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Resumo

SINTESE E AVALIAGAO FARMACOLOGICA DE ANALOGOS ESTRUTURAIS
DA MACROLACTONA DA MIGRASTATINA. A macrolactona da migrastatina 10 € um
composto que apresenta alta atividade de inibicao de migracao de células tumorais in
vitro dentre os compostos da familia da migrastatina.

Em 2002, Licari e colaboradores relataram um novo composto chamado de
isomigrastatina 14, onde alguns anos depois, Shen e colaboradores relataram que este
composto faz parte da mesma rota biossintética da migrastatina. Sendo assim, este
trabalho relata a sintese das macrolactonas 34a, 34b, 47a e 47b, sendo essas
epimeras em C8, analogas da macrolactona da isomigrastatina 14, assim como a
sintese dos ésteres 43, 44 e do éter 62. Todos os compostos preparados neste estudo

sao ainda inéditos na literatura.
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Paralelamente, em colaboracdo com o grupo do Professor Adriano Andricopulo,
do IF/USP de Sao Carlos, foram realizados testes de avaliacao biolégica de diversos
compostos sintetizados neste trabalho com o intuito de gerar novas substancias

quimicas bioativas candidatas a novos farmacos no tratamento do cancer de mama.



Abstract

SYNTHESIS AND PHARMACOLOGICAL EVALUATION OF STRUCTURAL
ANALOGUES OF THE MIGRASTATIN MACROLACTONE. The macrolactone of
migrastatin (10) belongs to a family of compounds showing high inhibitory activity of
tumor cell migration in vitro.

In 2002, Licari and coworkers isolated a novel, related compound they called
isomigrastatin (14). Some years later, Shen and coworkers observed that this compound
in reality originates from the same biosynthetic pathway as migrastatin. Herein, we
describe the synthesis of C8-epimeric analogues of isomigrastatin macrolactones: 34a,
34b, 47a, and 47b; as well as the synthesis of open chain esters 43, 44, and the
macrolactone-related cyclic ether 62. All compounds prepared in this work are
undescribed.
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In collaboration with Professor Andricopulo’s group (IF/USP, Sao Carlos), most of
the synthesized compounds were biologically evaluated towards their cell migration
inhibitory activity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer
Cancer é a denominacdo para um grupo de doencas caracterizadas pelo

crescimento e multiplicacdo descontrolados de células malignas, capazes de invadir
estruturas proximas e se espalharem em diversas regides do organismo. Estas células
malignas deixam de responder aos mecanismos de controle e defesa do organismo,
duplicando-se continuamente e desordenadamente para criar os tumores. O céancer
pode ser causado por fatores internos (e.g.; mutacdes inerentes, hormonios, condicboes
imunoldgicas) e externos (e.g.; tabaco, substancias quimicas, radiagdo, alimentacao,
agentes infecciosos), sendo que ambos os fatores podem atuar simultaneamente ou
sequencialmente para a iniciagcdo ou promocao da carcinogénese. A proliferacao celular
anormal é associada a alteracoes genéticas em etapas chave de regulacdo do ciclo
celular. Na maioria dos tumores, os mecanismos de regulacdo sdo desarranjados, de
maneira que a proliferacdo celular ocorre de maneira independente aos fatores
mitogénicos externos.'?

De acordo com dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), aproximadamente
600 mil novos casos de cancer sao diagnosticados no Brasil a cada ano, sendo a
segunda maior causa de morte por doenca no pais.®

Cerca de 30% dos pacientes com diagndstico precoce de cancer podem ser
curados utilizando medidas locais, como a cirurgia ou a radioterapia. No restante dos
casos, entretanto, ha o desenvolvimento precoce de micrometastases, sendo
necessaria uma abordagem sistémica concomitante.”? O cancer é fundamentalmente
uma doencga genética, quando o processo neoplasico se instala, a célula mae transmite
as células filhas durante o ciclo de divisdo celular, as caracteristicas neoplasicas
obtidas por alteragdo no DNA. Desta forma, o interrompimento do ciclo de divisao

celular torna-se um importante alvo no tratamento do cancer.

! NCI, National Cancer Institute, U.S. National Institutes of Health, (2007), Comprehensive Cancer
Information. http://www.cancer.gov. (Acessado em 06/2012).

2 ACS, American Cancer Society (2007), Cancer Facts & Figures, http://www.cancer.org.

% Estimativa 2006 — Incidéncia de Cancer no Brasil. http://www.inca.gov.br.



Varios farmacos sao disponiveis para a terapia do cancer, atuando através de
mecanismos moleculares complexos. Diversos alvos macromoleculares importantes
podem ser modulados pela acdo de moléculas pequenas (farmacos), reduzindo os
processos malignos de crescimento e multiplicagdo desordenada, além da invasao e
migragao celular.

Alguns exemplos podem ser citados, como o farmaco analogo de pirimidina,
fluorouracila, que atua como inibidor da enzima timidilato sintase, interferindo na sintese
de DNA; o farmaco sunitinib, inibidor de tirosina quinase, sendo esta responsavel pelo
processo conhecido como angiogénese ou vascularizagdo dos tecidos, que promove
carregamento de nutrientes para células cancerosas e o farmaco de origem natural
paclitaxel®, que interfere hipersensibilizando a estrutura dos microtiibulos através da
ligacdo a proteina tubulina; entre outros.

1.2 Microtubulos: um alvo macromolecular

A alteracao freqiente no ciclo das células tumorais tem levado a identificagéo de
etapas relacionadas a inibicao da multiplicacdo celular (mitose) e ao estudo de alvos
macromoleculares importantes para o desenvolvimento de novos farmacos para a
terapia do cancer. As células malignas freqientemente perdem a regulacdo da divisao
celular na fase Gy e, por isso, pequenas moléculas capazes de regular a fase Gp
apresentam particular interesse. Até o0 momento, entretanto, a maioria das substancias
com propriedades antimitéticas identificadas interage com o0s componentes dos
microtubulos, particularmente com a proteina heterodimérica tubulina, interferindo na
formacao do fuso mitético durante as etapas de divisdo celular. A tubulina permanece
como a Unica proteina associada a formagdo do fuso mitético que é alvo
macromolecular de agentes terapéuticos aprovados para o tratamento de diversos tipos
de cancer, como o taxol (paclitaxel®), o taxotere (docetaxel®), a vincristina (oncovin®) e

a vimblastina (velbe®) (Figura 1)."%%7

4 Frense, D. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2007, 73, 1233.

° Jordan, A.; Hadfield, J. A.; Lawrence, N. J.; Mc Gown, A. T. Med. Res. Rev. 1998.

® Xia S.; Kenesky, C. S.; Rucker, P. V.; Smith, A. B.; Orr, G. A.; Horwitz, S. B. A. Biochem. 2006, 45,
11762.

"Miles, D. C. Curr. Opin. Biotechnol. 2003, 14, 627.
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Figura 1 — Estruturas quimicas de alguns farmacos utilizados no tratamento do cancer.

Os microtubulos sao polimeros dindmicos de tubulina, componentes da estrutura
celular que estao envolvidos nos processos de comunicacao intracelular e divisdo das
células eucaritticas. A tubulina € um heterodimero formado por duas subunidades, a e
B. A guanosina trifosfato (GTP) se liga a ambas as subunidades. A subunidade f
também se liga a guanosina difosfato (GDP), quando GTP ¢é hidrolisado para a adi¢ao
de mais uma subunidade heterodimérica ao microtubulo (Figura 2). Os mondémeros
possuem estruturas similares, exceto em algumas regides de alcas, e apresentam
dominios de ligacdo a nucleotideos (n-terminal), de interacdo com ligantes
(intermediario) e de ligacdo a proteinas associadas MAPs (microtubule associated

proteins) com o processo de polimerizagdo (C-terminal).®

®Keskin, O.; Durell, S. R.; Bahar, |.; Jernigan, R. L.; Covell, D. G. J. Biophys. 2002, 83, 663.
9 Kerssemakers, J. W.; Munteanu, E. L.; Laan, L.; Noetzel, T. L.; Janson, M. E.; Dogterom, M. Nature
2006, 442, 709.



Figura 2 — Esquema para o dimero de a e B-tubulina. Cada mondémero consiste dos
dominios de ligacdo a nucleotideos (amarelo), de interacdo com ligantes (azul), e de
ligacdo a proteinas associadas (magenta). O taxol, farmaco com potente acado

antitumoral, é mostrado em rosa na cavidade da alca M da B-tubulina.®

A dindmica dos microtubulos € definida por fases de polimerizacdao e
despolimerizagcéo, que podem ser reguladas, ja que a uma das extremidades (+) dessas
estruturas polares podem ser adicionadas subunidades diméricas e a extremidade
oposta (1) ha perda de subunidades quando a estrutura ndo esta estabilizada. O
monémero de B-tubulina corresponde a extremidade (+) dos microtubulos, onde
ocorrem polimerizacdo e despolimerizacdo com o proximo dimero, enquanto a a-
tubulina constitui o término (1).8° A supressdo da dinamica dos microtibulos perturba a
formacao do eixo mitético, interrompendo o ciclo celular na transicido metafase-anafase,

eventualmente resultando em apoptose. '

10 Jordan, M. A.; Wendell, K.; Gardiner, S.; Derry, W. B.; Copp, H.; Wilson L. Cancer Res. 1996, 56, 816.
" Bergstralh, D. T.; Ting, J. P. Cancer Treat. Rev. 2006, 32, 166.



1.3 Promotores de polimerizacao e despolimerizacao da tubulina

O mecanismo de acao do taxol e do taxotere inclui a ligagdo a subunidade B-
tubulina (Figura 2), a estabilizagdo dos microtubulos e a interferéncia com a fungéo
normal da tubulina na formagéo do fuso mitético efetivo, desencadeando a interrupgéao
do processo de mitose celular, levando a apoptose. Varios estudos indicam que a
estabilizacdo dos microtubulos € favorecida pela ligagdo desses compostos na
cavidade da alga M através do aumento das interacdes laterais entre protofilamentos

(Figura 3).58101°

Figura 3 — Representagdo das interagbes intermoleculares do taxol na cavidade
hidrofobica da alga M no monémero de B-tubulina.

