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RIVERO-JEREZ, Paula Sofia. Estudos visando a sintese e avaliacdo de um
hibrido curcumina-inositol como inibidor da agregacao da proteina B-amiloide.
2016. 73 f. Dissertacdo de Mestrado em Quimica — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

A formacao de placas do peptideo B-amiloide (AB) no cérebro é amplamente aceito
como a causa primaria do desenvolvimento da doenca de Alzheimer. A utilizacdo de
substancias capazes de inibir o processo de agregacdo do peptideo AR € uma das
linhas mais promissoras para a prevencao e tratamento da doenca. A curcumina e o
scyllo-inositol  sdo  substancias  reconhecidas por suas  propriedades
antiamiloidogénicas, bioatividade de interesse, no ambito do desenvolvimento de
uma terapia antialzheimer. No entanto, o desenvolvimento de ambos compostos
naturais isoladamente foi descontinuado devido as propriedades fisico-quimicas
desfavoraveis como baixa solubilidade e estabilidade em &gua da curcumina e
modesta poténcia inibitoria do scyllo-inositol. Considerando a potente atividade da
curcumina contra agregacao do peptideo AB e a alta solubilidade do scyllo-inositol, o
desenvolvimento de um hibrido covalente constituido por estes ndcleos estruturais
combinados torna-se uma abordagem convidativa na busca de um novo agente
antiamiloidogénico com propriedades farmacologicas melhoradas. Assim, propomos
a sintese de uma estrutura hibrida scyllo-inositol-curcumina com potencial para ser
avaliado como novo agente antialzheimer. Para esta finalidade, neste trabalho a
sintese de um derivado inédito do scyllo-inositol, cloroacetato de inositoila, para ser
usado como agente alquilante da curcumina foi desenvolvida com sucesso através
de uma reacdo de Mitsunobu em presenca de acido cloroacético como etapa chave.
Apesar da baixa eficiéncia do cloroacetato de inositoila como equivalente sintético
alquilante da curcumina, os resultados obtidos neste trabalho, particularmente a
otimizacdo da reacdo de Mitsunobu viabiliza a obtencdo de compostos analogos que
possam apresentar maior reatividade na etapa de alquilacdo da curcumina.

Palavras-chave: Alzheimer. B-amiloide. Curcumina. Inositol.
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RIVERO-JEREZ, Paula Sofia. Study aiming at the synthesis and evaluation of a
curcumin-inositol hybrid as an inhibitor of B-amyloid protein aggregation. 2016.
73 p. MSc Dissertation in Chemistry — State University of Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

The formation of plagues of B-amyloid peptide (AB) in the brain is accepted as the
primary cause of Alzheimer's disease (AD). The use of inhibitors of AR aggregation is
one of the most promising approaches for the prevention and treatment of AD.
Curcumin and the scyllo-inositol are recognized due to its amiloydogenic properties
into the context of AD therapy. Nonetheless, the development of both of them
isolated have due to the low solubility/stability in water and to the weak inhibitory
potency, respectively. Considering the potent activity of curcumin against Ap peptide
aggregation and high solubility of scyllo-inositol, the synthesis of covalent hybrids,
built by these structural cores combined becomes an inviting approach towards the
development of new anti-amyloidogenic agents with improved pharmacological
properties. Therefore, we propose the synthesis of a scyllo-inositol-curcumina
hybride compound with potential to be used as an anti-Alzheimer agent. For this
purpose, in this study the synthesis of a novel derivative of scyllo-inositol, the inositol
chloroacetate, to be used as an alkylating agent of curcumin was successfully
developed using a Mitsunobu reaction in the presence of chloroacetic acid as the key
step. Despite the low efficiency of inositol chloroacetate as the alkylating of curcumin,
the results obtained in this study, particularly the optimization of the Mitsunobu
reaction makes accessible the obtainment of analogous compounds that may have
greater reactivity in the curcumin alkylation step.

Keywords: Alzheimer. B-amyloid. Curcumin. Inositol.
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1 INTRODUCAO

1.1 O MAL DE ALZHEIMER

O mal de Alzheimer € uma doenca neurodegenerativa altamente
incapacitante caracterizada pela morte progressiva de neurdnios e pelo encolhimento
do cérebro, processos sempre acompanhados pelo déficit cognitivo gradativo, falhas
na memoria de curto prazo, perdas na linguagem e na fala, na coordenacdo motora e
na capacidade de aprendizagem. Os danos causados pelo mal de Alzheimer séo
considerados irreversiveis. A doenca pode afetar pessoas em qualquer idade embora
seja mais comum na velhice. Estima-se que 2% dos idosos acima de 70 anos tenham
o mal de Alzheimer, podendo acometer cerca de 50% das pessoas acima de 85 anos.
Devido ao aumento da expectativa de vida da populagéo, a ocorréncia e a relevancia
do mal de Alzheimer estdo aumentando. Atualmente, mais de 20 milhdes de pessoas
no mundo sdo afetadas por esta doenca (Creed e Milgram, 2010; Mangialasche et al.,
2010).

A doenca de Alzheimer é considerada uma desordem de origem
complexa, onde multiplos fatores parecem atuar. Encontra-se estreitamente
associada ao acumulo de uma proteina denominada tau no interior dos neurénios,
formando emaranhados fribrilares, a anormalidades mitocondriais, a processos
neuroinflamatorios e a reducdo dos niveis do neurotransmissor acetilcolina (Pratico,
2005).

Embora a etiologia precisa do mal de Alzheimer ainda ndo seja
compreendida por completo, é amplamente aceito que a acumulacéo do peptideo -
amiloide (AB) no cérebro seja o fator determinante. Este fato torna o peptideo AR um
alvo de estudo essencial para o entendimento do mecanismo patogénico da doenca
na busca de se desenvolver alternativas terapéuticas racionais e efetivas. Entre as
principais hipoteses que tentam explicar a causa da doencga, encontra-se a da cascata
B-amiloide, Figura 1, apresentada de forma detalhada a seguir (Soto-Ortega et al.,
2011).
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1.1.1 Hipdtese da Cascata Amiloide

A cascata B-amiloide, descrita na década de 1990, trata-se da
principal hipétese sobre a patogénese do Mal de Alzheimer. Postula-se que em niveis
elevados, o peptideo AR, resultantes da clivagem da Proteina Precursora Amiloide
(APP), é altamente propenso a agregacao e a formacéao de fibrilas que resultam em
placas amiloides. A deposicdo destas placas no tecido cerebral esta estreitamente
relacionada com o desenvolvimento do mal de Alzheimer (Hardy e Higgins, 1992).
Atualmente entende-se que o processo sofrido pelo peptideo Ap uma vez liberado no
espaco extracelular é dindmico e complexo e as alterac6es neuronais que resultam
da doenca s&o provocadas néo apenas pela deposicao de fibrilas (ou placas senis),
mas também de outras formas intermediarias de agregados do peptideo AB (Selkoe,
1999).

A proteina APP é uma glicoproteina expressa em membranas
neuronais cuja funcéo fisiologica ainda ndo estd totalmente elucidada. Roedores
inoculados com a proteina APP modificada evidenciam perda de memdéria espacial e
baixa capacidade sinaptica. Estes estudos indicam que a proteina APP esta
criticamente relacionada com o desenvolvimento do cérebro, mas ndo se tem
informacdo do papel especifico que esta desempenha. Sua digestdo por meio de
enzimas proteoliticas (B e y-secretases) da origem ao peptideo AB. A clivagem ocorre
extracelularmente pela B-secretase produzindo um fragmento extracelular solavel e
um fragmento na membrana celular denominado C99. Subsequentemente, a clivagem
do C99 pela y-secretase libera o fragmento intracelular da proteina APP e gera os
peptideos hidrofébicos ABso ou AB42, formados por uma cadeia de 40 ou 42
aminoacidos, respectivamente. Em contraste, uma clivagem inicial do APP pela a-

secretase, previne a formacgao do AR (Figura 1, Zinser, Hartmann e Grimm, 2007)
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Figura 1. Mecanismo de formagao do A a partir das clivagens sequenciais da Proteina Precursora
Amiloide (APP) - Cascata [3-amiloide
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Ao serem liberados no meio extracelular nas suas formas
monoméricas soluveis, os peptideos ABs ou APs2, apresentam uma estrutura
conformacionalmente aleat6ria e indcua. Fatores como, a interacdo com membranas
lipidicas ou com certos metais, parecem ser capazes de induzir uma dobra na
sequéncia primaria tornando-os suscetiveis a agregacao (Banerjee, 2014), podendo
ter dois destinos: (A) Sofrer um processo sequencial de agregacdo denominado
fibrilacdo, onde se formam espécies oligoméricas sollveis, que se agregam formando
protofibrilas precursoras das fibrilas insollveis que, a sua vez, se depositam formando
placas senis; (B) alternativamente, os peptideos AR monoméricos podem formar
oligbmeros que nao evoluem para fibrilas (Figura 2) (Pimplikar, 2009; Selkoe, 1999).

