produtos formados nas reacdes de abertura do epoxido
realizadas, algumas consideracdes podem ser feitas acerca dos efeitos estéricos
dos nucledfilos na reagdo. Nas transformagfes realizadas com nucledfilos pouco
volumosos, como os alcodis primarios, observou-se uma abertura do epdxido
seletiva, favorecendo a formacgéo do produto com a hidroxila no carbono secundario,
logo, com o atague do nucledfilo acontecendo no carbono mais substituido do
epoxido. Entretanto, com o aumento do volume do &lcool, ndo houve mais a
seletividade observada com os alcodis primarios, observando-se produtos
decorrentes dos dois tipos possiveis de abertura. Possivelmente isso tenha a ver
com efeitos estéricos, que se tornam mais pronunciados com os alcodis mais
substituidos, que devido a dificuldade de atacar o carbono mais substituido do
epOxido passa a atacar também o menos substituido, levando as misturas de
produtos observadas. Além disso, a perda de seletividade do método devido ao
aumento do volume do nucleodfilo também explica o fato de o proprio substrato néo
agir também como nucledfilo, levando a formagdo de um dimero nas reacdes de
abertura, ja que ele poderia agir dessa forma por também apresentar em sua
estrutura um alcool secundério bastante volumoso.

Com relagdo ao mecanismo da reacdo (Esquema 13), propbe-se que
primeiramente haja a complexacdo do cloreto férrico com oxigénio do epoxido,
tornando os carbonos ligados a ele mais eletrofilicos, propiciando, assim, o ataque
nucleofilico do oxigénio do alcool. Posteriormente, ha o ataque propriamente dito, no
carbono mais substituido se o nucledfilo for suficientemente pequeno, ou nos dois
carbonos se ele for mais volumoso. Concomitantemente ao ataque, ha a quebra da
ligagdo carbono—oxigénio. O mecanismo se encerra com a migragdo do préton do

alcéxido ao oxigénio, levando a regeneracao do catalisador.
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Esquema 13: Mecanismo proposto para reagdo de abertura do epoxido catalisada por FeCls.

Com relacdo ao mecanismo de abertura de epoxidos com TCNE (Esquema
14), Masaki®® propds que a reacdo fosse catalisada pela ativacdo da ligacdo
carbono-oxigénio do epoxido para o ataque do alcool devido a simples transferéncia

de um elétron do epoxido ao sistema mdo TCNE.

OH

T A

NC CN

R-OH

Esquema 14 : Mecanismo da abertura de epoxidos catalisadas por TCNE.

» Masaki, Y., et al., Bulletin Chemical Society Japanese, 69,1, 198-201, 1996.
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4.3.5 — Outras aberturas de epdxido realizadas com o alcool do caleol

Além das reacOes ja descritas, outros metodos de abertura também foram

empregados, utilizando outros nucleodfilos, catalisadores e condi¢des reacionais.

Reac¢bes com diferentes nucledfilos e cloreto férrico anidro

Com cloreto férrico anidro como catalisador, também se efetuou as reacdes
com os nucledfilos alcool benzilico, etilamina e fenol. Foram duas tentativas para a
reacdo com o alcool benzilico, variando o solvente utilizado. Na primeira delas foi
utilizado o préprio &lcool como solvente. Como a reacdo ndo ocorria, decidiu-se
executar a reacdo com aquecimento, o que também foi ineficiente. Diante da inércia
da condicao reacional anterior, tentou-se utilizar THF como solvente, e executou-se
a reacao tanto a temperatura ambiente como sob refluxo. Nenhuma das condicdes
testadas propiciou a abertura do epodxido. A tentativa de reagdo com a amina
também foi mal sucedida, ndo havendo a formacdo de nenhum composto. Nesta
tentativa, utilizou-se etilamina em THF e foi procedida tanto em temperatura
ambiente quanto em refluxo. O udltimo nucledfilo testado com cloreto férrico foi o
fenol. Para sua realizacdo foi utilizado também THF e, assim como as anteriores,

nao houve formagéo de nenhum produto.

Reacdes com cloreto férrico em suporte solido

Também foi testado como catalisador cloreto férrico hexahidratado suportado
em silica gel. Essa metodologia, que também foi desenvolvida por Iranpoor®, foi
empregada com o intuito de verificar se havia incremento no rendimento das
reagcbes comparado ao método que utiliza somente cloreto férrico anidro. Para isso,
foi testada a abertura com metanol, que produziu 0 mesmo produto com rendimento

semelhante ao outro método. Como ndo houve melhora na reacdo com suporte de

*®Jranpoor, N., Tarrian, T., Movahedi, Z., Synthesis, 1996, 1473
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silica, decidiu-se entdo nao utilizar mais esse método. Outro catalisador utilizado na
abertura do epéxido consistia em cloreto férrico hexahidratado suportado em K10.
Com esse catalisador procedeu-se a abertura do epdxido 6 com metanol.
Diferentemente das outras reacdes, onde havia a formacéo de s6 um produto ou de
nenhum, nessa reacdo houve a producdo de inumeros produtos, sem nenhuma

seletividade. Por isso, ndo seguiu-se adiante com esse método.

Reacdes com tetracianoetileno

O outro catalisador empregado nesse trabalho foi o tetracianoetileno, TCNE,
da maneira descrita por Masaki.?’ Com esse catalisador realizou-se as aberturas
com metanol e &lcool alilico a temperatura ambiente. Essa reagdo apresentou as
mesmas caracteristicas que as aberturas realizadas com cloreto férrico anidro, ndo
havendo aumento em seu rendimento, variagdo no tempo reacional e nem mudanca
no produto formado, que foram identificados pela co-injecdo com o0s produtos
obtidos anteriormente.