O taxol e o taxotere sdo os compostos mais estudados da classe dos taxanos. O
taxol é um éster isolado em pequenas quantidades do teixo ocidental ( Taxus brevifolia)
e do teixo europeu ( Taxus baccata).

O taxotere é obtido por semi-sintese a partir da 10-deacetilbacatina Ill, precursor
da biossintese vegetal encontrado no teixo europeu.>’ Embora estejam entre os mais

eficazes agentes quimioterapicos, os taxanos sdo suscetiveis a varios mecanismos de

12 Lowe, J.; Li, H.; Downing, K. H.; Nogales E. J. Mol. Biol. 2001, 313, 1045.

% Ter Haar, E.; Kowalski, R. J.; Hamel, E.; Lin, C. M.; Longley, R. E.; Gunasekera, S. P.; Rosenkranz, H.
S.; Day, B. W. Biochemistry 1996, 35, 243.

¥ Minguez, J. M.; Giuliano, K. A.; Balachandran, R.; Madiraju, C.; Curran, D. P.; Day, B. W. Mol. Cancer
Ther. 2002, 1, 1305.

15Jung, W. H.; Harrison, C.; Shin, Y.; Fournier, J. H.; Balachandran, R.; Raccor, B. S.; Sikorski, R. P.;
Vogt, A.; Curran, D. P.; Day, B. W. J. Med. Chem. 2007, 50, 2951.



resisténcia, incluindo a reducao da afinidade pela B-tubulina mutada e a expulsao da
célula pela glicoproteina-P; além de estarem associados a efeitos adversos graves,
como neutropenia, neurotoxicidade e cardiopatias. Outro aspecto limitante é a baixa
solubilidade em agua destes compostos, que resulta em sua administragdo na forma
injetavel.

Em contrapartida, os alcaléides da vinca como vincristina e vimblastina (Figura 1)
exercem os seus efeitos citotdxicos despolimerizando os microtubulos, aumentando
assim o pool de tubulina sollvel. A concentragdes subestequiométricas (menos de uma
molécula de farmaco por cada molécula de tubulina), estes compostos afetam a
dindmica dos microtubulos sem causar despolimerizacdo. Acredita-se que 0s
complexos tubulina-alcaldides da vinca e os alcaldides da vinca livres ligam-se as
extremidades dos microttbulos, reduzindo a sua capacidade de crescer e encurtar. A
concentracdes superiores, estes compostos ligam-se estequiométricamente as
subunidades a e B de tubulina na fase S do ciclo celular e, em consequéncia, a tubulina
ndo pode polimerizar, originando estruturas ndo microtubulares, os protofilamentos
espirais ou agregados paracristalinos.'®

A exposicdo de uma célula em divisio com estas drogas causa o
desaparecimento rapido do fuso mitético, indicando que o equilibrio quimico € mantido
através da troca constante de subunidades entre os microtlbulos do fuso e o pool de
tubulina livre. Como o rompimento temporario dos microtubulos do fuso mata
preferencialmente muitas células que se dividem de forma anormal, drogas
antimitéticas como a vimblastina e vincristina, sdo amplamente utilizadas no tratamento
do cancro. A neurotoxicidade, que normalmente se manifesta como neuropatia
periférica ou autonémica, é uma caracteristica do tratamento com os alcaléides da
vinca, sendo mais acentuada para a vincristina (efeito limitante da dose)."”

Todos esses fatores tém impulsionado as pesquisas por candidatos a novos
farmacos que atuem por mecanismos similares, mas com propriedades terapéuticas

'®Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto, http://www.ff.up.pt/toxicologia/monografias/ano0506/
alevinca/alcvinca_ficheiros/page0002.htm (Acessado em 06/2012).

' Medicamentos Antineoplasicos e Imunomoduladores, http://www.infarmed.pt/prontuario/navegavalores.
php?id=462 (Acessado em 06/2012).



otimizadas, sejam estes analogos do taxol, vimblastina, ou originados a partir de uma

nova diversidade quimica.

1.4 Migrastatina e analogos
A migrastatina 1 é um produto natural isolado de culturas de Streptomyces sp.

MK929-43F1, proveniente de amostras coletadas do solo de Atami-shi, no Japao, por
Imoto e colaboradores em 2000 (Figura 4).'®® Pesquisadores da Kosan Biosciences
demonstraram em 2002, que culturas de Streptomyces platensis também produzem o

composto migrastatina.’®

Figura 4 — Estrutura da migrastatina (1).

A migrastatina apresenta um bom efeito inibitério de migracdo de células
tumorais humanas, importantissimo para o tratamento de metastase tumoral (ICso = 29
UM em células 4T4). Apesar de significantes avancos relacionados aos aspectos
fundamentais do cancer, a metastase continua sendo a causa predominante na maioria
dos casos de morte de pacientes. Devido a mobilidade e a fusdo de células vivas serem
pontos elementares no complexo fendmeno de metastase, pequenas moléculas que

possam modular o reposicionamento destas células tumorais sdo de grande interesse.

18 (a) Nakae, K.; Yoshimoto, Y.; Sawa, T.; Homma, Y.; Hamada, M.; Takeuchi, T.; Imoto, M. J. Antibiot.
2000, 53, 1130; (b) Nakae, K.; Yoshimoto, Y.; Ueda, M.; Sawa, T.; Takahashi, Y.; Naganawa, H.;
Takeuchi, T.; Imoto, M. J. Antibiot. 2000, 53, 1228.

19Woo, E. J.; Starks, C. M.; Carney, J. R.; Arslanian, R.; Cadapan, L.; Zavala, S.; Licari, P. J. Antibiot.
2002, 55, 141.



Essa propriedade especifica de inibicao torna a migrastatina um alvo importante para

sintese total e parcial.?

1.5 Rotas sintéticas para migrastatina e analogos

1.5.1 Sintese de Danishefsky e colaboradores
Em 2002, o grupo do professor Danishefsky relatou a primeira sintese de

~

compostos pertencentes a familia da migrastatina, a partir da obtencdo da
macrolactona 2, correspondente ao fragmento C1-C13 (Esquema 1).21
Me  ~ OTMS

1. TBDPSCI, imidazol, DMF O OTBDPS /7 \
BnO” " 0H 2. Mel, NaH/ THF MeO 5 Me
n Y

3. Hy, Pd(OH),, ACOEt H™ ™ 1. TiCl,, CH,Cly, 78 °C, t.a.
OH 4. (COCI),, EtyN, DMSO, CH,Cl, OMe 2. TFA, CHyCly, t.a.
3 66% (4 etapas) 4 79% (2 etapas)
Cl
Me 1.NaBH,, EtOH Me  OH /\/\/\ﬂ/
TBDPSO CeCl3.7H0 N Me S 8 o)
O 2 CSA H0, THF == OMe 1. DMAP, CH,Cl,, 65%
Meo 3 3. LiBHy, Ho0, THF 2. MOMCI, BugNT, i-ProNEt
H Me 55% (3 etapas) CH,Cly, t.a., 57%
6 7 OTBDPS

1. HF.pir, THF, t.a.
2. DMP, CH.Cl,

3. reagente de Tebbe
piridina, THF
4. Catalisador de Grubbs-II
| PhMe, refluxo

OMe 27% (4 etapas) OMe

9 R=TBDPS 2 R=MOM
10R=H

Esquema 1. Sintese da macrolactona 2.

A rota sintética teve inicio com a obtencao do aldeido 4 a partir das reacdes de
protecdo, metilacdo, hidrogendlise e oxidacdo do diol 3. Em seguida, o aldeido foi
submetido a reacao hetero-Diels-Alder com o dieno 5, catalisada por acido de Lewis;

seguida por reacao de ciclizacdo em acido trifluoracético, fornecendo a diidropiranona 6

2 Takemoto, Y.; Nakae, K.; Kawatani, M.; Takahashi, Y.; Naganawa, H.; Imoto, M. J. Antibiot. 2001, 54,

1104.
" Gaul, C.; Danishefsky, S. J. Tetrahedron Lett. 2002, 43, 9039.



em 79% de rendimento e j& com os trés centros estereogénicos presentes na
macrolactona.

Reducédo nas condigbes de Luche, posterior tratamento com acido
canforsulfénico e reducdo com boroidreto de sédio, forneceu o diol 7 em 55% de
rendimento para as trés etapas. Na sequéncia, o diol 7 foi acoplado ao cloreto de acido
8 via reacao de acilacado seletiva da hidroxila primaria na presenca de DCC e DMAP
(Esterificacao de Steglich), seguida pela prote¢ao da hidroxila secundaria com o grupo
MOM, fornecendo assim o composto avangado 9 em 37% de rendimento.

Finalmente, este intermediario foi submetido a reacao de desprotecao seletiva do
grupo TBDPS primario com HF-piridina. Apds oxidagdo com DMP, olefinagédo de Tebbe
e metatese de olefinas na presenca de catalisador de Grubbs Il 20mol%, a
macrolactona 2 foi obtida em 27% de rendimento para 4 etapas.

Esta sintese descrita por Danishefsky e colaboradores, envolveu 15 etapas com
um rendimento global de 4%, sendo que apés remoc¢ao do grupo MOM, a macrolactona
da migrastatina 10 foi obtida.