As espécies oligoméricas, mesmo na auséncia de placas senis,
também mostraram afetar as fun¢des cognitivas intervindo na plasticidade sinaptica,
um dos mecanismos celulares de aprendizagem e memoria (Viola et al, 2008; Lacor
et al., 2007; Oddo et al., 2006).
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Figura 2. Agregacgao do AB A) Processo de Fibrilagdo B) Processo de Oligomerizagéo

1.2 VIAS TERAPEUTICAS CONTRA O MAL DE ALZHEIMER

Intervencbes que modificam a atividade de uma das trés enzimas
proteoliticas que processam a proteina APP, tém sido desenvolvidas como
alternativas terapéuticas que inibem a liberacéo dos peptideos AB, de modo a prevenir
a formacdo de placas senis e/ou outras espécies oligoméricas (Salomone et al., 2012).

Porém, uma reducdo dos niveis de B ou y-secretase, ou uma
regulagédo da a-secretase podem conduzir a efeitos colaterais (Salomone et al., 2012),
entre estes, reducdo de peso cerebral, déficit cognitivo, reducdo a longo prazo da
densidade de marcadores sinapticos (Dawson et al., 1999; Magara et al., 1999; Muller
et al., 1994; Koch, von et al., 1997; Zheng et al.,, 1995). Com base nisto, outros
métodos promissores para combater o mal de Alzheimer incluem o emprego de
compostos que previnem a liberacdo de peptideo AR dentro do sistema nervoso
central ou que sejam capazes de inibir a agregacéo do peptideo AB (Salomone et al.,
2012).
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1.2.1 Prevencao da Agregacao do AB

Apesar dos incentivos e investimentos em pesquisas, até o momento,
nao ha nenhum medicamento disponivel, ou sob avaliacdo, que seja capaz de curar
o mal de Alzheimer. Os tratamentos existentes apenas diminuem o0s seus sintomas.
Atualmente, ha 5 farmacos disponiveis no mercado para este propésito: doneprezil
(Aricept; Pfizer), rivastigmina (Exelon; Novartix), galantamina (Razadyne;
Johnson&Johson), tacrina (Cognex; First Horizon Pharmaceuticals) e memantina
(Heimer; Anvisa), que séo inibidores de acetilcolinesterases (Figura 3). Estas drogas
geram bons resultados no tratamento de sintomas, principalmente por curtos periodos
de tempo, sem participar no mecanismo patogénico da doenca (Mangialasche et al.,
2010; Melnikova, 2007).

)

Galantamina Doneprezil Rivastigmina
NH, H2N
X
~
N
Tacrina Memantina

Figura 3. Drogas aprovadas para o tratamento sintomético do Mal de Alzheimer

Possivelmente, uma das linhas de pesquisa mais promissoras é
orientada na prevencao da agregacao de AR em oligbmeros solluveis de alto peso
molecular, ou protofibrilas. Muitas destas drogas sdo pequenas moléculas, incluindo
0, 0 galato de epigalocatequina,o acido ferulico, o estirilbenzeno, o resveratrol, a
curcumina (1) e o scyllo-inositol (2) (Figura 4), dentre outros, como anti-inflamatorios

nao esteroidais e canabinodides (Lee et al., 2012).
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Curcumina 1 Scyllo-inositol 2 Resveratrol

Figura 4. Estrutura quimica de alguns compostos comprovadamente capazes de inibir a agregacao
do peptideo AR

1.2.2 Atividade Inibitéria da Agregacao da Curcumina e do Scyllo-Inositol

A curcumina (1, Figura 4) é um componente abundante em
condimentos bastante consumidos na Asia, obtido de Curcuma longa. Diferentes
estudos demonstraram diversas propriedades medicinais da curcumina, trata-se de
um potencial agente anti-inflamatério (Brouet e Ohshima, 1995), antioxidante
(Sharma, 1976) e neuroprotetor (Wang et al., 2005; Agrawal et al., 2010). Por outro
lado, estudos in vitro demostram que a curcumina, além de promover desagregacao
das placas e de fibrilas amiloides, interage diretamente com oligbmeros de AR de
baixo peso molecular, retardando sua agregacdo e prevenindo a formacao de
oligdmeros de alto peso molecular (protofibrilas solaveis) e fibrilas (insolaveis) (Ono et
al., 2004). Do mesmo modo, estudos in vivo feitos com roedores previamente
inoculados com quantidades representativas de placas AB no cérebro, mostraram que
a curcumina, administrada por via intravenosa, atravessa facilmente a barreira
hematoencefélica, apresentando capacidade de reduzir novas acumulagbes do
peptideo AB assim como placas previamente depositadas (Yang et al., 2005; Garcia-
Alloza et al., 2007).



18

Entretanto, varios fatores dificultam a aplicacdo terapéutica da
curcumina como agente anti-Alzheimer, especialmente sua baixa biodisponibilidade,
baixa estabilidade e baixa solubilidade em agua (Shi et al., 2007).

Por outro lado, o scyllo-inositol (2, Figura 4) é um cicloexano hexol de
ocorréncia natural, que se encontra em fase Il de triagem clinica contra mal de
Alzheimer (Creed e Milgram, 2010; Yiannopoulou e Papageorgiou, 2013; Tanaka,
Takenaka e Yoshida, 2015).

Resultados de testes in vitro mostram que o scyllo-inositol incubado
com culturas de neurénios humanos interage com oligdmeros de AR de baixo peso
molecular, formando um complexo que impede a evolucdo da agregacédo do peptideo
AB em placas senis. Em estudos in vivo com roedores, doses de scyllo-inositol
administradas oralmente diminuiram a quantidade de placas, e levaram a um
expressivo aumento de espécies monomeéricas (133%), havendo melhora das funcdes
cognitivas (Townsend et al., 2006; McLaurin et al., 2006). Estes efeitos terapéuticos
foram observados tanto em ratos que comecaram a desenvolver a doenca, como
naqueles que encontravam-se em um estagio avancado, sugerindo que o scyllo-
inositol penetra facilmente na barreira hematoencefélica e atua prevenindo a formacao
de placas e interagindo com as fibras pré-formadas (Nitz et al., 2008; McLaurin, 2000).

Existem 12 inositois esteroisoméricos explorados por sua habilidade
em inibir a formacao de fibras do peptideo AB, e dentre eles, o scyllo-inositol se
manteve como 0 composto mais potente (Sun et al., 2008). No entanto, sua atividade
inibitéria da agregacao do peptideo AR em pacientes, mostrou-se moderada e altas
doses resultaram em importantes de efeitos colaterais (Tanaka, Takenaka e Yoshida,
2015).

1.3 DESENVOLVIMENTO DE ESTRUTURAS HIBRIDAS CURCUMINA-INOSITOL
COMO INIBIDORES DA AGREGACAQ DO PEPTIDEO AR

O desenvolvimento de estruturas hibridas covalentes compostas por
fragmentos estruturais de duas ou mais diferentes substancias bioativas é uma
abordagem ja& consagrada em quimica medicinal, que visa a obtencdo de novas
drogas com possivel efeito sinérgico. Desta forma, considerando a biodisponibilidade

e a potente atividade antiamiloidogénica da curcumina assim como a alta solubilidade
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em &gua do scyllo-inositol, composto que também exibe indices de inibicdo da
agregacédo do peptideo AR, o desenvolvimento de hibridos curcumina/scyllo-inositol
parece ser uma interessante linha de estudos que se mantém inexplorada.
Metodologias para a obtengéo do scyllo-inositol foram desenvolvidas
(Chung et al., 1999), descreveram a preparacao do scyllo-inositol e de derivados,
partindo do seu diastereoisdmero, comercialmente mais acessivel, o myo-inositol (4),
fazendo uso de reacdo de Mitsunobu envolvendo o &cido benzoico como nucledfilo

(Esquema 1).