Além das condi¢cdes normais de reacgdo, foi utilizado também banho de
ultrasom com o intuito de incrementar o rendimento das reacfes e torna-las mais
rapidas. O acompanhamento das reacfes foi feito por CG, que foi utilizado nos
intervalos de tempo de 10, 15, 20, 30 e 40 minutos e depois a cada hora de reacéao.

As reacdes com o auxilio do banho de ultrassom ndo se mostraram mais
eficientes que aquelas do método tradicional, pois também houve a formacéo dos
mesmos produtos com rendimentos semelhantes nos mesmos tempos reacionais.
Com banho de ultrasom também foi testada a abertura com cloreto férrico anidro,
gue apresentou as mesmas caracteristicas que quando realizada com a simples

agitacdo magneética. Por isso, ndo se seguiu adiante as rea¢des com ultrasom.

2" Masaki, Y., Miura, T., Ochiai, M, Synlett, 847, 1993.
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4.4 — Determinacdo da estereoquimica absoluta do ca leol pelo método da

ressonancia magnética nuclear

Neste trabalho a configuracéo do carbono quiral C4 do caleol foi determinada
pelo método do RMN?® por meio de uma dupla derivatizacdo do &lcool 6. A finalidade
deste estudo é validar a metodologia de Horeau®, que foi empregada por Flach em
seus estudos com o caleol, como um método eficiente para determinacdo de
estereoquimica absoluta. A metodologia desenvolvida por Horeau consiste na
esterificacdo do &lcool que se deseja determinar a configuragdo com anidrido 2-
fenilbutandico racémico, seguida da andlise do excesso enantiomérico, por rotacédo
Otica ou cromatografia gasosa enantioseletiva, dos acidos 2-fenilbutanoicos
formados nessa reacdo. As dificuldades impostas por essa metodologia decorrem do
fato de ela determinar a estereoquimica absoluta de maneira indireta, ja que sao
analisados os subprodutos da reagdo do alcool que se deseja determinar a
estereoquimica com o anidrido 2-fenilbutanéico racémico, e em nenhum momento
ocorre uma avaliacdo do alcool propriamente dito. Além disso, € necessario
conhecer o volume dos substituintes do alcool, que quando apresentam tamanhos
aproximados fica dificil determinar qual é o grupo maior e o menor, sendo
necessario, nesses casos, 0 emprego de técnicas computacionais para a
determinacdo de seus tamanhos relativos para, finalmente, predizer a
estereoquimica do alcool em estudo. Em seus estudos, Flach determinou que o

carbono C4 do caleol apresenta configuracdo R e o carbono C3 configuracéo S.

Método da ressonancia magnética nuclear

A determinagdo da estereoquimica absoluta do carbono C4 do caleol foi
realizada com o alcool 6, ja que na hidrdlise basica ndo ocorre a clivagem da ligagédo
carbono C4 — oxigénio, mantendo, assim, a configuracao deste carbono assimétrico.
Para isso, foram empregados como auxiliares quirais as substancias R e S acido 2-
metoxifenilacético (MFA), também conhecido como acido mandélico (15, 16), que
foram utilizadas, individualmente, na esterificacdo do &lcool 6 (Esquema 15). As

reacoes foram acompanhadas por CCD e ocorreu por 14 h. Para evitar a

28 Riguera, R., Quifioa, E., Seco, J. M., Tetrahedron Asymmetry, 12, 2915-2925, 2001
% Horeau, A., Tetrahedron Letters, 15, 505-512, 1961.
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derivatizacdo do MFA ao seu cloreto de &cido e houve o emprego de
diciclohexilcarbodiimida, DCC, como ativador da carbonila do &cido; e mais N,N-
dimetilaminopiridina, DMAP, como catalisador. A reacdo foi bastante limpa, n&o
havendo formacdo de subprodutos. Apos a formacdo dos diastereoisbmeros 17 e
18, o produto bruto foi purificado por cromatografia em camada delgada preparativa,
apresentando rendimento de 81% apdés seu isolamento.

\ O HBCO \\\H
N J

OH
6
\ N ‘ OH DcC
CH,,CI
OH 0 zr
S
6 15

Esquema 15: EsterificacBes do alcool 6 com acidos mandélicos.

Os ésteres produzidos foram analisados por RMN. Primeiramente, procurou-
se determinar se o produto formado em ambas as reacdes era realmente o esperado
para a reacdo acima pela andlise de seus espectros de RMN *C (Figura 31) e, em
um segundo momento, utilizar o espectro de RMN de *H para, além de confirmar a
estrutura do composto obtido, estudar a configuracdo do carbono C4 do caleol. Os
espectros dos dois produtos apresentaram os mesmos sinais, diferenciados apenas
por pequenas variagdes entre os deslocamentos quimicos. E possivel observar os
seguintes sinais do esqueleto do composto natural: as quatro metilas ligadas a
carbonos desidrogenados, entre 8 19,87 e 24,44 ppm, dos carbonos C2 e C3 entre &
60,12 e 62,03 ppm; em & 77,39 e 77,60 ppm os deslocamentos do carbono C4, nos
produtos S e R, respectivamente; e os oleofinicos nas regides 6 113 e 142 ppm, para
C7 e C6. Nenhum desses deslocamentos sofreu uma mudanca significativa quando
comparados com 0s do composto 6.