Posteriormente, 0 mesmo grupo empenhou-se em incorporar a cadeia lateral
contendo o anel glutarimida a macrolactona, sendo que em 2003, publicaram a primeira
sintese total da migrastatina. Desde entdo, o grupo do professor Danishefsky vem
realizando estudos de estrutura-atividade com o objetivo de potencializar a atividade
anticancerigena desse composto.? Em 2004, o grupo apresentou uma nova rota
sintética para obtencdo da macrolactona da migrastatina 10 em 13 etapas e 3% de
rendimento global, além da obtencao de diversos analogos estruturais da migrastatina
(1), assim como de sua macrolactona 10.2%2°

Dentre os compostos ja sintetizados por Danishefsky e colaboradores, os que
exibiram os menores valores de ICsp em ensaios em camaras de migracédo de células

4T, foram as macrolatonas 10 e 11 (Figura 5).2

?2 Gaul, C.; Njardarson, J. T.; Danishefsky, S. J. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 6042.

23 (a) Gaul, C.; Njardarson, J. T.; Shan, D.; Dorn, D. C.; Wu, K.; Tong, W. P.; Huang, X.; Moore, M. A. S.;
Danishefsky, S. J. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 11326; (b) Gaul, C.; Njardarson, J. T.; Shan, D.; M. A.
S.; Danishefsky, S. J. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 1038.

24 Shan, D.; Chen, L.; Njardarson, J. T.; Gaul, C.; Ma, X.; Danishefsky, S. J.; Huang, X. Proc. Nat. Acad.
Scien. 2005, 102, 3772.



OMe
10

|C50= 22 nM |Cso= 24 nM
Figura 5 — Compostos com maior atividade anti-metéstase.

1.5.2 Migrastatina, isomigrastatina e dorrigocinas

Em 2002, Licari e colaboradores também relataram que culturas de S. platensis,
além de produzirem migrastatina (1), produzem as dorrigocinas A (12) e B (13) e um
novo composto chamado de isomigrastatina (14) (Figura 6)."® Alguns anos depois, Shen
e colaboradores relataram que os produtos naturais 1, 12, 13 e a 13-epi-dorrigocina A

(15) sédo metabodlitos da isomigrastatina (14) e fazem parte da mesma rota
biossintética.?%2®

Me Me
13

Me Me
14

Figura 6 — Compostos presentes na rota biossintética da isomigrastatina (14).

25 (a) Ju, J.; Lim, S.; Jiang, H.; Shen, B. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 1622; (b) Ju, J.; Seo, J.; Her, Y_;
Lim, S.; Shen, B. Org. Lett. 2007, 9, 5183.
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Neste mesmo ano, Shen e colaboradores observaram que a isomigrastatina (14),
quando aquecida a 135 °C produz migrastatina (1), e sugeriram que esta reacao

procede via um rearranjo sigmatropico [3,3], uma vez que a expansao do anel ocorre

com regio- e enantioespecificidade (Esquema 2).2°
B E:
MeO
© MeO
HO" -
© HO'
R
M i
o) — —=
: O)\/\V
M :
© Me O
14
R= o
NH MeO
O }
HO'
Ry
Me

Esquema 2. Rearranjo sigmatropico [3,3] de 14 para 1.

Com as descobertas realizadas pelos grupos do professores Shen e Licari, assim
como os trabalhos do grupo do professor Danishefsky, diversos outros envolvendo a
migrastatina (1) foram sendo realizados durante os anos que se seguiram.

Em 2005, Le Brazidec e colaboradores publicaram a sintese de um fragmento
avancado da dorrigocina A (16) (Figura 7).2’

%6 Ju, J.; Lim, S.; Jiang, H.; Seo, J.; Her, Y.; Shen, B. Org. Lett. 2006, 8, 5865.
e Brazidec, J.; Gilson lll, C. A.; Boehm, M. F. J. Org. Chem. 2005, 70, 8212.
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Figura 7 — Fragmento C1-C13 da 2,3-diidrodorrigocina A (15).

Ja em 2006, Igbal e colaboradores publicaram uma nova sintese da
macrolactona 10 ® e Cossy e Reymond publicaram novas sinteses totais da
migrastatina (1),%° sendo que em 2007 o grupo de Cossy publicou uma nova sintese da
macrolactona 10 utilizando intermediarios da sintese total anteriormente publicada.*

Neste mesmo ano, Danishefsky e colaboradores publicaram a primeira sintese
da isomigrastatina (14);®' ja em 2008, Murphy e colaboradores relataram as sinteses de
novos derivados da migrastatina (1) e da dorrigocina A (12) e testaram suas atividades
frente a células de tumores gastricos. Dentre os compostos testados, o composto 17
(Figura 8) demonstrou uma potente inibicdo de migracéo destes tumores (ICso = 32 nM),
indicando que analogos das dorrigocinas também sao potentes agentes anti-metastase
e que devem ser avaliados em paralelo aos analogos da migrastatina (1), considerando

que estes compostos podem apresentar semelhantes modos de agédo.3?2P
OMe OH
HO,C NN
OH OH
17
ICSO =32 nM

Figura 8 — Composto analogo a dorrigocina A com potente atividade anti-metastase.

?® Baba, V. S.; Das, P.; Mukkantib, K.; Igbal, J. Tetrahedron Lett. 2006, 47, 6083.
?® Reymond, S.; Cossy, J. Eur. J. Org. Chem. 2006, 21, 4800.

% Reymond, S.; Cossy, J. Tetrahedron 2007, 63, 5918.
8 Krauss, I. J.; Mandal, M.; Danishefsky, S. J. Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46, 5576.

2 (a) Anquetin, G.; Rawe, S.; McMahon, K.; Murphy, E. P.; Murphy, P. V. Chem. Eur. J. 2008, 14, 1592;
(b) Anquetin, G.; Horgan, G.; Rawe, S.; Murray, D.; Madden, A.; MacMathuna, P.; Doran, P.; Murphy, P. V.
Eur. J. Org. Chem. 2008, 1953.
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1.5.3 Sintese de Dias e colaboradores
Em 2010, Dias e colaboradores relataram uma nova estratégia sintética para

preparacdo da macrolactona da migrastatina (10), onde o produto foi obtido em 17

etapas com rendimento global de 0,1% (Esquema 3).3®

o Q 1. TiCl, DIPEA OH o O TBSOTf
Me\)J\N )J\o CH,Cly, ~78 2 0 °C W )J\ 2,6-lutidina \)\l)k )J\
\ / 2. acroleina, 87% \ / CHQCIQ °C, 93%
18 B 19 Bri’ 20 Bri
O
1. Tricloroacetimidato de PMB OH Me
NMO, OsO, cat. Me:.,”Ng  CSA, CHCl, 67% ER
aC(gtorLa-HzO, 0 °g, 20)% 2. LiAIH,, THF, 0 °C, 75% :
roduto secundario 3. TBSCI, imidazol, CH,Cl, ~
TBSO 0°C. 95% 29 OTBS
OH
1. Préton Esponja, Me;OBF,, CH,Cl, OMe Me 1. HF-pir-THF, THF, t.a. 80%
2. DDQ/H,0, CH,Cl, S : OTBRS 2 NMO, TPAP, CHCl, ta.
XN .
- 3. éster de fosfonato, NaH
3. NMO, TPAP, CHCl, t-2. 23 OTBS THF, t.a., 57% (2 etapas)

4. Cp,TiMe,, tolueno, 60 °C, 12h
36% (4 etapas)

OMe Me  COzEt  ciy,1,, 0°C, 98%

A

24 OTBS

1. DIBAL-H 1. Grubbs I, (20mol%)
PhMe, refluxo

10

Z Me 2. &cido heptadiendico

2. HF, CH3CN/CH,Cl,
DCC, DMAP, CH,Cl,, 74%

24h, t.a., 58%

l 25 OMe

Esquema 3. Sintese da macrolactona 10.

A sintese da macrolactona da isomigrastatina (10) inicia com a obtencdo da

lactona 21 a partir da reacdo alddlica entre a acroleina e o enolato de titdnio da
oxazolidinona (S)-(+)-18, fornecendo o aduto de aldol 19 em 87% de rendimento e

diastereosseletividade maior que 95:05 para o aduto Evans (Esquema 3). Esta reacéo

foi seguida pela protegédo da hidroxila primaria em C9 com TBSOTf, levando ao éter de

silicio 20 em 93% de rendimento. O composto 20 foi submetido a condicdo de

diidroxilagéo, utilizando NMO e quantidade catalitica de OsQ4, fornecendo a lactona 21

em 20% de rendimento como produto secundario.

8 Dias, L. C.; Finelli, F. G.; Conegero, L. S.; Krogh, R.; Andricopulo, A. D. Eur. J. Org. Chem. 2010, 6748.
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Seguindo a estratégia, protecdo da hidroxila primaria de 21 com o grupo PMB,
abertura da lactona com LiAlHs a temperatura ambiente, seguido da protecao da
hidroxila primaria com TBSCI, forneceu o composto 22 em 48% de rendimento para 3
etapas.

Na sequéncia, foi realizada a metilacdo da hidroxila secundaria de 22 com pré6ton
esponja e Me3OBF4, seguida por desprotecdo da hidroxila primaria com DDQ/H20.
Oxidacao com TPAP e NMO, conduziu a formagao de um aldeido, que por sua vez foi
utilizado diretamente na etapa seguinte nas condi¢des de Petasis, fornecendo a olefina
23 em 36% de rendimento para 4 etapas (Esquema 3).

A préxima etapa envolveu desprotecdo da hidroxila primaria da olefina 23 com
HF-piridina-THF, seguido da reagdo de oxidagdo com TPAP e NMO conduzindo a um
aldeido que, por sua vez, foi submetido a reacdo de HWE com o éster de fosfonato,
fornecendo o éster a,B-insaturado 24 em 57% de rendimento para duas etapas.
Finalmente, o éster 24 foi reduzido na presenca de DIBAL-H e submetido a reacédo de
esterificacdo com o 4cido 2,6-heptadiendico na presenca de DCC e DMAP, fornecendo
o éster 25. Reacao de metatese de olefinas utilizando o catalisador de Grubbs de 22
geracao em 20 mol%, seguido pela reacao de desprotec¢édo da hidroxila secundaria com
HF em CH3CN/CH.Cl,, forneceu a macrolactona 10 em 58% de rendimento (Esquema
3).