OBz
- OBn
_d_
“'OBn
OR OBn
5R=H
4 6 R= Bn < b ! 8a

a. (i) DMP, p-TSA, DMSO; (ii) EtOH/Et20 (1/5); (iii) TEA; b. NaH, BnBr; DMF. c. 80% AcOHaq.
d. PPhs, DEAD, BzOH

Esquema 1. Sintese de derivados do scyllo-inositol descrito por Chung et al., 1999.

Por outro lado, investigacfes prévias (Shih et al, 2013) mostraram
uma metodologia de alquilagdo da curcumina, com seus grupos fendlicos previamente
protegidos, no carbono a a ambas carbonilas, a partir de um brometo de alquila, como

mostrado no Esquema 2.

O OH
OO
THPO *

(0]
/\OJK/BV'

Esquema 2. Alquilacdo da curcumina por Shih et al. (2013)

Assim, baseados nos estudos supracitados, uma estratégia sintética

promissora para a obtencéo do hibrido 3, consiste na reacdo de acoplamento entre a
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curcumina (1) e o éster do scyllo-inositol 9, que por sua vez, poderia ser obtido a partir
do derivado tetrabenzilado 8b. Subsequentemente, 8b resultaria de uma reacéao de
Mitsunobu entre o acido cloroacético e o diol 7, conduzindo a inverséo de configuracéo
do centro estereogénico em Cz. Esta etapa crucial desta proposta de sintese, é
sustentada por um estudo prévio relatado por Saiah, Bessodes e Antonakis (1992),
onde o acido cloroacético foi usado como nucledfilo em reagbes de Mitsunobu com
alcoois estericamente impedidos.

Como foi mencionado acima, 7 € produto de uma série de reacdes de
protecdo de grupos funcionais, sofridas pelo seu precursor o myo-inositol (4), descrito
por Chung et al. (1999) (Esquema 3).

OH OBn ~ 0]
Reacdo de OBn
HO “OH HO ~OBn  Mitsunobu
HO” " YOH ~— HO” 7 ~0Bn /;
OH OBn
myo-inositol (4) 7

Esquema 3. Analise retrossintética da sintese do hibrido curcumina/inositol 3
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de um inibidor da agregacao do peptideo B-amiloide

com potencial para a terapia contra o mal de Alzheimer.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtencdo de um novo derivado do scyllo-inositol em uma rota de

sintese de cinco etapas a partir do myo-inositol para ser empregado em uma reacéo

de C-alquilagdoda curcumina.

Sintese de um hibrido curcumina/scyllo-inositol a partir de uma reagao

de alquilacdo do nucleo curcuminico com um derivado ester do scyllo-inositol.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 METODOS CROMATOGRAFICOS

As reacOes foram monitoradas por cromatografia de adsor¢cdo em
camada delgada (CCD, Alugram®, silica gel 60 mesh), reveladas em luz UV (254 nm,
366 nm), solucdo de vanilina sulftrica, solu¢cdo de permanganato de potassio ou
solucéo de acido fosfomolibdico.

Os procedimentos de purificacdo por cromatografia de adsorcdo em
coluna (CC) foram realizados usando-se silica gel 70-230 mesh (60A) ou 230-400

mesh (silica flash) (Merck®) como fase estacionaria.

3.2 METODOS DE CARACTERIZACAO

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
de 'H, 400,13 MHz), de carbono 13 (RMN de 13C, 100,61 MHz) e os mapas de
correlagdo homo- e heteronucleares (COSY, HSQC e HMBC) foram adquiridos em
um espectrometro Bruker Advance Il operando com uma sonda multinuclear de 5 mm
(BBI) a 298 K, do Laboratério de Multiusuarios de Espectroscopia (LabSpec) da
Universidade Estadual de Londrina. Cada espectro de RMN foi calibrado em relagéo
a picos do TMS (&H, 0,00) ou CDCls (dH, 7,26; 8C, 77,36). A multiplicidade dos sinais
de 'H RMN foram denotadas como simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q),
quinteto (qui), sexteto (sex), septeto (sep), duplo dupleto (dd) e multipleto (m),
enguanto que as respectivas constantes de acoplamento (J) foram expressadas em
hertz (Hz).

3.3 GENERALIDADES DE REAGENTES E SOLVENTES

Os solventes foram previamente purificados e secos, quando
necessario, seguindo métodos de purificacdo descritos por Armarego e Chai (2003).
Todas as reacOes exceto, de hidrolise e de desbenzilagdo, foram conduzidas sob
atmosfera inerte de nitrogénio (N2) ou de argdnio (Ar). Reagentes foram adquiridos da

Sigma Aldrich e usados como recebidos.
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3.4 PROCEDIMENTOS SINTETICOS

3.4.1 Obtencéo do DL-1,2-O-isopropilideno-myo-inositol (5)

A uma solugdo do myo-inositol (1,0 g; 5,6 mmol) em dimetilsulfoxido
seco (3,2 mL) adicionou-se acido p-toluenossulfénico (0,01 g; 6 pmol) e 2,2-
dimetoxipropano (1,6 mL; 13,0 mmol). A mistura permaneceu sob agitacado constante
por 30 min. a 90 °C. Em seguida, resfriou-se a mistura reacional a 20 °C e adicionou-
se EtOH (4 mL) e Et2O (20 mL). Apos agitagdo constante por duas horas nesta
temperatura, adicionou-se EtsN (0,2 mL) a suspensdo. A agitagdo magnética foi
mantida por quatro horas adicionais a temperatura de 20 °C. ApGs ser deixada por 12
horas a temperatura ambiente sob agitacao, a suspensao foi filtrada a vacuo, sendo o
sélido recolhido, lavado com MeOH/Hexano 1:5. O residuo resultante foi recristalizado
de EtOH (50 mL) fornecendo 5 como um sélido branco (715,1 mg; 58%). Esta
metodologia foi descrita por Chung et al. (1999).
RMN de 'H (400 MHz, D20) & (ppm): 4,49 (1H; t; J 4,6; H-2), 4,07 (1H; dd; J 4,6; J 7,8;
H-1), 3,86 (1H; dd; J 4,6 J 9,8; H-3), 3,63 (1H; t; J 9,8; H-4), 3,59 (1H; dd; J 7,8, J 10,2;
H-6), 3,27 (1H; dd; J 10,2; J 9,8; H-5), 1,54 (3H; s; CH3), 1,40 (3H; s; CH3).

3.4.2 Obtencéo do oL-O-1,4,5,6-tetra-O-benzil-2,3-isopropilideno-myo-inositol (6)
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Em um baléo de fundo redondo adicionou-se o composto 5 (0,40 g;
1,80 mmol) e NaH (0,69 g; 28,93 mmol) em DMF seca (20 mL). A suspensao foi
colocada em banho de gelo e, entédo, adicionou-se BnBr (2,18 mL; 18,34 mmol) sob
agitacdo constante. Apos 30 min, a mistura foi deixada a temperatura ambiente e
agitada durante 20 h. A mistura foi diluida com AcOEt (10 mL) e sequencialmente
lavada com &gua e com solucdo saturada de NaCl. A fase organica foi seca com
sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. O residuo obtido
foi purificado por cromatografia em coluna (hexano/AcOEt 1:10), fornecendo o
composto 6 (901,7 mg; 97 %) como um 6leo amarelo. Esta metodologia foi descrita
por Chung et al. (1999).
RMN de *H (400 MHz, CDCIs) & (ppm): 7,41- 7,23 (20H; m; H-Ar), 4,80-4,40 (8H; m;
H-Bn), 4,27 (1H; dd: J 3,9 J 5,7; H-2), 4,11 (1H; dd; J 6,8 J 5,7; H-1), 3,94 (1H: t; J 8,7,
H-4), 3,79 (1H; dd; J 6,8 J 9,4; H-6), 3,70 (1H; dd; J 3,9 J 8,7; H-3), 3,42 (1H; dd; J 9,4
J 8,7; H-5), 1,51 (3H; s; CH3s), 1,36 (3H; s; CH3).