Com relacdo aos sinais do grupo adicionado a estrutura, pode-se identificar: o

carbono carbonilico C8 em 4 170,39 e 169,86 ppm, no éster R e S, respectivamente;
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o carbono C9 em o 83,27 e 82,39 no composto R e S, respectivamente; e mais a
metoxila na regido 6 57 ppm nos dois compostos. Além desses, também € possivel a
visualizacdo dos carbonos do anel aromatico, C11, C12, C13 e C14, na regido que
vai de 6 126,93 a 136,71 ppm.

R 12,12 4

e |[1313 \
115 5"

150 125 100 75 50 25
ppm (t1)

Figura 31: Espectros de *C dos compostos 16 (superior) e 17 (inferior), em CDCl; a 100 MHz.

Assim como os espectros de carbono dos dois ésteres, os espectros de
hidrogénio (Figura 32) também apresentam uma similaridade bastante grande,
mudando apenas os deslocamentos quimicos em poucos ppm de um para outro. Os
sinais dos hidrogénios pertencentes ao esqueleto do alcool 6 que aparecem
também nos ésteres obtidos sdo: as duas metilas H1 e H1’, que aparecem nas
faixas entre & 1,26 e 1,34 ppm no composto R e 61,29 e 1,36 ppm no S; o
hidrogénio H3, que no espectro do composto S estd em 62,80 e no R em 2,79 ppm,;
os hidrogénios das metilas H5’ e H5”, que dao entre 4 0,95 e 0,97 ppm no éster R e
00,74 e 0,81 ppm no S; e, finalmente, os hidrogénios H7 e H6 da funcao alceno, que
aparecem em 0 5,00 e 5,80 ppm, respectivamente, no éster de configuracdo R e em
04,87 e 5,61 ppm no de S.
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Com relacdo aos sinais do novo grupamento, pode-se observar um singleto
(1H) em o 4,84 ppm no espectro R e em & 4,80 ppm no S, do hidrogénio H9; um
singleto (3H) de maior intensidade que anterior em & 3,50 e 3,44 ppm nos espectros
R e S, referente a metoxila H10. Além desses, ha o sinal dos hidrogénios aromaticos
H12 a H14 (5H) nas faixas que véo de 6 7,62 a 7,38 e 4 7,46 a 7,38 ppm nos ésteres

R e S, respectivamente.
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Figura 32: Espectros de 'H dos compostos 17 (superior) e 16 (inferior), em CDCl; a 400 MHz.

Para a determinacédo da configuracéo, do carbono C4, ap0s as derivatizagbes
e obtencdo dos espectros de *H com as devidas atribuicdes de sinais, chamou-se o
grupo de hidrogénio H5’, 5”, 6 e 7 de L1 e 0 grupo de hidrogénios H1, 1'’e 3de L, e
compararam-se o0s deslocamentos quimicos dos prétons, tanto no derivado R quanto
no S, expressando suas diferencas como A3™°. Este parAmetro representa as
diferencas entre os espectros de RMN dos dois derivados, e é obtido pela
diminuicdo do deslocamento quimico de um determinado préton (Hg) no derivado
preparado com o auxiliar quiral R menos o deslocamento quimico do mesmo proton

(Hs) no derivado preparado com o auxiliar S, ou seja, A3~ = 8Hr — 8Hs. Na tabela 8
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encontram-se as diferengas entre os deslocamentos quimicos de todos os protons

das estruturas obtidas.

Tabela 8: Deslocamentos quimicos e A3"® dos ésteres obtidos 16 e 17.

Posig&o 3°CY (ppm)  37°C® (ppm)  &'HR (ppm) 3 'H° (ppm) A5 (ppm)
1 22,48 22,33 1,262 1,286 - 0,024
r 19,93 19,87 1,340 1,362 - 0,022
2 60,12 60,48 - - -
3 61,95 62,03 2,800 2,790 0,010
4 77,60 77,39 4,746 4,432 0,314
5 39,96 39,85 - - -
o) 24,38 24,44 0,956 0,745 0,211
5” 23,26 22,86 0,975 0,807 0,168
6 142,74 142,39 5,870 5,611 0,259
7 113,52 113,45 5,002 4,872 0,130
8 170,39 169,86 - - -
9 83,27 82,39 4,836 4,801 0,035
10 57,66 57,47 3,494 3,441 0,053
11 136,36 136,71 - - -

12,12’ 128,50 128,62 7,619 7,459

13,13 128,42 128,45 7,306-7,376 7,314-7,377
14 126,93 127,44 7,306-7,376 7,314-7,377

Pela observacdo da tabela, pode-se perceber que os protons do grupo L;

6RS

apresentam apenas valores positivos de Ad™>, enquanto os hidrogénios H1 e H1’ do

grupo L, apresentam valores negativos.
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Figura 33: AS"° dos grupos Ly e L,

A configuracdo do centro quiral pode ser determinada segundo o modelo da
Figura 34, onde € desenhado um tetraedro representando o carbono assimétrico que
se deseja determinar a estereoquimica. Uma das posi¢des do plano do papel (para
cima) do tetraedro é ocupada pelo hidrogénio ligado ao carbono, e a outra pelo
oxigénio do éster. E, por convencao, o grupo que possuir A®® < 0 (representada por
6RS

L, no modelo) fica para fora do plano, restando ao outro grupo Ad™” > 0 (no modelo,

L1) a posicao de dentro do plano. Entdo, completando-se o modelo descrito, com as
informacdes deste texto, tem-se que L, representa a parte da molécula onde h4 a
funcdo epodxido do caleol, e L; o fragmento com a dupla ligacdo. Desta maneira,
aplicando a regra de prioridade, vemos que o carbono C4 do caleol possui

estereoquimica R.