Apos a obtengédo da macrolactona 10, os autores deram continuidade ao trabalho,
onde prepararam a macrolactona 11a, epimera em C8 da macrolactona 11 a partir da
lactona 21a, epimera em C8 da lactona 21, sendo este o produto principal obtido na
reacdo de diidroxilacdo do composto 20, na rota descrita anteriormente pelo grupo
(Esquema 4).

Inicialmente, realizaram a protecdo da hidroxila primaria de 21a com o grupo
PMB, abertura da lactona com LiAlH4 a temperatura ambiente, seguido da protecao da
hidroxila primaria com TBSCI, fornecendo o composto 26 em 48% de rendimento para
3 etapas.

Na sequéncia, foi realizada metilacdo da hidroxila secundaria de 26 com
MesOBF4 e proton esponja, seguida por desprotecdo da hidroxila primaria com
DDQ/H20. Oxidagao com TPAP e NMO conduziu a formagdo de um aldeido, que por
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sua vez foi utilizado diretamente na etapa seguinte, nas condicoes de Petasis,
fornecendo a olefina 27 em 48% de rendimento para 4 etapas (Esquema 4).

(0]
1. Tricloroacetimidato de PMB OH Me 1. Proton Esponja, Me3OBFy4, CH,Cl,
Me:., o CSA, CH,Cly, 67% : 2. DDQ/H,0, CH,Cl,
pmeo. A _A_oTBs
., 2. LiAlH4, THF, 0 °C, 75% - 3. NMO. TPAP. CH-Clo. t
., Lo z . s y oUlo, 1.a.
TBSO 4. 8-]05350'/;'”1"1&20': CHCl o6 OTBS 4. Cp,TiMey, tolueno, 60 °C, 12h
48% (4 etapas)
1. HF-pir-THF, THF, ta. 72% Me M gt LDIBALH =
M 2. NMO, TPAP, CH,Cly, t.a. OMe 1e COEL Gh,C, 0°C, 92%
™ ~ oTBS AN = — —
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- o z DCC, DMAP, CH.Cl,, 92%
27 OTBS THF, t.a., 67% (2 etapas) 28 OTBS V2

1. Grubbs II, (20mol%)
PhMe, refluxo, 80%

2. HF, CH3CN/CH,Cl,
24h, t.a., 40%

éMe
11a
Esquema 4. Sintese da macrolactona 11a.

Com a olefina 27 em maos, os autores realizaram a desprotegdo da hidroxila
primaria com HF-piridina-THF, seguido da reacdo de oxidacdo com TPAP e NMO,
conduzindo a um aldeido, que por sua vez, foi submetido a reacdo de HWE com o éster
de fosfonato, fornecendo o éster a,B-insaturado 28 em 67% de rendimento para duas
etapas. Finalmente, o éster 28 foi reduzido na presenca de DIBAL-H e submetido a
reacdo de esterificacdo com o acido 6-heptendico na presenca de DCC e DMAP,
conduzindo ao éster 29. Este foi submetido a reacao de metatese de olefinas utilizando
o catalisador de Grubbs de 22 geracdo em 20 mol%, seguido pela reacdo de
desprotecdo da hidroxila secundaria com HF em CHsCN/CH:Cl;, fornecendo a
macrolactona 11a em 40% de rendimento para esta etapa. Através desta sequiéncia, a
macrolactona 11a foi sintetizada ap6s 17 etapas e em rendimento global de 2%
(Esquema 4).

Apoés a sintese, Dias e colaboradores submeteram os compostos obtidos a testes
de Wound-Healing (cicatrizacdo) frente a linhagens de células MDA-MB-231 de
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carcinoma de mama humano, onde obtiveram resultados excelentes para a

macrolactona 11a, que apresentou um ICsy de 14 nM para inibicado de migracao.

1.6 Migrastatina e suas propriedades
Em 2000, os primeiros estudos de atividade biolégica para a migrastatina 1 foram

realizados por Imoto e colaboradores,'®

utilizando o modelo de Wound-Healing
(modelo de cicatrizagao in vitro). Frente a células tumorais de es6fago humano da
linhagem EC17, a migrastatina 1 apresentou um efeito de inibicao de migracéao
completo com uma concentracdo de 30 puL/mL de meio de cultura.

Posteriormente, outros ensaios foram realizados por Danishefsky e
colaboradores como, por exemplo, Boyden chamber, ou ensaio em camara de
migracao, revelando um ICsyde 29 uM frente a células 4T1 (células tumorais de mama
em ratos, que mimetizam células de cancer de mama humano). 2

Novos alvos que possuam propriedade de inibicdo de migracdo de células
tumorais e s&o passivos de intervir no complexo processo de metastase, tem recebido
grande atencdo nos ultimos anos. Estes compéem uma nova categoria de substancias
que podem ser utilizadas nos tratamentos para carcinomas, que tradicionalmente
utilizam agentes terapéuticos com altas propriedades citotdxicas, causando desta forma

inumeros efeitos colaterais indesejados para os pacientes.

1.6.1 O processo de metastase
O cancer é um termo genérico utilizado por um largo grupo de doencas que

podem afetar qualquer parte do corpo e € caracterizado pelo crescimento e
multiplicacdo descontrolados de células anormais do organismo. Freqlentemente,
estas células cancerosas desprendem-se do tumor, locomovem-se através do sistema
circulatério e invadem tecidos e 6rgaos vizinhos ou distantes, onde passam a crescer
desordenadamente e substituem o tecido sadio, em um processo conhecido como

metastase, principal responsavel pela morte de pacientes com cancer.

% World Heath Organization (WHO), Cancer.
Disponivel em: < http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/_>. Acesso em: 06/2012.
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A metastase consiste essencialmente num processo de migragdo celular, onde
algumas células tumorais migram de um tumor inicial para o sistema circulatorio,
seguido pela colonizagdo de sitios secundarios, onde as células tumorais se ligam a
outras células e proliferam.®®

A migracdo celular, por sua vez, consiste num processo ciclico com varias
etapas, e esta envolvida em uma variedade de fendbmenos biol6gicos. Como exemplos,
podemos citar sua participacdo fundamental no desenvolvimento embriondrio, a
contribuicdo no reparo e regeneragado de tecidos e renovacao da pele. Além disso, a
migracao celular também dirige a progressao de doengas como o cancer, a retardagao
mental, arteriosclerose e artrites.***°

A migragéo inicia-se quando a célula responde a um sinal externo através da
polarizacdo morfologica, onde diferencas entre a parte frontal e traseira da célula s&o
observadas, e extende-se a uma protusao na direcdo do movimento. Uma importante
consequéncia da polarizacdo € a formacdo de lamelipodia e filopodia (saliéncias
formadas na membrana plasmatica e que diferem pelo formato) na parte frontal da
célula. Este fenbmeno é seguido entdo por funcdes de adesdo para estabilizar a
protusdo, através da unido a matriz extracelular e servem como pontos de tragao para a
migracdo. Uma contracdo entdo move o corpo da célula adiante e rompe a aderéncia

com a parte traseira (Figura 9).

Filopodia
e ﬂ",i‘l:..LLLL e oo
rr‘..l‘l-fll.alrruen1-:|'5. de aciing 'LLLLFL;],J o Lamelipodia
r.-" e AR — i | -

'.?J"..r..r'..rfjff.f..r.r'..nF.r'.fI!ffffffffffffffffffffffJ‘.i".'i"f..l"f..l’J"fffffffffffffffffffffffﬂ

Adesdc  Contragio Confracao  Adesdo Expansaoc

Figura 9 — Representacao esquematica de migracéo celular.

% Woodhouse, E. C.; Chuaqui, R. F.; Liotta, L. A. Cancer 1997, 80, 1529.
% (a) Lauffenburger, D. A.; Horwitz, A. F. Cell 1996, 84, 359; (b) Ridley, A. J.; Schwartz, M. A.; Burridge,
K.; Firtel; Ginsberg, M. H.; Borisy, G.; Parsons, J. T.; Horwitz, A. R. Science 2003, 302, 1704.
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A proliferagdo celular anormal é associada a alteracbes genéticas em etapas
chave de regulagado do ciclo celular. Na maioria dos tumores, os mecanismos de
regulacao sao desarranjados de maneira que a proliferagéao celular ocorre independente
dos fatores mitogénicos externos."? Diversos alvos macromoleculares importantes
podem ser modulados pela acdo de moléculas pequenas (farmacos), reduzindo os
processos malignos de crescimento e multiplicacdo desordenada, além da invasao e

migragao celular.

1.6.2 Migrastatina e analogos: modo de acao
Em 2005, o grupo do professor Danishefsky apresentou um trabalho sobre um

possivel modo de acdo para a migrastatina 1 e seus analogos, frente a inibicdo de
migracdo de células tumorais.?* Com o objetivo de obter uma melhor compreensao dos
aspectos envolvidos nesse processo, foram investigados os efeitos dos analogos 11 e

30 (Figura 10) no citoesqueleto da actina e em microtubulos de céluas da linhagem 4T1.

OMe OMe
11 30

Figura 10 — Compostos analisados frente a células 4T1.

As células foram cultivadas em placas contendo meio de cultura (A), meio de
cultura + soro fetal bovino (B), meio de cultura + soro fetal bovino + o composto 11 (C) e
meio de cultura + soro fetal bovino + 0 composto 30 (D); sendo em seguida lesionadas
(Figuras 11 A-D). Apo6s encubagéo por 30h, polimeros de actina foram corados e as
placas foram observadas em microscopio fluorescente.