3.4.3 Obtencéo do oL-1,4,5,6-tetra-O-benzil-myo-inositol (7)

Em um baldo de fundo redondo, uma solug¢éo do composto 6 (3,8 g;
6,5 mmol) em (65,1 mL) de acido cloroacético (80% m/v) foi agitada durante 4 h a 100
°C. O solvente foi removido sob pressdo reduzida. O residuo solido obtido foi
recristalizado (hexano/AcOEt 2:1), fornecendo o produto 7 (2,76 g; 79%) como um
solido branco. Esta metodologia foi descrita por Chung et al. (1999).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,36- 7,26 (20H; m; H-Ar), 4,83 (8H; m; H-Bn),
4,20 (1H; t; J 2,8; H-2), 3,97 (1H; t; J 9,5; H-4), 3,84 (1H; t; J 9,5; H-6), 3,51-3,43 (3H;
m, H-1; H-3; H-5), 2,54 (1H; s; OH), 2,46 (1H; s; OH).
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3.4.4 Obtencéo do bL-1-O-(2-cloroacetil)-2,3,4,5-tetra-O-benzil-scyllo-inositol (8b)

A uma solucéo de 7 (400 mg, 0,74 mmol) em tolueno seco (16 mL) foi
adicionado trifenilfosfina (388 mg, 1,48 mmol) e &cido cloroacético (140 mg, 1,48
mmol). Logo ap0ds, foi adicionado gota a gota, durante 10 minutos, azodicarboxilato
de diisopropila (DIAD, 300 mg, 1,476 mmol). A mistura reacional foi aquecida até 85
°C e mantida sob agitacdo durante uma hora. Apos o termino da reacdo, a mistura foi
concentrada sob presséao reduzida e o residuo obtido foi purificado por cromatografia
de coluna flash (MeOH/diclorometano 1%), fornecendo o composto 8b (235 g, 52%)
como um solido branco.
RMN de 'H (400 MHz, CDCIz) & (ppm): 7,32- 7,23 (20H; m; Ar), 5,06 (1H; t; J 9,5; H-
2), 4,96- 4,83 (6H; m; H-Bn), 4,73 (1H; d; J 11,3; H-Bn), 4,64 (1H; d; J 11,3; H-Bn),
3,90 (1H; d; J 14,8; H-7), 3,76 (1H; d; J 14,8; H-7), 3,66 (1H; t; J 9,5), 3,60- 3,54 (3H;
m), 3,45 (1H; t; J 9,5), 2,35 (1H; s; OH), RMN de '3C (400 MHz, CDCIs) d: 167,11
(C=0); 138,45-128,12 (C-Ar); 83,34; 82,88; 82,55; 80,69 (H-inositol); 76,37-75,94 (C-
Bn); 76,05 (C-2); 72,37 (C-Inositol); 41,01 (C-7).

3.4.5 Obtencéo do pL-1-O-(2-cloroacetil)-scyllo-inositol (9)

o

HOL _~_ LOH
HO" !g “'OH

OH
9
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Uma solucéo de NaBrOs (0,220 g, 1,461 mmol) em agua (1,4 mL) foi

adicionada, sob agitacdo, a uma solugcédo do composto 8b (0,1 g; 0,162 mmol) em
AcOEt (2,5 mL). Em seguida, uma solucdo de Na2S204 (grau de pureza 84%, 0,260
g, 1,296 mmol) em agua (3,6 mL) foi adicionada lentamente, durante
aproximadamente dez minutos. A reacdo foi mantida sob agitagdo magnética, a
temperatura ambiente, por 17 horas. Foram adicionados 5,2 mL de solugdo de
Na2S203 10% m/v. O solvente foi removido por destilacdo sob pressédo reduzida. O
residuo obtido foi submetido a CC (H20/CHsCN 1:9), para retirar-se a maior parte de
produtos inorganicos. Posteriormente, o produto obtido da coluna foi lavado com
varias fracdes de AcOEt. Apds isso, a fase aquosa foi liofilizada. Uma purificagdo por
CLAE (cromatografia de alta eficiéncia por exclusdo de tamanho, Shodex®, GS-310P,
agua) forneceu o composto 9 (19 mg, 46,4 %) em um tempo de retencdo entre 38 e
40 minutos, correspondente ao terceiro pico de absor¢ao no cromatograma, COmo um
sélido branco.
RMN de *H (400 MHz, D20) & (rpm): 4,95 (1H; t; J 9,7; H-2), 4,09 (2H; s; H-7), 3,65
(2H; t; J 9,4; H-1; H-3), 3,53-3,46 (3H; m; H-4; H-5; H-6), RMN de 13C (400 MHz,
D20) &: 170,96 (C=0); 77,24 (C-2); 73,42 (C-5); 73,15 (C-6; C-4); 71,46 (C-3, C-1);
36,60 (C-7).

3.4.6 Obtencéo do (1E, 6E) -1,7-bis-[3-metoxi-4-(O-terc-butildimetilsilil)fenil]-hepta-
1,6-dieno-3,5-diona (10a)

Imidazol (0,33 g, 4,88 mmol) e cloreto de terc-butildimetilsilano
(TBDMSCI; 0,46 g; 3,05 mmol) foram adicionados a uma solugdo de curcumina (1;

0,45 g; 1,22 mmol) em DMF seca (21,9 mL). A mistura de reacédo foi agitada a
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temperatura ambiente por 1,5 horas. Apds o término da reacdo, a mistura reacional
foi diluida com Et20 e lavada com uma solucdo saturada de NH4Cl. A fase organica
foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O
residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna (silica flash, hexano/AcOEt
3:7), fornecendo o composto 10a (177 mg, 39,8 %) como um sdlido vermelho.

RMN de *H (400 MHz, CDCIs) & (ppm): 7,59 (2H; d; J 15,69; H-4), 7,06 (4H; m; H-Ar),
6,86 (2H; d; J 7,66; H-Ar), 6,49 (2H; d; J 15,69; H-3), 5,81 (1H; s; H-1), 3,85 (6H; s; H-
11), 1,00 (18H; s; H-13), 0,18 (12H; s; H-12),

3.4.7 Obtencéo do 2-cloroacetato de isopropila 11

A uma solucéo de acido cloroacético (2,0 g; 21,16 mmol) em alcool
isopropilico (92,3 mL; 1214 mmol) foi adicionado gota a gota cloreto de tionila (1,88
mL; 26,02 mmol). A mistura foi mantida sob agitacéo e refluxo durante 4 horas. Apés
este periodo, a mistura foi concentrada sob presséo reduzida até aproximadamente
15 g do peso bruto, dissolvida em agua e extraida com éter etilico. A fase organica foi
lavada com solucéao saturada de NaCl, secado com Na2S0Oa4 e entdo, o solvente foi
evaporado a vacuo para fornecer o composto 11 (281,8 mg; 10%) como um liquido
translucido.
RMN de *H (400 MHz, CDCI3) 8 (ppm): 5,09 (1H; sep; H-3), 4,04 (2H; s; H-2), 1,29
(6H; d; H-4).
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3.4.8 Obtencéo dos compostos (1E, 6E) -1-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -7-[3-metoxi-4-
(2-etanoato de isopropil)fenil] hepta-1,6-dieno-3,5-diona (12) e o (1E, 6E)-1,7-bis-[3-
metoxi-4-(2-etanoato de isopropil)fenil]-hepta-1,6-dieno-3,5-diona (13)