H

-
MFA—0 25>0 —— MFaA—o0
A3 <0

Figura 34: Modelo para determinagéo da estereoquimica.
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4.4 — Atividade antimicrobiana dos compostos obtido s

O uso intensivo de antibidticos tem tornado os microrganismos patdégenos
cada vez mais resistentes ao tratamento terapéutico, fazendo com que os métodos
tradicionais de combate a micoses e infec¢des bacterianas se tornem cada vez mais
ineficientes. Diante de tal necessidade, diversos estudos tém sido realizados para a
busca de compostos com atividade antimicrobiana, e entre as fontes de possiveis
moléculas bioativas estdo as espécies vegetais. Por isso, 0S ensaios
antimicrobianos com extratos de plantas, 6leos essenciais, fracdes de extratos e de
Oleos volateis, compostos naturais isolados e moléculas obtidas por semi-sintese se
tornam importantes para o surgimento de futuros antibioticos.

Por isso, nesse trabalho, o 6leo essencial, o caleol (1), o alcool do caleol (6) e
0s compostos isolados das reacdes de abertura do epoxido do alcool caleol (7, 8 e
9) obtidos tiveram suas atividades antimicrobianas testadas pelo método da
microdiluicdo em caldo. Os resultados representam a concentracéo inibitoria minima,
CIM, dos compostos, que € a menor concentracdo do composto necesséria para
inibir o crescimento de um determinado microrganismo apos sua incubacao in vitro.
Neste ensaio foram utilizadas bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos
(Tabela 9) padrées ATCC.



Tabela 9: Microrganismos utilizados no ensaio.

Caracteristicas Microorganismos ATCC
Staphylococcus aureus ATCC 6538p
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Gram-positivos Bacillus subtilis ATCC 6633
Streptococcus pyogenes ATCC 19615
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305
Escherichia coli ATCC 25792
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031

Gram-negativos

Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853
Shiguella sonnei ATCC 25931
Candida albicans ATCC 10231
Fungos Cryptococcus neoformans ATCC 28952
Sacharomyces cerivisae ATCC 2601
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Muitos dos microrganismos utilizados nesse estudo sdo membros da
microbiota natural do corpo, mas que quando crescem de maneira excessiva
desenvolvem iniimeras doencas.*® E o caso de S. aureus, que é freqiientemente
encontrado no corpo humano e uma das bactérias patogénicas mais importantes, ja
que € o causador de uma ampla gama de infeccbes. As principais doencas
causadas por essa bactéria sdo infeccbes cutaneas e subcutaneas, pneumonia,
osteomielite, entre outras.

Assim como S. aureus, S. epidermidis também € encontrada na microbiota
natural do corpo humano (predominando na pele e nas mucosas de individuos

normais) ou como causa de infeccbes em seres humanos. Na Ultima década essa

** Trabulsi, L.R., Alterthum, F., Microbiologia, 5°Ed , Atheneu, S&o Paulo, 2008.
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bactéria tem chamado atencédo pelo fato de ser o agente de infec¢des hospitalares,
onde as principais doencas causadas por ela estdo associadas ao uso de
dispositivos médicos implantados, como cateteres e proteses. As doencas incluem
meningites, osteomielites e infec¢des do trato urinario.

S. pyogenes apresenta uma alta adaptacdo ao hospedeiro humano, atuando
como agente etioldgico de uma série de manifestagdes clinicas, como faringites,
piodermites, erisipela, entre outras.

Escherichia coli € uma espécie de bactéria causadora de diarréia humana
pertencente a familia Enterobacteriacea, que é bastante heterogénea e complexa.
Devido a sua relacdo com os seres humanos, ha trés grandes grupos de E. coli: 0
grupo das cepas comensais que habitam nossos intestinos ao longo de toda a vida,
O grupo das cepas enteropatogénicas que causam infeccdes por diversos
mecanismos e 0 grupo das cepas patogénicas extra-intestinais que causam diversos
tipos de infeccéo.

S. sonnei é uma espécie também pertencente a familia Enterobacteriacea que
afeta principalmente o homem, causando shigelose ou disenteria baciliar. Ela
raramente ocorre em animais, mas em casos excepcionais € encontrada em outros
primatas, como macacos e chimpanzés.

P. aeruginosa € um microrganismo encontrado na agua, no solo, nos
vegetais, nos animais, nos alimentos e em diversos ambientes hospitalares.
Raramente causa infeccdo em individuos imunocompetentes, mas é um dos
principais agentes de infeccdo em individuos com defesas diminuidas. E
considerado um patdégeno oportunista e um dos mais importantes agentes de
infeccdo hospitalar. Sua importancia se deve ao fato a dificil erradicacéo da infeccéo
e continuos fracassos terapéuticos, devido a resisténcia natural e adquirida a
antibiéticos e desinfetantes.

Trés tipos de doenca humana estdo associados a elementos fungicos ou a
seus produtos metabdlitos: alérgicas, toxicas e infecciosas. A doenca alérgica é
causada pela interacdo entre um hospedeiro sensivel e um fungo (por exemplo, a
aspergilose broncopulmonar alérgica). A toxigénica pode ser provocada pela
ingestao de alimentos contaminados por fungos microscépicos ou pelo consumo de
fundos macroscopicos venenosos. E a doenca infecciosa € aquela que tem
capacidade de agir como patdbgeno primario ou oportunista (por exemplo,

paracoccidioidomicose e candidiases).
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Outra doenca originada por um fungo oportunista € a candidiase, causada por
varias espécies do género Candida, sendo que o agente mais comum € Candida
albicans. Essa levedura é encontrada na boca, tubo digestivo, intestino, orofaringe,
vagina e pele de individuos sadios.