Na figura 11 B, pode-se observar que a adi¢do de soro as células tumorais 4T1
induziu a formacgéo de lamelipodia. Nas figuras 11 C e D, pode-se observar que o pré-
tratamento destas células com 11 e 30 impediu a formagéo de lamelipodia.
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A sem soro B com Soro G + 5010 + 11 D + 5010 +30

Figura 11 — Inibicdo da formacao de lamelipodia por 11 e 30.

Devido a formacao de lamelipodia ser controlada pela proteina GTPase Rac,
eles também examinaram os efeitos desses compostos em ensaios de ativacdo dessa
proteina e observaram que o pré-tratamento das células com os compostos 11 e 30
bloqueou a ativagdo da proteina induzida pelo soro e reduziu significativamente sua
atividade normal. Estes resultados sugerem que o modo de acdo destes compostos
analogos a migrastatina 1 envolve o bloqueio da proteina GTPase Rac, seguido pela
interrupcédo da formagdo de lamelipodia, uma das etapas iniciais no processo de
migragao celular.

Outro possivel alvo para a acdo da migrastatina 1 e seus analogos frente a
inibicdo de migracao celular, é a proteina fascina (Figura 12). %’

Figura 12 — Proteina fascina de H. Sapiens.

87 Almo, S. C.; Bathe, M.; Sedeh, R. S.; Fedorov, A. A.; Fedorov, E. V.; Ono, S.; Matsumura, F. J. Mol.
Biol. 2010, 400, 589.
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Seres eucariontes apresentam proteinas de ligacao altamente conservadas com
a evolucao das espécies, sendo que tais proteinas atuam unindo feixes filamentosos de
actina presentes em distintos processos do citoesqueleto, incluindo formagdo de
microvilosidades, estereocilios e filopodias. A fascina € uma proteina que se liga a
actina e que esta presente predominantemente na formacao de filopodias, sendo esta
uma etapa fundamental na migracao celular, tanto para células normais quanto para
células cancerosas.

Em 2010, Chen e colaboradores realizaram um estudo onde foi possivel verificar
que dois compostos derivados da migrastatina 1, anteriormente preparados pelo grupo
do professor Danishefsky (Figura 13), interagem de forma efetiva com a proteina
fascina de modo a inibir seu potencial de interacdo com actina na formagdo de

filopodias.®®

H
@) OV\O/\/OV\O/\/N (0]

0y

OMe OMe H

Figura 13 — Macrocetona (31) e macrocetona-biotina (32).

Varios testes foram realizados neste trabalho, mostrando que tais analogos da
migrastatina 1 inibiram até 80% da interagdo entre fascina e actina, sendo este um
resultado muito interessante. Nao obstante, os autores obtiveram imagens de raios-X
de cristais da proteina fascina na auséncia e presenca da macrocetona 31 ligada ao
sitio ativo, determinando desta forma, quais terminacdes peptidicas interagem com os
andlogos no sitio ativo desta proteina (Figura 14).

%8 Chen, L.; Yang, S.; Jakoncic, J.; Zhang, J. J.; Huang, X. Nature 2010, 464, 1062.
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Macrocetona

Figura 14 — Raios-X da macrocetona (31) no sitio ativo da proteina fascina.

Entretanto, no mesmo ano, Danishefsky e colaboradores publicaram um trabalho
questionando a veracidade das imagens de raios-X do complexo entre macrocetona-
fascina, anteriormente publicado pelo grupo de Chen. O grupo de Danishefsky,
baseado em seus estudos realizados a partir de técnicas de raios-X e ressonéancia
magneética nuclear (NOE e NOESY), alegou que o composto previsto para infusdo nos
experimentos de Chen, na verdade, era o estereoisdbmero da macrocetona 31 (Figura
15).%°

Estrutura da macrocetona Estrutura da macrocetona
de estudos divulgados por de estudos cristalograficos
Danishefsky realizados por Chen.
(0]
Me
(2)
(R)
"'OH
OMe
31

Figura 15 — Estruturas de Danishefsky e Chen.

% Gaul, C.; Njardarson, J. T.; Nagorny, P.; Krauss, |.; Perez, L.; Yang, G.; Ouerfelli, O.; Danishefsky, S. J.
Tetrahedron Lett. 2010, 51, 3873.
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Apés os fatos ocorridos, Chen e colaboradores emitiram uma nota oficial de
correcdo sobre seus estudos realizados alegando que os dados cristalogréaficos
publicados ndo se apresentavam robustos, desta forma, ndo sendo conclusivos seus
estudos do complexo macrocetona-fascina.®® Com isso, estudos relacionados a forma
de interacdo entre a migrastatina 1 e seus andlogos com o sitio ativo da proteina
fascina ainda continuam em aberto, sendo este um campo interessante para pesquisa,

pois tal entendimento possibilita um avancgo significativo na sintese de novos alvos.

2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho consistiu em investigar uma rota sintética curta
e eficiente para a sintese e avaliacdo bioldgica de substancias quimicas bioativas
derivadas da macrolactona da isomigrastatina (14), tendo como base a rota sintética
desenvolvida por nosso grupo (Figura 16).3® Paralelamente, em colaboragdo com o
grupo do Prof. Adriano Andricopulo, do IF/USP de Sao Carlos, teve-se por objetivo
realizar ensaios de avaliagcdo biologica de diversos compostos sintetizados neste

trabalho visando a geracdo de novas substancias quimicas bioativas candidatas a

novos farmacos no tratamento do cancer.

o) (0]
Me:., OMe Me
Me\)J\N)k o 4 Etapas O 6 Etapas \)\/:\/OH

B 18 TBSO 51al 33 OTBS

3 Etapas

00
Me\ M \\\OR

X7 ""OMe
34a,b

R =H, Me

Isomigrastatina

Figura 16 — Andlogos da macrolactona da isomigrastatina (14).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Planejamento sintético para obtencao de analogos da
macrolactona da isomigrastatina (14)
Os trabalhos iniciaram tendo como base a rota sintética desenvolvida pelo

grupo,® onde neste mesmo trabalho foram obtidos dois analogos da migrastatina (1)
com potencial inibitério superior ao produto natural de origem, sendo estes a

macrolactona 11a e o analogo aberto 35, ambos epimeros em C8 (Figura 17).

OMe | OMe
11a 35
|C50 =14 nM |C50 =22 nM

Figura 17 — Compostos com grande potencial obtidos pela rota sintética do grupo.

A analise retrossintética demonstra que as ligagbes C1-O e C6-C7 da
macrolactona 34a podem ser clivadas, levando ao alcool 36 (fragmento C7-C11) e ao
acido heptenodico (fragmento C1-C6), conectados pela reacdo de esterificacdo de
Steglich seguida pela reacao de metatese de olefinas. O &cido heptendico pode ser
obtido de fontes comerciais. O alcool 36 pode ser obtido a partir do intermediario 26 por
uma reacao de metilacdo na presenca de préton esponja, seguido da desprotecdo com
DDQ e oxidacao da hidroxila primaria com NMO e TPAP e reacao nas condi¢cdes de
Wittig.

Por sua vez, o intermediario 26 pode ser preparado a partir de uma reagéo de
reducdo da lactona 21a, seguida da protecdo da hidroxila primaria com o
tricloroacetimidato de PMB. A lactona 21a pode ser obtida pela reacédo de diidroxilacao
do aduto de aldol 19, que deriva da reacgdes entre o auxiliar quiral de Evans 18 e

acroleina (Esquema 5).
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Esterificacao
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OH O O OH Me
o &—— Me. — PMBO\)\/:\/OTBS
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Esquema 5. Andlise retrossintética para a obtencédo da macrolactona 34a.

3.2 Preparacao do fragmento C7-C11
A preparacdo deste fragmento inicia-se com a obteng&o da lactona a partir da

reacao alddlica entre a acroleina e o enolato de titanio da oxazolidinona (S)-(+)-18,
fornecendo o aduto de aldol 19 em 87% de rendimento e diastereosseletividade maior
que 95:05 para o aduto Evans.

Esta reacdo foi seguida pela protecdo da hidroxila secundaria em C9 com
TBSOT, levando ao éter de silicio 20 em 93% de rendimento.*®* O composto 20 foi
submetido a condicao de diidroxilagao, utilizando NMO e quantidade catalitica de OsQg,
fornecendo a lactona 21a em 70% de rendimento e ds > 95:05. Seguindo a estratégia, a
protecdo da hidroxila primaria de 21a com o grupo PMB conduziu a lactona 37, em 85%
de rendimento (Esquema 6).
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Esquema 6.Preparacéo da lactona 37.

Posteriormente, reducdo da lactona 37 com NaBH; a temperatura
ambiente, forneceu o diol 38 em 89% de rendimento (Esquema 7). Vale ressaltar que
nestas condigdes experimentais foi isolado o lactol 37a proveniente da transferéncia de
um hidreto (10% do rendimento total). Entretanto, o lactol isolado foi posteriormente
submetido as condicdes de reducdo, fornecendo o diol 38 em 89% de rendimeto.

0 OH OH Mo
Me:..” g NaBH, Me:.. . Ng PMBo\)\/:\/OH
—_—
[ THFH.O, ta, 89% / :
TBSO 37 "l TBSO 37a "l
OPNMB OPMB

3g OTBS

Esquema 7. Abertura da lactona 37.

A hidroxila primaria foi entdo protegida com TBSCI fornecendo o composto 26
em 93% de rendimento (Esquema 8).
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Esquema 8. Protecao do diol 38.