Em um baléo fundo redondo e sob atmosfera de argdnio, 0 composto
10 (0,11 g; 0,20 mmol) foi solubilizado em DMF seco (0,40 mL). Consecutivamente,
foram adicionados carbonato de potassio (0,03 g, 0,23 mmol) e o éster 11 (0,03 g,
0,21 mmol). Depois, o sistema foi agitado a temperatura ambiente durante 1 hora. A
mistura de reacgdo foi diluida com Et20 e lavado com solugéo saturada de NaCl. A fase
organica foi separada, seca com Na-SO4 anidrido, filtrada e concentrada a pressao
reduzida. Uma coluna cromatografica flash, usando como fase mével hexano/AcOEt
(1:1), forneceu o produto 12 (8,6 mg, 9,0 %) e o produto 13 (6,1 mg; 6,4 %) ambos
como solidos alaranjados.
Curcumina mono-alquilada (12) RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) & (ppm): 7,60 (2H;
dd; J 15,75 J 15,70; H-4; H-4’), 7,13- 7,04 (4H; m; H-10’; H-9’; H-6; H-6’), 6,90 (1H; d;
J 8,17; H-10), 6,80 (1H; d; J 8,80; H-9), 6,50 (2H; dd; J 15,75 J 15,70; H-3; H-3’), 5,80
(1H; s; H-1), 5,13 (1H; sep; J 6,31; H-14), 4,69 (2H; s; H-12), 3,93 (6H; s; s; H-11; H-
11’), 1,27 (6H; d; J 6,31; H-15), RMN de 3C (400 MHz, CDCIs) &: 183,7, 182,7 (C-
2=0, C-2’=0); 168,1 (C-13=0); 149,7, 149,1, 147,9, 146,8 (C-7, C-7’, C-8, C-8’); 140,7,
140,0 (C-4, C-4’); 129,4, 127,6 (C-5, C-5'); 122,6, 122,6 (C-3, C-3’); 122,0, 121,7 (C-9
e C-9); 14,9, 113,6 (C-6, C-6’); 110,7, 109,7 (C-10, C-10’); 101,3 (C-1); 69,4 (C-14);
66,3 (C-12); 56,0, 55,9 (C-11, C-11’); 21,7 (C-15).
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Curcumina di-alquilada (13) RMN de 'H (400 MHz, CDCIz) & (ppm): 7,60 (2H; dd; J
15,86 J 15,79; H-4), 7,14- 7,01 (4H; m; H-10; H-9), 6,79 (2H; d; J 8,79; H-6), 6,51 (2H;
d; J 15,86 J 15,79; H-3), 5,82 (1H; s; H-1), 5,13 (2H; sep; J 6,20; H-14), 4,69 (4H; d; J
4,54; H-12), 3,94 (6H; s; H-11), 1,27 (12H; d; J 6,20; H-15), RMN de 13C (400 MHz,
CDCIg) 6: 183,2 (C-2=0); 168,1 (C-13=0); 149,7 (C-7); 149,2 (C-8); 140,2 (C-4); 129,4
(C-5); 122,6 (C-3); 122,1 (C-9); 113,6 (C-6); 110,7 (C-10); 101,4 (C-1); 69,3 (C-14);
66,3 (C-12); 56,0 (C-11); 21,8 (C-15).

3.4.9 Obtencéo do (1E, 6E) -1,7-bis-[3-metoxi-4-(tetrahidropirano)fenil]-hepta-1,6-
dieno-3,5-diona (14)

Pesou-se, em um baldo de duas bocas e sob atmosfera inerte,
curcumina (1; 0,50 g; 1,36 mmol) e, a0 mesmo, adicionou-se diidropirano (2,75 mL,
30,13 mmol). A mistura foi dissolvida com uma solucdo de p-toluenossulfonato de
piridina (PPTS; 0,03 g; 0,14 mmol) em diclorometano seco (12,4 mL). A reacéo foi
deixada sob agitacdo durante 4 dias. Apds este periodo, a mistura de reacao foi diluida
com diclorometano e lavada com solugéo saturada de NaCl. A fase orgéanica foi
separada, seca com MgSO4 anhidro e concentrada a pressao reduzida. O produto
obtido foi submetido a uma purificacdo por cromatografia de coluna, com fase movél
AcOEt/hexano (3:7), que forneceu o produto 14 (457 mg; 63 %) como um solido
alaranjado.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) d (ppm): 7,58 (2H; d; J 15,80; H-4), 7,15- 7,05 (6H; m;
H-10; H-9; H-6), 6,49 (2H; d; J 15,80; H-3), 5,81 (1H; s; H-1), 5,45 (2H; t; J 3,09; H-
12), 3,89 (6H; s; H-11), 2,01- 1,49 (16H; m; H-13; H-14; H-15; H-16), RMN de 13C
(400 MHz, CDClIs) 6: 183,4 (C=0); 150,38 e 148,50 (C-7 e C-8); 140,57 (CH); 129,43
(C-5); 122,54 (CH); 122,38 (CH); 117,16 (CH); 111,32 (CH); 101,4 (C-1); 97,34 (CH);
62,33 (C-13); 56,29 (CH); 30,34 (CH2); 25,28 (CH2); 18,84 (CH2).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Visando o acoplamento do inositol com a curcumina para a obtencéo
do hibrido de interesse (3), este trabalho dividiu-se em trés etapas (Esquema 4): a
sintese do derivado do scyllo-inositol 9, a protecdo de grupos fendlicos da curcumina
para inibir a O-alquilacdo; o estudo da C-alquilagdoda curcumina. Estas etapas estao

detalhadas nos itens a sequir.

10 R = TBDMS
14R = THP

3 11 R = TBDMS
15R = THP

a. Imidazol, TBDMSCI, DMF; b. PPTS, DHP,
CH,Cly; c. 9, K,CO3 DMF; d.desprotegéo das
hidroxilas fendlicas.

Esquema 4. Proposta de sintese do hibrido curcumina/inositol 3
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Desse modo, a proposta de sintese para obter o éster derivado do

scyllo-inositol (9) é feita em duas etapas de reacao partindo do diol 7 (Esquema 5).

a. PPhs, DIAD, acido cloroacétido, tolueno; b. NaBrOs, Na2S204, H20, AcOEt

Esquema 5. Sintese do derivado do scyllo-inositol 9

4.1 SINTESE DO ESTER DO SCYLLO-INOSITOL 9

4.1.1 Protecao Regioseletiva do myo-inositol (4). Sintese do bt-1,2-0-isopropilideno-

myo-inositol (5).

As hidroxilas cis nas posicbes Ci1 e C2 do myo-inositol foram
regioseletivamente protegidas usando 2,2-dimetoxipropano em presenca de acido p-
toluenosulfonico como catalisador conforme metodologia descrita por Chung
(1999)(Chung et al., 1999). Utilizando estas condi¢cdes obteve-se o acetal (+/-)-5 em

58 % de rendimento apds purificacao por recristalizacdo (Esquema 6).

OH 2,2-dimetoxipropano, ""/LO
HO OH  Acido p-toluenosulfénico, O OH ﬁLO OH
DMSO — OMOH
HO™ “'OH 90 °C; 30 min. HO 'OH Ng TOH
. 58 % o
4 (+/-)-5

Esquema 6. Sintese do DL-1,2-O-isopropilideno-myo-inositol (5)
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A protecdo do myo-inositol 4 € regiosseletiva, uma vez que o
acetonideo (5) é gerado a partir de um estado intermediario de menor energia

constituido por um ciclo de 5 membros em posicéo cis.

A estrutura de 5 foi confirmada, a partir do espectro de RMN de *H
(Anexo 1), pela presenca de dois simpletos (& 1,54 e & 1,40) integrando para 3
hidrogénios cada um, correspondentes as metilas do grupo isopropilideno. A
regioseletividade cis foi verificada pela constante de acoplamento 3JHuH2 caracteristica
de uma estereoquimica axial-equatorial. Estes e todos os demais sinais de RMN de
'H do produto obtido estdo consistentes com os dados descritos na literatura para o

composto 5.

4.1.2 Sintese do b.-O- 1,4,5,6-tetra-O-benzil-2,3-isopropilideno-myo-inositol (6)

As hidroxilas do acetal 5, foram protegidas utilizando brometo de
benzila na presenca de hidreto de sédio, resultando na formacéo do produto 6 em
excelentes rendimentos, apos purificacdo por cromatografia em coluna (Esquema 8).

BnBr, NaH
DME
0 °C, 30 min.
t.a, 20 h.
97 %

OBn
(+/-)-5 (+/-)-6

Esquema 7. Sintese do DL-O-1,4,5,6-tetra-O-benzil-2,3-isopropilideno-myo-inositol (6)

A presenca de um multipleto integrando para 20 hidrogénios na regido
entre 5 7,41 e & 7,23 do espectro de RMN de 'H, assim como, 8 hidrogénios em
formato de multipleto no intervalo (6 4,80 — 4,4), correspondente aos hidrogénios
aromaticos e benzilicos respectivamente, confirmaram a formacao de 6. Comparacéo
dos dados espectroscépicos obtidos com os da literatura permitiu a caracterizacéo

inequivoca de 6.
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4.1.3 Sintese do bL- 1,4,5,6-tetra-O-benzil-myo-inositol (7)

O diol 7 foi obtido, apés purificacdo por recristalizacdo, em bons

rendimentos utilizando acido acetico (Esquema 8).