C. neoformans € uma levedura que pode causar micoses sistémicas, pela
inalacéo da levedura veiculada pelas fezes de pombos e morcegos.

As concentracfes utilizadas nesse ensaio para as substancias puras foram
200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 pg/mL. Além da determinacdo do CIM, este
método permitiu determinar a concentracdo letal minima, CLM, que € a
concentracdo do composto necessaria para eliminar o microrganismo. Os ensaios

foram realizados em triplicada e os resultados da CIM estao expostos na Tabela 10.

Tabela 10: Atividade antimicrobiana dos compostos obtidos.

COMPOSTO
Oleo 1 6 7 8 9 Padréo °
Microrganismo * | CIM® CLM® CIM CLM CM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
Se 10 20 25 200 50 >200 >100 >100 >100 >100 100 >100 3,12 3,12
Sa 10 20 50 >200 100 >200 >100 >100 100 >100 50 >100 3,12 3,12
Kp NT NT NT NT NT NT >100 >100 100 >100 100 >100 3,12 3,12
Bs 10 20 50 >200 200 >200 >100 >100 100 100 100 >100 3,12 3,12
Sp 20 20 100 >200 50 >200 100 >100 100 100 100 >100 3,12 3,12
Ec 10 20 50 >200 200 >200 100 100 50 >100 100 >100 3,12 3,12
Pa 10 >20 50 >200 100 >200 NT NT NT NT NT NT NT NT
Ss 10 >20 50 200 100 >200 NT NT NT NT NT NT NT NT
Sg 10 >20 25 100 200 >200 NT NT NT NT NT NT NT NT
Ca 20 20 100 >200 200 >200 50 >100 25 >100 50 >100 6,25 6,25
Sc 20 20 100 >200 200 >200 50 >100 50 50 50 >100 10,3 10,3
cn 20 20 100 >200 100 >200 25 50 25 >100 25 100 5,15 5,15

% Se: Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Sa: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Kp: Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883), Bs: Bacillus subtilis (ATCC 6633), Sp: Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), Ec:
Escherichia coli (ATCC 25922), Pa: Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853), Ss: Staphylococcus saprophyticus
(ATCC 15305), Sg: Shiguella sonnei (ATCC 25931), Ca: Candida albicans (ATCC 10231), Sc: Sacharomyces
cerevisae (ATCC 2601), Cn: Cryptococcus neoformans (ATCC 208821.).

® Cloranfenicol para bactérias e nistatina para levedura.

“ mg/mL.
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O dleo essencial das folhas de C. clematidea apresenta apenas uma modesta
atividade contra os microrganismos testados, apresentando para a maioria das
bactérias uma CIM de 10 mg/mL e CLM de 20 mg/mL, enquanto para todos os
fungos testados CIM e CLM de 20 mg/mL. Ja o caleol isolado apresentou uma boa
atividade contra a maior parte das bactérias, com uma CIM de 50 pg/mL para a
maioria delas. Destaca-se a atividade contra Staphylococcus epidermidis e Shiguella
sonnei, contra as quais ele foi mais ativo, apresentando 25 pg/mL. Uma excecéo as
boas atividades do caleol contra bactérias foi com Streptococcus pyogenes, que
mostrou CIM del00 pg/mL. Essa também foi a concentracdo obtida contra todos os
fungos testados. Apesar de se mostrar ativo na inibicdo das bactérias, o caleol ndo
se mostrou eficiente na eliminacdo delas, tendo, por isso, propriedades
bacteriostaticas.

Ja o alcool do caleol ndo se mostrou tdo ativo quanto o éster. As Unicas
bactérias contra as quais ele apresentou uma CIM de 50 pg/mL foram
Staphylococcus epidermidis e Shiguella sonnei, tendo para as demais 100 ou 200
pug/mL. Assim como o caleol, ele ndo apresentou atividade bactericida e nem contra
os fungos testados.

Com relacdo aos produtos oriundos das reacfes de abertura do ep6xido do
alcool do caleol, pode-se perceber que todos eles apresentam maior atividade contra
os fungos do que contra as bactérias testadas. As Unicas bactérias que foram
suscetiveis aos compostos obtidos foram Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
Os compostos responséaveis por isso foram os composto 8 e 9 que apresentaram
uma CIM de 50 pug/mL para ambos 0s microrganismos, mas eles ndo conseguiram
matar as bactérias, caracterizando atividade bacteriostatica.

Todos os compostos obtidos pelas reacdes de abertura foram ativos para
todas as cepas de fungos testadas. Contra Candida albicans, os compostos 7 e 9
apresentaram CIM de 50 pg/mL; mas o mais ativo contra esse fungo foi o composto
8, com uma CIM de 25 pg/mL. Entretanto, nenhum deles conseguiu matar o fungo,
caracterizando, assim, atividade fungostética para todos 0os compostos.

Com relacdo ao Sacharomyces cerevisae, todas as substancias tiveram uma
CIM de 50 pg/mL, sendo que apenas o composto 8 mostrou atividade fungicida, com
uma CLM de 50 pg/mL. A cepa de fungo contra as quais as substancias testadas

foram mais ativas foi Cryptococcus neoformans, com todas elas apresentando uma
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CIM de 25 pg/mL. O composto 7 foi 0 que conseguiu eliminar o fungo em maior
grau, com uma CLM de 50 pg/mL.