Metilacdo da hidroxila secundaria do alcool 26, seguida por desprotecao da
hidroxila primaria com DDQ/H20 levou a formacao do alcool primario 39 em 79% de
rendimento em duas etapas (Esquema 9). Oxidacédo do alcool 39 com TPAP e NMO
conduziu a formacao do aldeido 40, que por sua vez foi utilizado diretamente na etapa
seguinte sem prévia purificagdo. Assim, tratamento de 40 nas condi¢coes de Wittig com

PhsPCH3Br levou a olefina 27 em 83% de rendimento (Esquema 9).
1. MesoBF4
OH l\:/le Préton Esponja, CH,Cly OMe l\:/le
pmeo. A _A_oTBs Ho. A __A_oTBs
2. DDQ/H,0, CH,Cly, 79%

26 OTBS 39 OTBS

OMe Me PhsPCHaBr, (THF/ n-Bui OMe Me
O A _A_ores TREERETANBI) - (A _A_oTBS
-78°C, 1h, 83%

NMO, TPAP
—_— >
39 CHZC'Z, t.a.

40 OTBS 27 OTBS

Esquema 9. Preparacao da olefina 27.

Quando a reagao de metilacao acima foi realizada utilizando-se Mel e NaH, foi
observado a formacédo do produto 26a, proveniente da migracdo do grupamento TBS
(Esquema 10). Esta migracao deve ocorrer devido a formacdo de um intermediario

alcéxido, produzido pela abstracao do préton da hidroxila livre em 26 pela base.

Esquema 10. Produto de migragédo do grupamento TBS.
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Quando tetrafluorborato de trimetiloxénio e préton esponja foram utilizados,
devido a alta reatividade do agente metilante e a caracteristica da base, que embora
relativamente forte (pKa do &cido conjugado = 12,1) absorve prétons lentamente, ndo
havendo formagéao do intermediario alcdxido indesejado, houve apenas a formagéao do
produto de O-metilacdo 26a ( Esquema 11).

e

— N—Me
Me
MeCQ\M
H\'c')/A Me \_OMe e OMe Me
pmeo. A _A_oTBs pmso_L__A_otes — PmBo. L _A_otes
26 OTBS 5TBS 26a OTBS

Esquema 11. Mecanismo de formagao do composto 26a.

A olefina 27 foi tratada na sequéncia com HF-piridina para fornecer o alcool
primario 36 em 72% de rendimento (Esquema 12).

\)Oge/'\;/li/ HF-piridina-THF OMe Me
N OTBS s A _oH
- THF, t.a, 72% :
27 OTBS 36 OTBS

Esquema 12. Preparacao do alcool primario 36.

Vale ressaltar que o alcool primario 36 (fragmento C7-C11) foi preparado
anteriormente em nosso grupo para a sintese da macrolactona da migrastatina (1).
Entretanto, algumas etapas foram modificadas no presente estudo a fim de aperfeicoar
a rota sintética proposta. Os dados espectrais para este composto, bem como para os
intermediarios mencionados anteriormente estdo em acordo com os dados descritos
por nosso grupo de pesquisa.®
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3.3 Etapas otimizadas para a rota proposta
Durante o desenvolvimento dos estudos, houve a necessidade de otimizacédo de

duas etapas da rota proposta, sendo estas, etapas determinantes para a continuidade
do trabalho com objetivo de obter metodologias que proporcionem bons rendimentos e
um trabalho experimental mais robusto.

A primeira etapa otimizada foi a redug¢éo da lactona 37 para formagéo do diol 38,
que, anteriormente, era realizada utilizando-se LiAlH4; como agente redutor a 0 °C. O
rendimento para essa reacdo era de 75%, sendo que apds varios testes, foi
estabelecida uma condicdo otimizada onde foi usado NaBH4 como agente redutor, a
temperatura ambiente, sendo esta uma condigdo mais branda, alem de conduzir a um

aumento no rendimento para 89% (Esquema 13).

o LiAIH,
THF, 0°C, 75% OH Me
Me:. g pmeo. L _A_oH
| NaBH :

THF/H,0, t.a, 89%
OPMB

Esquema 13. Otimizagéo da reducéo para lactona 37.

A segunda etapa otimizada foi a reacdo de olefinacdo do aldeido 40 para
formacgao da olefina 27, que, anteriormente, era realizada utilizando-se o reagente de
Petasis (CpzTiMey).

O reagente de Petasis é preparado a partir da reagéao entre Cp,TiCl, e MeLi em
éter anidro. Este reagente é relativamente estavel por alguns dias frente a O, e H-0,
quando conservado em tolueno ou THF no escuro e sobre refrigeracdo, mas €
facilmente degradado na forma sélida quando exposto a luz, o que torna seu uso algo
pouco atrativo. O reagente olefinante, o carbendide, é preparado in situ pelo
aquecimento do reagente de Petasis em tolueno, a aproximadamente 60 °C.

Tendo o reagente de Petasis essas caracteristicas pouco atrativas, a condicao
de olefinacdo do aldeido 40, foi modificada onde entao optou-se pela aplicacdo das
condigdes de Wittig, sendo esta uma metodologia simples, eficiente e robusta em

termos de escala, onde o reagente (PhsPCH3Br) € altamente estavel. (Esquema 14).
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-78 °C, 1h, 83%

Esquema 14. Otimizagao para olefinacao do aldeido 40.

Nas condicdes de Petasis a reacdo era realizada 4 60 °C por 12h fornecendo o
produto em 75% de rendimento, sendo que quando a condicao de Wittig foi aplicada, o

tempo reacional foi de 1h a (178 °C onde a olefina foi obtida com 83% de rendimento.

3.4 Acoplamento entre os fragmentos C1-C6 e C7-C11
Com os dois fragmentos em maos, foram iniciados os estudos de acoplamento,

onde a condi¢do de esterificacdo de Steglich foi aplicada utilizando-se DCC e DMAP
como reagentes, conduzindo ao éster 41 em 87% de rendimento ap6s 12h de reacéo
(Esquema 15).

(@)
OMe Me acido 6-heptendico
\)\/—\/OH OH  DCC, DMAP
: * /\/\/\ﬂ/ CHoCl, 12h, 87%
36 OTBS 0o e

Esquema 15. Esterificagdo do alcool primario 36.

A formacado do éster 41 foi devidamente evidenciada pela analise de seus
espectros na regido do infravermelho, de RMN de 'H e de 'C. No espectro no
infravermelho observou-se o aparecimento de uma banda de absorcdo intensa
correspondente ao estiramento da ligagdo C=0 em 1731 cm’', caracteristica do grupo
carbonila de éster.

No espectro de RMN de 'H observa-se o deslocamento dos sinais de absorcao
correspondentes aos hidrogénios metilenicos, presentes anteriormente no alcool 36. No
espectro de RMN de '3C, observou-se o aparecimento de um sinal de absor¢do em
1783,6 ppm, caracteristico do carbono carbonilico de éster.

29



Dando continuidade, o éster 41 foi submetido as condicbes de metatese de
olefinas, sendo tratado com 20 mol% de catalisador de Grubbs 2% geragéo, em refluxo
com tolueno por 15 minutos, de acordo com a metodologia descrita anteriormente pelo
grupo,® onde ap6s purificagéo foi obtido 40% de rendimento para o produto desejado
(Esquema 16).

20 mol%

.OTBS Catalisador de Grubbs II .OTBS

tolueno, refluxo, 15min, 40%

“'OMe “'OMe

41 42

Esquema 16. Formacao da macrolactona 42.

Ha relatos na literatura que o tempo reacional, a temperatura, assim como a
concentracdo na qual a reacdo € feita, sdo fatores importantissimos para um bom
rendimento e seletividade neste tipo de transformacéo quimica.*

Em 2003, Grubbs e colaboradores*' publicaram um artigo relacionando
alguns importantes pontos na seletividade e reatividade de olefinas em reagbes de
metatese. Segundo os autores, modificagdes nas propriedades estéreas ou eletrénicas
da olefina como, por exemplo, modificacdo de grupos protetores, sao frequentemente
suficientes para alterar a reatividade destas. Metateses eficientes ocorrem quando
todos o0s componentes da reacdo sao prontamente acessiveis ao complexo
metalcarbeno, e reacbes que levam a produtos indesejados, como 0os homodimeros das
olefinas de partida comumente formados, séo evitados.

A reacdo de metatese consiste basicamente na troca de ligacbes covalentes
entre duas olefinas ou uma olefina e um alcino, e se refere a uma redistribuicdo do
esqueleto carbbnico, no qual duas ligagdes duplas carbono-carbono séo rearranjadas
na presenca de um catalisador metal-carbono. A reacdo entre duas olefinas distintas
recebe o nome de metatese cruzada (CM - cross metathesis) e sua versao
intramolecular € chamada de metatese de fechamento de anel (RCM — ring closing
metathesis).

**Hong, S. H.; Day, M. W.; Grubbs, R. H. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 7414.
4 Chatterjee, A. K.; Choi, T.; Sanders, D. P.; Grubbs, R. H. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 11360.
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O mecanismo mais aceito para a reacao de fechamento de anel é iniciado com
uma etapa de cicloadicdo [2+2] entre 0 complexo metalcarbeno e a olefina terminal
menos substituida do substrato, para produzir o intermediario metalaciclobutano A;
onde numa segunda etapa ha uma ciclorreversao [2+2] fornecendo entdo, um novo
complexo metalacarbeno B e uma olefina. Ap6s mais uma série de cicloadicdo e
cicloreverséo, etapas 3 e 4, ocorre a formagéo do cicloalceno desejado (Esquema 17).

R = alquil, fenil

/_/\_ Etapa 1 /:/'w:‘

R M=CHR R A M—CHR'
Etapa 2 /:/\:M Etapa 3
— . _ "
+ R
H,C=CHR'

R
Etapa 4 m . ue

Esquema 17. Mecanismo geral para RCM.

Frente a esses resultados na reagdo de metatese de olefinas para o éster 41,
houve entdo a necessidade de otimizacdo para dar continuidade a rota sintética
proposta. Apds diversas condi¢cdes reacionais testadas, modificando-se os parametros
de temperatura, tempo e concentracao reacional, foi obtida uma condicdo 6tima que
forneceu a macrolactona 42 de forma seletiva para a estereoquimica (E), em excelentes
rendimentos (90%), utilizando o catalisador de Grubbs de 22 geracdo em 20 mol% apo6s
5 minutos de reacdo, sendo empregado tolueno como solvente em refluxo (Esquema
18).