AcOH OBn
100 °C; 4 h.
79 % 0B
OBn OBn

(+1-)-6 (+/-)-7

Esquema 8. Sintese do bDL-1,4,5,6-tetra-O-benzil-myo-inositol (7)

A estrutura de 7 foi confirmada por comparagdo dos seus sinais de
RMN de 'H com os valores relatados na literatura (Chung et al., 1999), onde
destacam-se a presenca de dois simpletos em 6 2,54 e & 2,46 ppm caracteristicos de

grupos OH e a auséncia de sinais de metilas.

4.1.4 Sintese do pbL- 1-O-(2-cloroacetil) -2,3,4,5-tetra-O-benzil-scyllo-inositol (8b)

Os resultados obtidos por Chung et al. (1999) para a obtencdo do
derivado anélogo 8a (Esquema 1) através da reacdo de Mitsunobu e os estudos feitos
por Saiah, Bessodes e Antonakis (1992) sobre o uso de acido cloroacético como
nucleofilo em reagbes de Mitsunobu foram utilizados para o estabelecimento da

estratégia para a sintese do éster 8b a partir do diol vicinal 7 (Esquema 9).

o)
OBN PPhs, CICH,COOH, Q)K{ cl
DIAD, HOL_~_,OBn
) 85°C; 1 h.
‘'OBn 52 % y .
OBn BnO' ‘OBn
OBn
(+-)-7 (+/-)-8b

Esquema 9. Reacéo de Mitsunobu para obtencéo do éster 8b
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A reacao de Mitsunobu envolve a inversdo de configuracdo do centro
carbindlico hidroxilado estericamente disponivel do diol 7, a partir de uma reacéo de
subtituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2). Em termos gerais, inicialmente, o
azocomposto (diisopropilazodicarboxilato, DIAD) € atacado pelo par de elétrons livres
da trifenilfosfina para gerar a betaina intermediaria, que por sua vez, deprotona o acido
carboxilico para formar o par iébnico correspondente. Consequentemente, um par de
elétrons do oxigénio do alcool 7 ataca o fosfénio-DIAD-H, promovendo a saida do
azocomposto diprotonado e gerando um novo fosfénio que sofre o ataque do ion
carboxilato, formando o produto de interesse (éster) e 6xido de trifenilfosfina como

produto lateral de reacao (Esquema 10).

0
)\ N Y PPh, )\ )L NN \r CICH,CO,H A )J\ N

+PPh; 0
DIAD 3 + PPh3

betaina CICH,CO,

OY

)\ )J\ N j/ Ph3P+\O o
OBn OBn Cl
: B
Howosn +Pph3o . HOMOBn _CIeRC0r \//(o o
OBn OBn HowOBn

BnO . - DIAD-H, BnO - PhsPO BnO

Esquema 10. Mecanismo da rea¢do de Mitsunobu usando DIAD e o diol 7 como reagentes

A substituicdo nucleofilica com inversdo de configuracdo ocorre
de maneira seletiva no carbono cujo substituinte esta em posicao axial (C2),
supostamente porque o ataque nucleofilico por parte do carboxilato pode ocorrer livre
de impedimentos estéricos. Em contraste, o atague ao carbono cujo substituinte esta
em posicdo equatorial (em Ci, na conformacdo mais estavel) é impedido

estericamente pelos hidrogénios em posic¢ao axial (Figura 5).

Figura 5. Seletividade da reac&o de Mitsunobu: ataque nucleofilico desfavoravel em C1
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Os estudos de Saiah descrevem o uso de &cido cloroacético em
substratos impedidos estericamente, isto é explicado pelo fato de quanto menor o pKa
do acido, maior capacidade tem a betaina em desprotond-lo e assim diminuir a
probabilidade de ocorréncia de uma reacdo de ciclizacdo competitiva lateral
intramolecular da betaina. Desse modo, a baixa reatividade do alcool por questdes
estericas nao comprometem em sua totalidade o curso da reacao (Esquema 13).

Por outro lado, a escolha do azocomposto é também crucial para o
sucesso da reacdo. O uso de compostos como dietilazodicarboxilato (DEAD) ou
diisopropilazodicarboxilato (DIAD) geram como produtos laterais DEAD-Hz e DIAD-Hz,
respectivamente. Entretanto, ambas as espécies dificultam a purificacdo do éster de
interesse da mistura reacional. Baseado nisto, recentemente, tém sido relatados
novos azocompostos em busca de facilitar o tratamento da mistura reacional, incluindo
a azodicarbonildimorfolida (ADDM), conhecida pela alta polaridade. Desse modo,
ADDM remanescente e ADDM-H2 podem ser convenientemente removidos da mistura
reacional por simples extracdo aquosa. No entanto a reatividade da ADDM € menor,
isto implica menor capacidade de desprotonacdo do acido o que resulta novamente

na aparicao da reacado de ciclizacdo competitiva (Esquema 11).

)J\ /N Ph3P+\N/N\7/R PhSP/N \ R

’\
RN 010 O% _>%O
R

+PPh30_

Esquema 11. Proposta de mecanismo geral de ciclizacdo competitiva da betaina

Em nossos estudos, o uso do DIAD de fato foi acompanhado por
sérias dificuldades de purificagdo cromatogréfica. Por outro lado, a substituicdo por
ADDM se mostrou inviavel uma vez que ndo houve consumo do diol 7. Tendo em
vista estas consideracdes , apos extensa experimentacdo com o emprego do DIAD, o
éster 8b pode ser obtido na sua forma pura usando cromatografia de coluna nas
condi¢Oes descritas detalhadamente na parte experimental (se¢céo 3.4.4).

A estrutura do produto obtido foi elucidada com o uso de RMN
unidimensional (1D) e bidimensional (2D). No espectro de RMN de 'H 1D, a presenga
do grupo cloroacetato foi confirmada pela existéncia de dois dupletos (& 3,90; J 14,8

e 0 3,76; J 14,8) correspondentes aos hidrogénios diastereotopicos Hq.
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Adicionalmente, o sinal de Hzfoi observado em & 5.06, valor consistente com o efeito
de desblindagem da carboxila. O valor de acoplamento entre H1 e Hz (3J 9,5 Hz e 3]
9,5 Hz) caracteristico de uma estereoquimica axial-axial confirmaram a inversdo do
centro estereogénico Cz. Os sinais dos hidrogénios, aromaticos, benzilicos, e
carbindlicos foram identificados nas regides entre 7,32-7,23; 4,96-4,64 e 3,66-3,45
ppm; respectivamente apresentando integragdes e multiplicidades consistentes com
a estrutura 8b. Entretanto, dentre os hidrogénios carbindlicos, so foi possivel atribuir
o sinal do hidrogénio (H2) a partir do valor da sua constante de acoplamento. No
espectro de RMN de 3C determinou-se inequivocamente o carbono metilénico C7 em
41,01 que apresentou fase negativa no respectivo espectro de DEPT 135. O carbono
C2 (76,05) foi atribuido através da observacad da sua correlacdo com o Hz no espectro
de HSQC.

4.1.5 Sintese do pL-1-O-(2-cloroacetil)-scyllo-inositol (9)

O intermediéario chave da rota de sintese, o éster protegido 8b, foi
submetido a reacBes de desprotecdo de grupos benzilas usando como catalisador
Pd/C em atmosfera de hidrogénio (H2). No entanto, os resultados ndo foram
satisfactorios. A reacdo em presencd de uma mistura H20/MeOH (1:10), apos
purificacdo por coluna, ndo evidenciou a formacéo de 9 ou a remanescencia do éster
de partida (8b). Por outro lado, uma tentativa de desprotecdo em condi¢bes de
hidrogenolise usando &cido acético, depois de ser purificado por cromatografia de
coluna, deu como resultado a total desprotecao e esterificacdo do éster 8b, formando
o scyllo-inositol 2.