Os resultados da atividade microbiologica dos compostos testados
demonstram que o caleol foi ativo contra as bactérias e pouco ativo contra o0s
fungos. Ao contrario dele, os compostos obtidos com as aberturas do epéxido foram
ativos contra os fungos e quase inertes contra as bactérias e o alcool do caleol foi
pouco ativo contra os dois tipos de microrganismos. Isso sugere que a funcao
epOxido associada ao acetato do caleol é um relevante fator para a atividade
bacteriostatica do monoterpeno. O fato de o alcool do caleol praticamente nao
possuir atividade antibacteriana demonstra que a funcéo epéxido sozinha é incapaz
de proporcionar esse tipo de atividade, contra os microrganismos testados, para o
caleol. Tal fato é corroborado pela falta de atividade bacteriostatica dos produtos das
aberturas do epoxido, onde néo ha a presenca do éster e nem do epodxido.

Se para a atividade bacteriostatica é fundamental a presenca do grupo acetil
e da funcdo epodxido na estrutura do caleol, para a atividade antifungica essa
associacdo € prejudicial. Isso pode ser percebido pela alta concentracdo do
monoterpeno necessaria para proporcionar algum tipo dano aos fungos. Assim como
na atividade bacteriostatica, a funcdo epodxido sozinha também n&o apresenta
nenhuma atividade contra os fungos, como pode ser percebido pela falta de
atividade do alcool do caleol contra as leveduras. Entretanto, quando o epéxido é
clivado com alcodis ocorre um aumento bastante significativo na atividade
fungiostatica do monoterpeno. O tamanho da cadeia do nucledfilo que abre o
epoxido nao tem influéncia significativa sobre a atividade fungiostatica, como pode
ser notado pelas atividades semelhantes dos compostos 7 e 8, e nem a presenca de
uma insaturagcdo nesta cadeia (composto 9). O fato de esses substituintes
caracterizarem a funcdo éter também n&o parece ter importancia, pois o0 grupo
funcional epdxido é também um éter e, como ja referido anteriormente, ndo colabora
para a atividade fungiostatica. Portanto, a atividade fungiostatica dos derivados
testados deve ocorrer em funcdo da presenca do diol na estrutura. A figura 35
resume a influéncia dos grupos funcionais para a atividade antimicrobiana dos

compostos.
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Figura 35 : Resumo da relacdo estrutura atividade do caleol e derivados.
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5 — PARTE EXPERIMENTAL

5.1 — Instrumentos utilizados

5.1.1 — Ressonancia Magnética Nuclear

Os experimentos de RMN foram realizados nos Espectrometros Bruker-200,
que opera a 200 MHz para 'H e 50 MHz para **C e Bruker-400, que opera a 400
MHz para *H e 100 MHz para **C. As amostras foram preparadas em tubos de 5 mm
com cloroférmio deuterado como solvente. Os deslocamentos quimicos foram

registrados em ppm em relacao ao tetrametilsilano.

5.1.2 — Cromatografia Gasosa

As analises por cromatografia gasosa foram realizadas em cromatografos
Varian 3400 e Varian 3800, com detector de ionizacdo em chama, FID, alimentado
por ar sintético ultra-seco e com hidrogénio ultra puro como gas de arraste. As
analises foram realizadas com coluna capilar de silica fundida DB-5, com
temperatura do forno de 50-250 € com aumento de 4 T/min. A temperatura do
injetor e do detector 220 e 280 T, respectivamente , e a pressao na coluna de 8 psi.

As amostras para cromatografia gasosa foram preparadas pela dissolucao de
1 yL do oOleo a ser analisado em 1 mL de hexano. Dessa solugéo foi injetados no

aparelho uma aliquota de 0,2 pL.
5.2 — Solventes

Os solventes utilizados nas extragcbes, colunas cromatograficas e
cromatografia em camada delgada foram solventes de nivel técnico, que receberam

0S seguintes tratamentos para diminui¢cdo da umidade e purificagao:

Hexano - refluxado e destilado na presenca de éxido de célcio.

Diclorometano -> refluxado e destilado na presenca de pentdxido de sédio.
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Acetato de Etila - refluxado e destilado na presenca de 6xido de calcio.

Metanol - refluxado e destilado na presenca de magnésio e iodo.

J& os solventes utilizados nas reacdes eram grau PA, mas mesmo assim

receberam os seguintes tratamentos:

Tetrahidrofurano = refluxado sobre sédio metalico/benzofenona em atmosfera de
argonio até o aparecimento de coloracdo azul intenso, e apos destilado.

Alcodis em geral - refluxados e destilados sobre magnésio e iodo.

5.3 — Técnicas cromatograficas

5.3.1 — Cromatografia em coluna

Nas purificagcbes cromatograficas em coluna foram empregadas colunas de
diversos tamanhos e silica-gel 230-400 mesh como fase estacionaria. O sistema

eluente empregado era hexano acetato de etila com gradiente de polaridade.

5.3.2 — Cromatografia em camada delgada e preparati va

Foram empregadas cromatoplacas de aluminio de silica-gel com indicador de
fluorescéncia Fys4. Essas eram observadas em camera de UV e posteriormente,
borrifadas com solucdo 5% de H,SO, em etanol e 10% de vanilina em etanol,
seguidas de tratamento térmico.

A cromatografia em camada delgada preparativa foi realizada em placas de
vidro de 20 x 20 cm, preparadas em laboratorio, cobertas com silica-gel, numa
espessura de 0,75 mm, apresentando em sua composicdo indicador de

fluorescéncia Fs4 € gipsa.
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5.4 — Extracao do 6leo essencial

Em um bal&o foram colocadas folhas frescas de Calea clematidea e o 6leo foi
extraido por hidrodestilacdo utilizando aparelho de Clevenger modificado. A extracéo
foi realizada até a exaustdo. Apos a extracdo, o Oleo foi separado da agua com éter
etilico, seco com sulfato de sédio anidro, filtrado e evaporado. O rendimento foi de
1,2 %.