O O
Me* N\ OTBS Catalisa%%m%loérubbs I ~OTBS
NN "'OMe tolueno, refluxo, 5min, 90% "'OMe
N 41 42

Esquema 18. Formacéo da macrolactona 42 sob condi¢gdes otimizadas.
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Finalmente, a ultima etapa consistiu na desprotecdo do grupamento sililado,
realizada utilizando-se solucdo de HF-piridina em THF a 0 °C, seguido do tratamento
com MeOTMS. O uso de MeOTMS ¢ devido ao fato da alta afinidade entre Si e F gerar
uma eliminagéo de fluoreto do meio reacional de maneira branda e eficiente, obtendo-
se assim o analogo da macrolactona da isomigrastatina 14 em 76% de rendimento
(Esquema 19).

0-_0
Me \OTBS e piriding, THF ~OH
. 0°C, ta, 76% .
X "OMe ‘OMe
42 34a

Esquema 19. Formacdo da macrolactona 34a.

Baseado nos estudos realizados pelo grupo de Grubbs,*>*

procurando observar
de que forma os substituintes laterais do éster 41 influenciam em termos de reatividade
perante a reacdo de metatese e até mesmo objetivando obter novos compostos que
possuam atividade biolégica de interesse, optou-se pela preparagdo dos analogos
dimetoxilados 43 e 34b (Esquema 20 e 21).

A rota teve inicio a partir do éster 41, onde o mesmo foi submetido a reagéo de
desprotecdo do grupo sililado, utilizando-se solugdo de HF-piridina em THF & 0 °C,
seguido do tratamento com MeOTMS, obtendo assim o éster 44 em 67% de rendimento.
Em seguida, o composto 44 foi submetido a reacao de metilagdo com proéton esponja e
MezOBF4 em CH,Cl, como solvente, fornecendo o éster dimetoxilado 43 em 78% de

rendimento (Esquema 20).
OO

.OTBS \OH

Me3OBF,, préton esponja
CH,Cly, 78%

HF-piridina, THF ~OMe

‘ o, 0, .,
‘OMe 0°C, t.a, 67% ‘OMe

™ AN X
41 44 43

""OMe

Esquema 20. Preparagao do éster dimetoxilado 43.
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Com o éster dimetoxilado 43 em maos, foi entdo empregada a condicdo de
metatese de olefinas, utilizando o catalisador de Grubbs de 22 geracdo em 20 mol%

fornecendo a macrolactona 34b em 51% de rendimento (Esquema 21).

© 0._0
20 mol%
~OMe catalisador de Grubbs II Me'" ~OMe
tolueno, refluxo, 5min, 53% .,
OMe X ‘OMe
N
43 34b

Esquema 21. Preparacdao da macrolactona 34b.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que a troca do grupo
protetor sililado pelo grupo metoxila em C9, promoveu uma queda no rendimento para
obtencdo da macrolactona 34b via reacdo de metatese. Tal fato pode ser atribuido a
uma provavel variacao conformacional desfavoravel do éster 43 em relacao ao éster 41,
contribuindo negativamente para a reacdo de metatese, onde desta forma ha uma

queda na eficiéncia do processo.

4. AVALIACAO BIOLOGICA: INIBICAO DE MIGRACAO CELULAR

Em 2007, iniciamos um projeto em colaboracdo com o grupo do Prof. Adriano
Andricopulo, do IF/USP de Sao Carlos. O objetivo geral deste projeto de pesquisas é a
geracdo de novas substancias quimicas bioativas candidatas a novos farmacos no
tratamento do cancer de mama. A partir da parceria estabelecida neste projeto
pretende-se viabilizar, por meio da utilizagdo de técnicas modernas em quimica
medicinal e sintese organica planejada, a geracao de novos compostos com valor
farmacéutico para futuro desenvolvimento clinico, através do planejamento, sintese e
avaliacao bioldgica de diversas substancias quimicas.

Além disso, espera-se, com o0s resultados obtidos, a abertura de novas
possibilidades para produgcdo de novos medicamentos com tecnologia 100% nacional,
incentivando o desenvolvimento da area de P&D de farmacos no Brasil. Sendo assim,
para esta etapa de testes, foram selecionados os ésteres 43 e 44 e seus respectivos
analogos ciclicos 34a e 34b.
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4.1 Ensaio Wound Healing:
O ensaio de migracao celular empregando o modelo wound healing ou modelo

de cicatrizacao in vitro consiste num método de avaliacdo semi-quantitativo, utilizado
normalmente como um método de triagem e bastante util na selecao de concentracoes
apropriadas para a determinacdo dos valores de IC50 através do teste de migracéao

celular.

4.2 Preparo das Células:
A linhagem celular MDA-MB-231 utilizada & proveniente de carcinoma humano

derivado da metastase pleural decorrente de neoplasia mamaria, assim como a
linhagem DU-145 proveniente de carcinoma de préstata humana, ambas possuindo alto
poder de migracdo e invasdo.*’ A linhagem MDA-MB-231 foi cultivada em meio de
cultura DMEM (modified Dulbecco’s Minimum Medium — Cultilab), e a linhagem DU-145
em meio RPMI 1640 (Royal Park Memorial Institute). Para a estocagem em nitrogénio
liquido, as células foram congeladas em soro fetal bovino (SFB, estéril, Cultilab),
contendo 5% de dimetilsulféxido (DMSO).

As células foram cultivadas em placas de 24 pocos contendo 1 mL de meio de
cultura e 10% SFB. Ap6s a cultura se tornar confluente, foi realizada uma lesdo na
camada unicelular com o auxilio de uma ponteira pressionada contra o assoalho da
placa de cultura, formando assim uma fenda na camada de células (Figura 18). A
cultura foi lavada trés vezes com meio de cultura (sem soro) para a retirada completa

de residuos celulares (debris) da fenda formada.

*2 Stevanatto, K. B.; “Identificagdo de novos inibidores da migracdo celular em células de cancer de
mama e prostata”, Programa de Pés-Graduagao em Fisica- Dissertacdo de Mestrado - USP, S&o Carlos,
2008, orientador: Prof. Adriano Andricopulo.
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Figura 18 — A — Placa de 24 pocos com células confluentes representadas com
aumento de 400 vezes em microscopio O6ptico. B — Construcdo da fenda na
monocamada celular com fenda representada com aumento de 400 vezes em

microscépio optico.

4.3 Incubacao dos compostos:
Os compostos foram diluidos em 1 mL de meio com soro em concentragdes

variaveis, e essas solugcbes sdo depositadas nos pocos da placa de cultura, sendo
também utilizados um branco e um padrdo (Colchicina) todos feitos em ftriplicata. O
sistema foi fotografado digitalmente em um microscépio invertido (magnificado 4 vezes).
Imagens fotograficas foram capturadas no inicio do experimento (tempo de 0 h) e apds
a incubacéo das células a 37°C em 5% CO» por 22 h, sendo monitoradas até 72 h.
Esse tempo € necessario para que as células migrem e permitam uma avaliagdo do

fechamento da fenda realizada.

4.4 Analise dos resultados:
A partir da analise das fendas contendo os compostos selecionados em

comparativo com o padrao colchicina, para as duas linhagens de células tumorais
(Tabelas 1 e 2), pode-se estimar a faixa apropriada para as variagées de concentragao
no ensaio de migragédo celular. A vantagem é clara desse método de avaliagdo em
comparagcdo aos ensaios em camaras de migracdo celular que apresentam custos

operacionais e financeiros bem mais significativos.

35



Tabela 1. Resultado da avaliagdo dos compostos no ensaio celular wound healing
(células de cancer de mama humano da linhagem MDA-MB-231).

CODIGO CONCT:‘;‘AQAO INIBICAO (%)
Colchicina 1 80
34a 1 zero
44 1 zero
34b 1 zero
43 1 Zero

Tabela 2. Resultado da avaliagdo dos compostos no ensaio celular wound healing
(células de cancer de prostata humano da linhagem DU-145).

CODIGO CONCEE;';AGAO INIBICAO (%)
Colchicina 1 85 +1
34a i 10+ 4
a4 i 36+0,5
34b i 26 +3
a3 i 40 +2

Com base nos dados obtidos acima, € possivel observar que os compostos
selecionados ndo apresentaram eficiéncia quanto a inibicdo de migracédo de células de
cancer de mama humano da linhagem MDA-MB-231, em comparativo com o padrao
colchicina. Para células de céncer de prostata humano da linhagem DU-145, tais
compostos mostraram-se pouco eficientes, apresentando um valor maximo de até 40%
de inibicdo para o éster 43.

As imagens obtidas do experimento em 0 h e 22 h foram avaliadas medindo-se a
area da fenda em cada poco, através do software de manipulagcdo de imagens /Image J.
ApGs a obtencao das éareas, o calculo da porcentagem de inibicdo apresentada pelo
composto 43 foi realizado utilizando-se a férmula representada nas figuras 19 e 20.

36



Porcentagem de inibigia = 100 - [4“’?%- - Area ] X 100 ]
Area,,

Figura 19 — Imagens capturadas em microscopio 6ptico com aumento de 400 vezes em
0 h e 22 h apds a incubacao e féormula para o célculo da porcentagem de inibicao do

composto 43.

ENSAIO EM DU-145

Figura 20 — Fotomicrografias dos ensaios realizados de inibicdo para o composto 43.
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5. SINTESE DE NOVOS ANALOGOS

Com base nos resultados pouco satisfatorios de atividade biolégica para os
compostos 43, 44, 34a e 34b decidimos dar continuidade ao trabalho com o objetivo de
obter novas substancias com potencial inibitério. Como alternativa, propusemos a
sintese do epimero em C8 da macrolactona da isomigrastatina 14. Diferentemente dos

compostos 34a e 34b, este analogo possui uma insaturagéo entre C2 e C3 (Figura 21).