Em vista dos resultados da desprotecdo em condigcbes de
hidrogenolise, como via alternativa, decidiu-se realizar uma desbezilacdo oxidativa,
conforme metodologia descrita por Niemietz et al. (2011), na presenca de bromato de
sédio e ditionito de sédio. 8b foi convertido no produto pentaidroxilado correspondente

(9, Esquema 12) em rendimentos moderados.
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(@] (0]
Q)J\?Cl NazBrO& Na28204' Q)J\?CI
HOL _~_ ,OBN ACOEUHO0, | hHo. ~_ _OBn

t.a.; 17 h.

y 5 46,4 % . 5
BnO' ‘OBn BnO' ‘OBn

OBn OBn

(+/-)-8b 9

Esquema 12. Desprotecao de grupos benzilas para obtengéo do éster 9

O bromato de sédio na presenca de um agente redutor, como o
ditionito de sédio, reduz-se para formar o acido hipobromoso, que por sua vez € o
agente oxidante que efetivamente promove a desbenzilagdo do composto 8b.

A reacdo de hidrogendlise foi realizada em meio hetereogéneo
(agua/acetato de etila). Assim, a medida em que o produto altamente polar 9 se forma
na interface ocorre a sua migracao para fase aquosa em que também se encontram
dissolvidos os reagentes e produtos laterais salinos. Desse modo, a separacao do
produto desejado (9) dos sais demandou intensos estudos de otimizacdo. A
purificacdo parcial do pentol 9 foi alcancada por meio da utilizacdo de uma coluna
cromatografica de silica-gel, eluida com solventes altamente polares, para remocéo
da maioria do sal, seguida de Cromatografia Liquida de Alta Resolugdo (CLAE)
utilizando uma coluna de exclusao por tamanho eluida com agua. O pentol recuperado
desse processo foi quantificado por RMN, adicionando-se 20 uL de dioxano em agua
(10 % v/v) como padrao interno. Obteve-se assim uma estimativa de 46,4% de
rendimento para esta etapa.

Finalmente, os espectros de RMN de *H (Anexo 8), onde néo foram
observados sinais de hidrogénios aromaticos ou benzilicos, confirmaram a estrutura
do composto desejado, 9. Um sinal em & 170,96 no espectro de RMN de 3C (Anexo
9), caracteristico de uma carbonila, e aliada a presenca dos sinais dos hidrogénios
metilénicos em &x 4,09 (s, 2H), corroboram a presenca do grupo cloro-acetila (Hv).
Assim, uma vez mais, se confirma a desprotecdo dos grupos benzilicos devido a
presenc¢a de um plano de simetria acompanhado da perda de quiralidade da molecula
(os hidrogénios H7 ndo sao diasterotopicos).

No espectro HMBC determinou-se o hidrogénio Hz assim como o0s
carbonos C3 e Ci através da sua correlacao (2J H2/C=0), (3J Cs/Hz2), (3J Ci/H2),
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respectivamente. Em seguida, o espectro HSQC permitiu atribuir os hidrogénios Hs e
Hi a partir da correlacdo (1J Hs/Cs) e (1J H1/Ci). Novamente, com a informacgéo
adquirida, o mapa de correlacio HMBC determinou C4, Cs e Cs através das
correlag6es (2J Ca/H3), (3J Cs/H1 ou 3J Cs/H3) e (2J Ce/H1), respectivamente.

4.2 PROTECAO DAS HIDROXILAS FENOLICAS DA CURCUMINA

Devido a sua acidez e reatividade caracteristica, as hidroxilas
fendlicas da curcumina foram protegidas previamente ao tratamento nas condicdes
basicas da alquilacdo. Para isto, tanto o grupo terc-butildimetilsilila (TBDMS) e

tetraidropirano (THP) foram avaliados conforme descrito os itens a seguir.

4.2.1 Sintese do (1E, 6E)-1,7-bis-[3-metoxi-4-(O-terc-butildimetilsilil)fenil]-hepta-1,6-
dieno-3,5-diona (10a)

O tratamento da curcumina 1 com cloreto de terc-butildimetilsilila na
presenca de imidazol permitiu a protecdo das hidroxilas fendlicas, que apés uma
coluna cromatografica flash, forneceu o composto di-sililado 10a em baixo rendimento
(39,8 %) (Esquema 13).

(@] O
o Imldazol - X = ~
- \ / _
DMF o) (@)
HO t.a; 1.5 h. e N
/SI\’< 10a >(SI\

Esquema 13. Prote¢&o de grupos fenilas para obtengéo de 10a

O papel do imidazol nesta reagéo consiste em tornar o atomo de silicio
ainda mais eletrofilico através da formacdo de um intermediario catiénico (Esquema
14), que por sua vez promove, por uma reacao de substituicdo, o ataque da hidroxila
livre, formando o produto sililado acompanhado pela liberacéo de HCI.
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Me Me _
A \
HN™ N MesCuSi-Cl . HN “N-Sivcpe. + Cl
\=/ \—3/M§ =/ Me
R R

Me
O\ /\ﬁ si -HCI
|- ICMe3 .o
\—/ Me .(.)TBDMS

Esquema 14. Mecanismo de sililacdo com imidazol

Os sinais de RMN de 'H, em valores de deslocamento baixos (5 1,00;
s, 18H e 6 0,18, s, 12H) pertencentes ao grupo dimetila e o terc-butila diretamente
ligado ao atomo de silicio, confirmaram a protecdo das duas hidroxilas fendlicas,
corroborando a estrutura do derivado sililado 10a.

Entretanto, foi determinado por RMN de 'H a mono protecéao,

formando o produto mono-sililado (10b) em um 38,9% de rendimento.
4.3 Investigacéo das condicdes reacionais para reacdo de alquilacéo

Na sequéncia, em virtude do valor sintético adquirido do éster 9,
investigamos a etapa de alquilagéo para um sistema modelo envolvendo o composto

10 e um éster secundario 2-cloroacetato de isopropila (11, item 3.4.7).
4.3.1 Sintese do 2-cloroacetato de isopropila 11

A preparacao do éster modelo 11, foi feita a partir de uma esterificagéo
usando cloreto de tionila. Apesar dos baixos rendimentos obtidos (10%), devido aos
baixos custos e disponibilidade dos reagentes envolvidos, a otimizagdo desta

transformacao nao se mostrou necessaria (Esquema 15).

0 (CH3),CHOH, o)
socl, )\
HOJ\/CI Refluxo, 4 h. O)K/CI

11

Esquema 15. Esterificacdo do acido cloroacético para formacéo do éster modelo 11
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O éster 11 foi caracterizado pela analise espectroscopica de RMN de
H, cujos dados se mostraram idénticos aos da literatura. Notadamente, observou-se
um septeto e um dupleto em & 5,09 e d 1,29 respectivamente, correspondentes aos

hidrogénios do grupo isopropila.
4.3.2 Estudos da C-alquilacéo do derivado 10a.

Na tentativa de C-alquilagédo, a curcumina protegida 10a foi tratada
com o éster modelo 11, em condicdes alcalinas suaves. Surpreendentemente, obteve-
se o produto de mono-O-alquilacdo (12) e di-O-alquilacdo (13) nas hidroxilas fenélicas

evidenciando a labilidade dos grupos de protecao no meio reacional (Esquema 16).

4 ~d, O OH
| I
- 7< 10a \ﬁ\ 0 O A N O O
(0] (0]

o o

Condicoes da reagéo:
CICH,CO,CH(CH3), (11),
K,CO3 DMF,
ta., 1h.

Esquema 16. Produtos obtidos na alquilagdo modelo da curcumina 10a
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Andlise espectroscépica de espectros de RMN (1D e 2D) permitiu a
elucidacdo das estruturas dos compostos formados separados por cromatografia em
coluna. Dois sinais com valores de deslocamento quimico caracteristicos de carbonila
(6 183,2 e 168,1) para o produto di-protegido (13) e (6 183,7 e & 182,8) para o produto
mono-protegido (12), foram atribuidos a carbonila do grupo cloro-acetila e a carbonila
em equilibrio aceto-endlico. Além disso os sinais de hidrogénios isopropilicos (5,13
para His e 1,27 para His) e metilénicos (4,69) em ambos os espectros de RMN de H
de 12 e 13, confirmaram a presenca deste grupo. Os valores de integrais dos sinais
dos respectivos espectros de RMN de 'H permitiram diferenciar 12 e 13. Finalmente,
evidenciou-se a O-alquilacdo pelo mapa de correlagdo 'H-3C-HMBC, a partir da

correlacao Hi2/Cs tanto no produto di-O-alquilado 13, quanto no mono-O-alquilado 12.