5.5 — Isolamento do caleol

O ¢6leo essencial extraido foi purificado por cromatografia em coluna utilizando
como fase estacionéria silica-gel 1:70 de fase estacionaria para cada grama de 6leo.
A coluna foi eluida com os sistemas de solvente: hexano, hexano/acetato de etila 5,
10, 15 e 20%.

5.6 — Hidrélise alcalina do caleol

Em 15 mL de metanol anidro sob banho de gelo colocou-se 200 mg (800
mmol) de sédio metalico e apdés o completo consumo do metal adicionou-se 1 g do
Oleo essencial. A reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente e
acompanhada por CCD utilizando o sistema eluente hexano/acetato de etila 20%.
ApoOs o total consumo do éster, a reacdo foi encerrada pela neutralizacdo do
metoxido de sédio formado com HCl 1M até pH 6. Posteriormente, o metanol foi
evaporado e o residuo extraido trés vezes com 15 mL de diclorometano. As fases
organicas combinadas foram secas com sulfato de sdédio anidro, filtradas e
evaporadas. O oOleo resultante foi cromatografado em coluna com o sistema eluente
hexano/acetato de etila, da onde se isolou o alcool do caleol com 89% de

rendimento e alta pureza, determinada pela analise em cromatografia gasosa.
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5.7 — Abertura do epéxido com cloreto férrico anidr 0

Uma mistura de 1 mmol do epodxido e 0,05 mmol de cloreto férrico anidro
foram dissolvidos em 5 ml de cada um dos alcodis empregados nas reacdes. As
reacdes foram agitadas em temperatura ambiente e acompanhadas por CCD e CG.
ApoOs o0 consumo do epoxido, o solvente foi evaporado e o residuo dissolvido em
agua. A fracdo aquosa foi extraida trés vezes com 15 mL de diclorometano e o
combinado organico foi seco com sulfato de sédio anidro, filtrado e evaporado. Apos
isso, os produtos foram purificados por cromatografia em coluna, empregando

hexano e acetato de etila em ordem crescente de polaridade como fase movel.

5.8 — Aberturas do epdxido com tetracianoetileno

A uma mistura de 1 mmol do epodxido dissolvido no alcool apropriado foram
adicionados 0,1 mmol de tetracianoetileno. A reagéo foi mantida sob agitagcdo em
temperatura ambiente e acompanhada por CCD e CG. Ap6s o término da reacao, o
solvente foi evaporado e o residuo dissolvido em agua. Foi realizada a extracao trés
vezes com 15 mL de diclorometano. O combinado organico foi seco com sulfato de
sédio anidro, filtrado e evaporado. O produto foi purificado por cromatografia em

coluna.

5.9 — Preparo do cloreto férrico adsorvido em silic  a-gel

Em uma solugdo de 1,2 g de cloreto férrico hexahidratado em 16 mL de
acetona, foram adicionados 10 g de silica-gel 70-230 mesh a temperatura ambiente
a mistura foi agitada mecanicamente até a total dispersao do cloreto férrico na silica.
O solvente foi evaporado em evaporador rotatério e o p6 amarelo resultante foi seco

mais uma sob vacuo.
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5.10 — Aberturas do ep6xido com suporte de silica

O suporte sdlido (15 mg) foi adicionado a uma solucéo de 150 mg do epoxido
(0,88 mmol) em 10 mL de metanol. A mistura foi agitada a temperatura ambiente e
acompanhada por CCD e CG. Apés 6 horas o metanol foi evaporado e 15 mL de
diclorometano foram adicionados a mistura e filtrados. O residuo solido foi
novamente lavado com 15 mL de diclorometano. As fracfes organicas combinadas
foram evaporadas e o produto foi cromatografado em coluna gerando como produto

um 6leo com rendimento de 60%.

5.11 — Reag0des de abertura com banho de ultrassom

5.11.1 — Abertura com cloreto férrico

Uma mistura de 1 mmol do epdxido e 0,05 mmol de cloreto férrico anidro
foram dissolvidos em 5 ml de metanol e alcool alilico, individualmente. Essa solucéo
foi mantida em banho de ultrassom e acompanhada por CG. Foram retiradas
aliquotas da reacao nos intervalos de tempo de 10, 15, 20, 30 e 40 minutos e depois
a cada hora de reacdo. Apos o consumo do epoéxido, o solvente foi evaporado e o
residuo dissolvido em agua. A fragdo aquosa foi extraida trés vezes com 15 mL de
diclorometano e o combinado organico foi seco com sulfato de sédio anidro, filtrado
e evaporado. Apos isso, os produtos foram purificados por cromatografia em coluna,
empregando hexano e acetato de etila em ordem crescente de polaridade como fase
movel. Apos a purificagdo os produtos foram caracterizados por co-injecdo com
padrao sintetizado anteriormente. Rendimentos: metanol 60% e alcool alilico 50%.

5.11.2 — Abertura com tetracianoetileno

A uma mistura de 1 mmol do epdxido dissolvido metanol e alcool alilico,
individualmente, foram adicionados 0,1 mmol de tetracianoetileno. As solucbes
foram mantidas em banho de ultrassom e acompanhadas por CG. Foram retiradas

aliqguotas das reacdes nos intervalos de tempo de 10, 15, 20, 30 e 40 minutos e
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depois a cada hora de reagdo. Apds o término das reacgdes, 0s solventes foram
evaporados e os residuos dissolvidos em agua. Foi realizada a extracao trés vezes
com 15 mL de diclorometano em cada reacdo. O combinado organico das duas
reacoes foi seco com sulfato de sodio anidro, filtrado e evaporado. Os produtos
foram purificados por cromatografia em coluna e co-injetados com padrao.
Rendimentos: metanol 57% e alcool alilico 52%.