4.3.3 Sintese do (1E, 6E) -1,7-bis-[3-metoxi-4-(tetrahidropirano)fenil]-hepta-1,6-
dieno-3,5-diona (14)

Diante da labilidade do grupo TBDMS apresentada nas condi¢des de
alquilacao, conforme discutido na secao anterior, propds-se alternativamente o uso do
THP. Assim, o tratamento da curcumina com diidropirano (DHP), na presenca de p-
toluenosulfonato de piridinio (PPTS), forneceu o produto 14, isolado por coluna

cromatografica, em bons rendimentos (63 %) (Esquema 17).

H3CO NN A OCHj3
o _DHP, PPTS _
- = T CHCh, o O O o
ta., 4h.
HO OH
o 14 o]

Esquema 17. Protecdo da curcumina com DHP
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A estrutura de 14 foi confirmada a partir do espectro de RMN de *H,
onde se evidenciou a presenca de um tripleto em on 5,45 (2H) correspondente aos
hidrogénios Hi2 carbindlicos do THP e um multipleto em 6n 2,01-1,49 (16H),

correspondentes aos metilenos do grupo THP.

4.3.4 Estudo do Acomplamento entre os Derivados da Curcumina (14) e do Inositol

(9).

Uma vez verificada a estabilidade do éster secundario (2-cloro-acetato de isopropila,
11) utilizado nas condi¢cdes empregadas no estudo modelo de alquilacao (secéo
3.3.3), decidimos avaliar a C-alquilacao de 14 diretamente com o derivado do scyllo-

inositol (9) sintetizado (Esquema 18).

H3CO NN OCHj
D C
THPO OH OTHP

CondicOes da reagéo: OH 15

K,CO3, DMF,
t.a.; overnight
refluxo, 1 h.

Esquema 18. Tentativa de alquilacdo do composto 14

Assim, o éster 9 foi submetido a um acoplamento com dez
equivalentes do derivado da curcumina 14 em DMF anidro na presenca de K2COs. A
reagdo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada durante varias horas
a temperatura ambiente. Observou-se, a partir do perfil cromatografico, a formacgéo de
compostos menos polares (manchas intensas que se revelavam em radiacdo uv de
254 nm) do que o material de partida 14 e ainda presenca do reagente limitante 9. A

mistura reacional foi mantida nestas condi¢cdes por 22 horas adicionais e o perfil
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cromatografico se manteve inalterado. Assim, a temperatura da mistura reacional foi
aumentada até 90 °C. Esta modificacdo promoveu a formacdo de compostos
aparentemente muito polares, no entanto, ainda sem o consumo total do éster 9. O
tratamento da mistura e separacdo cromatografica permitiu o isolamento de fracoes
com perfil espectral de RMN que sugere produtos decomposicdo de 14. O perfil
cromatografico, por sua vez sugere que houve hidrolise do éster 9 antes de ocorrer
alquilacdo uma vez que ndo houve deteccdo de nenhum produto de C-alquilacéo de
14.
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5 PERSPECTIVAS

Diantes dos resultados obtidos na etapa de alquilagdo da curcumina
e em busca de promover a C-alquilacéo, propde-se a sintese do analogo bromado do
éster 9, uma vez que as condicdes de reacao foram previamente otimizadas, fazendo
uso da reacdo de Mitsunobu e empregando acido bromoacético como nucledfilo

(Esquema 19).

a. PPhs, DIAD, acido bromoacético, tolueno; b. NaBrOs, Na2S204, 4gua/acetato de etila

Esquema 19. Proposta de sintese do derivado bromado do scyllo-inositol

Desse modo, baseados nos estudos de alquilacdo de curcumina pelo
bromoacetato de etila (Esquema 2, secdo 1.3) realizados por Shih et al. (2013),
acreditamos que o derivado bromado do scyllo-inositol (9b, Esquema 20) devera levar
a melhores resultados como agente alquilante de 14.

Além disso, possivelmente o &cido bromo-acético atuara
eficientemente como nuceléfilo na reacdo de Mitsunobu com o diol 7 otimizada em

nossos estudos para o acido cloro-acético conforme detalhado na secéo 4.1.4.

O OH
SORBRa s
THPO * OTHP

0
o A e

HO OH
HO" ; “'OH

OH 9

Esquema 20. Nova proposta para alquilacdo do composto 14
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, uma metodologia nova da reacdo de Mitsunobu foi
otimizada com o uso de acido cloroacético como nucleofico para o diol derivado do
myo-inositol, mostrando-se um método eficaz para a sintese de 8b.

Além disso, a remocdo dos grupos benzilas presentes em 8b para
fornecer o cloro-éster pentaidroxilado 9 e o desenvolvimento de um método de
purificagéo por cromatografia de exclusao por tamanho, representa uma contribuigao
relevante na busca de desenvolver um novo hibrido.

Assim, a estratégia de sintese proposta para obtencdo do derivado
inédito do scyllo-inositol 9, visando seu uso como agente alquilante da curcumina, foi
bem sucedida através de quatro etapas e 10,7% de rendimento global. Apesar da
baixa eficiéncia do derivado 9 para promover a C-alquilagdo da curcumina em
condicBes brandas, foi estabelecida uma rota de sintese para a obtencéo de analogos
do éster 9 mais reativos.

Estudos feitos neste trabalho, resultaram em uma série de
informacd@es Uteis para a sintese do hibrido curcumina/inositol, tal como a identificacao
do tetraidropirano como um grupo protetor para as hidroxilas fendlicas da curcumina
resistente as condicfes de alquilagdo. Por outro lado, a obtencdo de hibridos mono-
e di-O-alquilados proporcionam vias alternativas para obtencédo de hibridos analogos

gue possam apresentar atividade anti-amiloidogénica.
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Anexo 1. Espectro de RMN de 'H (D20, 400 MHz) de 5
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Anexo 2. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) de 6
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Anexo 3. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) de 7
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Anexo 4. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) de 8b
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Anexo 5. Espectro de RMN de 13C e DEPT (CDClIz, 100 MHz) de 8b
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Anexo 6. Espectro de RMN H-1H COSY (CDCls, 400 MHz) de 8b

L
JWi28 PRJ pn200 (Paula/ Femando)
cosy-cacl3-298k(bou of)-hbo
Op.. Femanda/ Vanessa
4
Il
g9 “ of
&
" 29%
Iﬂlﬂ @ a o
J_c
- OBn
L ‘OBn
8b

F1 [ppm]

6 4 2 F2 [ppm]

57



Anexo 7. Espectro de RMN H-13C HSQC (CDCls, 400 MHz) de 8b
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Anexo 8. Espectro de RMN de 'H (D20, 400 MHz) de 9
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Anexo 9. Espectro de RMN de 3C (D20, 400 MHz) de 9
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Anexo 10. Espectro de RMN 1H-13C HSQC (D20, 400 MHz) de 9

jL_A ]
| _ M
maltl PRJ pr57fiPawial Fermando)
hege - D20 - 2886(bey off) - bbo
o Vanessa
oD
s
0
QJV?CI
HO.__~_ LOH
OH
F a1 9
T T T | T T T T | T | | T T T | T
5.0 4.5 4.0 3.5 F2 [ppm]

61

30 F1 [ppm]

T0 60 50 40

80



Anexo 11. Espectro de RMN 1H-13C HMBC (D20, 400 MHz) de 9
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Anexo 12. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) de 10a
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Anexo 13. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) de 12
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Anexo 14. Espectro de RMN de 3C (CDClz, 100 MHz) de 12
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Anexo 15. Espectro de RMN de 1H-C HSQC (CDClz, 400 MHz) de 12
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Anexo 16. Espectro de RMN de 'H-13C HMBC (CDCls, 400 MHz) de 12
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Anexo 17. Espectro de RMN de H (CDCls, 400 MHz) de 13
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Anexo 18. Espectro de RMN de 3C (CDClz, 100 MHz) de 13
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Anexo 19. Espectro de RMN de 'H-13C HSQC (CDCls, 400 MHz) de 13
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Anexo 20. Espectro de RMN de 'H-13C (CDCls, 400 MHz) de 13
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Anexo 21. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) de 14
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Anexo 22. Espectro de RMN de 13C e DEPT (CDClIs, 100 MHz) de 14
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