5.12 - Esterificagcdo do acido 2-metoxifenilacético com 1-(3,3-dimetil-2-
oxiranil)-2,2-dimetil-3-buten-1-ol

N,N’-Dimetilaminopiridina (4 mg, 0,03 mmol), DMAP, foi adicionado em uma
solucéo do alcool do caleol (50 mg, 0,29 mmol), acido R-2-metoxifenilacético (48 mg,
0,29 mmol), MFA, e diciclohexilcarbodiimida (60 mg, 0,29 mmol), DCC, em 5 mL de
diclorometano. A reacao foi acompanhada por CCD. Apés 24 horas a uréia formada
na reacdo foi removida por filtracdo e o filtrado lavado com diclorometano. O
combinado organico foi entdo lavado com solucdo saturada de cloreto de sodio,
seco com sulfato de sodio anidro, filtrado e evaporado. O produto cru foi submetido a
purificacdo por cromatografia em camada delgada preparativa, com sistema eluente
de hexano/acetato de etila 6%. Rendimento 81%.

O procedimento descrito acima foi também executado com o acido S-2-

metoxifenilacético, que também apresentou rendimento de 81%.
5.13 — Atividade antimicrobiana
5.13.1 — Método da concentracao inibitéria minima
Para a determinacao da concentracao inibitéria minima, CIM, pelo método da

microdiluicdo, empregou-se a técnica descrita pela NCCLS®*' modificada®®. Este
método é determinado em placas de cultura estéreis de 96 pocos onde se realizou

' NCCLS, Approved Standard 5 th Ed, NCCLS document M7-A5, 2000.
*> Hammer, K. A., Journal of Applied Microbiology, 86, 985-990, 1999.
¥ Burt, S., International Journal of Food Microbiology, 94, 223-253, 2004.
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uma série de diluicdes das amostras em meio liquido, nas concentra¢des de 200,
100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 pg/mL, contendo 2% do surfactante Tween 80. Os
pocos foram inoculados com os microorganismos e homogeneizados. As placas
foram incubadas por 24 horas a 35T para bactérias e por 48 horas a 25T para
fungos. ApOs o periodo de incubacdo, observou-se, pela turvacdo do meio, 0
crescimento microbiano, determinando-se a CIM. Os testes foram realizados em
triplicata.

Como padrdes, foram utilizados cloranfenicol nas concentragdes de 25, 12,5,

6,25 e 3,12 yg/mL e nistidina nas concentrac¢des 41,15, 20,6, 10,3 e 5,15ug/mL.

5.13.2 — Método da concentracao letal minima

As culturas de teste de CIM que ndo apresentaram crescimento nos pogos
foram utilizadas para inocular placas de Petri contendo meio agar, onde foi
determinada a concentracdo letal minima, CLM. Segundo Hammer? trata-se da
menor concentracdo da substancia que alcanca uma redugdo maior que 99,9% do

numero de unidades formadoras de col6nias.
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6 - CONCLUSAO

Ap6s a realizacdo dos experimentos com o caleol e seus derivados

sintetizados e analise dos resultados pode-se concluir que:

= A abertura do epdxido do caleol catalisada por cloreto férrico anidro néo
ocorre de maneira seletiva, mas quando essa reagdo € executada com o
alcool do caleol e sao utilizados como nucledfilos alcoois primarios ela ocorre
de maneira seletiva, mas esse meétodo é falho quando sdo empregados

nucledfilos mais volumosos.

= O tetracianoetileno também foi um catalisador eficaz para as reacfes de
abertura do epoxido do alcool do caleol, levando a formacdo dos mesmos

produtos que as reacdes catalisadas por cloreto férrico anidro.

= A utilizacdo de banho de ultrassom n&o proporciona incremento nos
rendimentos das reacdes catalisadas tanto por cloreto férrico anidro quanto
por tetracianoetileno, nem leva a diminuicdo do tempo reacional ou producéo
de produtos diferentes das reagbes com 0s mesmos catalisadores sob

agitacdo magnética.

= O emprego de suporte solido foi eficiente apenas com cloreto férrico
hexahidratado suportado em silica-gel, que levou ao mesmo produto da
abertura catalisada por cloreto férrico anidro. Entretanto, o cloreto férrico
suportado em K10 forma inimeros produtos sem seletividade aparente para a
abertura do epoxido do alcool do caleol.

= A utilizacdo da ressonancia magnética nuclear foi eficaz na determinagéo da
configuragdo do carbono C4 do caleol, utilizando o método da dupla
derivatizacdo com os &cidos R e S 2-metoxifenilacético, que apresentou
configuracdo R, a mesma encontrada por Flach que empregou o método de
Horeau. Isso é um indicio importante que o método de Horeau € eficiente

para a determinagéo da estereoquimica absoluta de alcodis secundarios.
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= O 0dleo essencial das folhas de C. clematidea apresentou uma fraca atividade
microbioldgica contra os microrganismos testados. Entretanto, o caleol isolado
mostrou boa atividade bacteriostatica. Diferentemente, o alcool do caleol ndo
apresentou significativa atividade microbiolégica. Os produtos das aberturas
do epoxido do caleol mostraram boas atividades fungiostatica, mas fracas

atividades bacteriostaticas.