\OH

“OMe R=H, Me

14a
C8-epi-Macrolactona Isomigrastatina Macrolactona Isomigrastatina

Figura 21 — Macrolactona da isomigrastatina (14) e epimero em C8 45.

5.1 Sintese do epimero em C8:
A sintese do epimero em C8 da macrolactona da isomigrastatina (14) foi

realizada seguindo a mesma rota sintética até a obtencao do intermediario avancado 36,
sendo que o mesmo foi entdo submetido a reacédo de esterificagdo com o &cido 2,6-
heptadiendico, na presengca de DCC e DMAP, conduzindo ao éster 46 em 55% de
rendimento (Esquema 22).

OMe Me 7 - . - - - 7.
\)\;\/OH acido-(E)- 2,6 heptadler(ijo:o DCC, DMAP
: s PN Ghoy, 1en 5%
36 OTBS 0]

Esquema 22. Preparacao do éster 46.
A préxima etapa envolveu a reacdo de metatese de olefinas em 46 utilizando o

catalisador de Grubbs de 22 geracdo em 20 mol%. No entanto, apdés 5 minutos de
reacao, nao foi observada a formacao do produto esperado (Esquema 23).
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20 mol%
~OTBS Catalisador‘c’ie Grubbs I ~OTBS
tolueno, re,f\luxo, 5min .
OMe ‘OMe
™
46 47

Esquema 23. Tentativa de obtencado da macrolactona 47.

Em 2010, Dias e colaboradores® descreveram uma rota sintética para obtencéo
da macrolactona da migrastatina 10, assim como a sintese do epimero em C8 saturado
11a com rendimentos de 44% e 40% para a reacao de metatese, respectivamente
(Figura 22).

OMe
10

Figura 22 — Macrolactona da migrastatina (10) e epimero em C8 saturado 11a.

Entretanto, para a sintese do epimero em C8 48, a partir do éster 35a, os
resultados ndo foram satisfatérios, sendo que nao foi observada formacao de produto

apos reacao de metatese de olefinas (Esquema 24)

Me
20 mol%
Catalisador‘c,ie Grubbs |1

N
tolueno, refluxo, 15min

| =~ "0TBS =~ "0TBS
OMe OMe
35a 48

Esquema 24. Tentativa de obtencao da macrolactona 48.
Segundo os autores, uma justificativa para isso seria a possibilidade de
competicao entre processos de metatese, uma vez que a molécula possui outras duplas

ligacbes uma em C11-C12 e outra em C2-C3. N&o obstante o padrdo de substituicdo, a
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demanda estérea do substrato, o tamanho do anel a ser formado e a presenca de
heteroatomos coordenantes tém grande influéncia nos resultados. * Por essa
perspectiva e sendo esses compostos metabdlitos da isomigrastatina 14, pertencentes
a mesma rota biosintética, podemos entender o por qué da nao obtencdo da
macrolactona 47 pela rota proposta.?>2°

Entretanto, em 2007, Danishefsky e colaboradores®’ apresentaram uma rota
sintética para a isomigrastatina 14, onde a dupla ligacdo entre C2-C3 era obtida
somente apds a reagdo de metatese de olefinas, a partir da eliminacdo de um
grupamento PhSe, inserido no carbono C2 em posicao alfa a carbonila da respectiva
macrolactona 49 precursora (Esquema 25).
Me I\:/Ie

mCPBA, iProNEt
-78°C at.a, 93%

OMe

Esquema 25. Sintese total da isomigrastatina (14).

Pensando nisso, decidimos optar pela tentativa de inser¢cdo do grupo PhSe no
carbono C2 do éster avancado 41, com subsequente eliminacdo do grupamento PhSe,
obtendo assim, a macrolactona desejada. Diversas condigdes reacionais foram
testadas: Ph,Ses/LDA/THF; PhSeCl/LIHMDS/THF; PhSeCl/LDA/THF; PhSeBr/LDA/THF,
porém, nenhum resultado satisfatorio foi obtido, sempre com recuperagéo do éster 41
de partida (Esquema 26).

@) @) o o
X \OTBS 1.PhySe,/ LDA/ THF PhSe . )
Me™ ™ 2. Ph8eCl/ LIHMDS/ THF Me '\ OTBS
X 3. PhSeCl/ LDA/ THF X,
OMe 4 phseBr LDA/ THF OMe
A AN
41

Esquema 26. Tentativa de inser¢do do grupo PhSe no éster 41 avancado.

* Finelli, F. G.; “Sintese da macrolactona da migrastatina e andlogo. Sinteses e aplicagbes de novos
substratos em reacbes de RCAM catalisadas por [Mo].”, Programa de Pés-Graduacdo em Quimica- Tese
de Doutorado- Unicamp, Campinas, 2009, orientador: Prof. Luiz Carlos Dias.
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A tentativa anterior haveria de ser a forma mais rapida e préatica de obtencéo do
intermediario avancado possuindo o grupo PhSe na posicao alfa. Decidimos, entéo,
optar por uma rota mais longa, porém, com maior probabilidade de éxito.

Essa rota teve inicio reagindo-se o éster alifatico 50 com PhSeCl e LDA em THF
como solvente, conduzindo ao composto 51 em 25% de rendimento, ainda nao
otimizado. Na sequéncia, o éster 51 foi submetido a reacdo de hidrélise basica com
LIOH em MeOH/THF/H,O (2:1:2), fornecendo o acido 52 em 54% de rendimento
(Esquema 27).

SePh
MOEt PhSeCl / LDA MOEt
THF, 3h, 25%
50 O 51 O
SePh
51 LiOH _ OH
MeOH/THF/H,0, 54%
52 O

Esquema 27. Preparacao do acido 52.

Finalmente, com o acido 52 em maos, realizamos a reacao de esterificacdo com
o intermediario avancgado 36 na presenca de DCC e DMAP, conduzindo ao éster 53 em
40% de rendimento (Esquema 28).

O

OMe Me SePh PhSe
\)\/:\/OH OH  DCC, DMAP

: + Z D
36 OTBS 52 0 CH,Cl,, 12h, 40%

Esquema 28. Preparagao do éster 53.

Aposs obtencao do éster avangado 53, o mesmo foi entdo submetido a reacéo de
metatese de olefinas, utilizando o catalisador de Grubbs de 22 geragdo em 20 mol%,
fornecendo a macrolactona 54 em 94% de rendimento, ap6s 5 min de reacdo em

tolueno como solvente em refluxo (Esquema 29).
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20 mol% PhSe
\“OTBS Catalisador de Grubbs Il \“OTBS
. tolueno, refluxo, 5min, 94% .,
OMe X ‘OMe

53 54
Esquema 29. Preparagao da macrolactona 54.

Subsequiente purificacdo por coluna cromatografica levou a obtencao de dois
produtos com uma razao de 1:1, sendo estes os epimeros em C2 da macrolactona 54,
que foram diferenciados pela analise dos espectros de RMN de 'H. A estereoquimica
relativa para estes isbmeros nao foi determinada, pois, para os fins desejados isso ndo
seria relevante.

A seguir, realizamos uma desselenizacao oxidativa da macrolactona 54 para
formacao da insaturacéo entre os carbonos C2-C3, reagindo-a com H>O» 30%, em meio
basico, com NaHCOj; sendo THF empregado como solvente, formando assim a
macrolactona 47 desejada em 52% de rendimento. Entretanto, apds analise do
espectro de RMN de 'H, observamos a formacédo dos isdmeros Z e E, com uma razao
aparente de 1:1 entre os isbmeros, sendo que nao foi possivel determinar exatamente a

proporcdo por RMN, devido as sobreposicdes de sinais no espectro de RMN 'H

(Esquema 30).
@) O 0) O
PhSe
Me\\\ \\\OTBS H,0, 30% M \ \\\OTBS
. NaHCOs, THF, 52% . *

X ‘OMe X ‘OMe :
MeO

54 47a 47b

Esquema 30. Formacdo das macrolactonas 47a e 47b.

As condicbes para separacdo desses isdbmeros até o momento ndo foram
estabelecidas, porém, poderdao ser estudadas visando a obtencdo com alto grau de
pureza desses compostos para posterior desprotecdo do grupo sililado, seguido de
avaliagao bioldgica.
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Dando continuidade ao estudo, resolvemos investigar um pouco mais de que
forma o0s grupos substituintes, assim como as funcionalizacbes desses
macrocompostos influenciam diretamente ou nao, tanto no carater sintético como de
atividade.

Em 2011, Danishefsky* e colaboradores realizaram um estudo onde a partir da
sintese de varios derivados da migrastatina 1, puderam entender e avaliar a
estabilidade e viabilidade biolégica, promovendo assim um melhor entendimento quanto
a sintese e aplicabilidade dessa familia de compostos.

Os pesquisadores iniciaram o estudo com a preparacdo de analogos mais
simples da macrolactona da migrastatina 1, onde perceberam que tais compostos
apresentaram niveis de inibicdo mais elevados do que o composto natural 1 (Esquema
31).

OMe OMe
10 1
(0,022 uM) (0,024 uM)

OMe
1
(29 puM)
OMe OMe
55 56
(146 uM) (227 uM)

Esquema 31. Preparacédo de andlogos da migrastatina (1).

Curiosamente, foi observado que tanto a funcionalidade NH da cadeia lateral no

grupo glutarimida, assim como a insaturacdo em C2-C3 no anel das macrolactonas,

4 Danishefsky, S. J.; Lecomte, N.; Njardarson, J. T.; Nagorny, P.; Yang, G.; Downey, R.; Ouerfelli, O.;
Moore, M. A. S. Proc. Nat. Acad. Scien. 2011, 108, 15074.
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nao sao relevantes perante a atividade desses compostos, pois tanto o produto 10,
como o produto 11 saturado em C2-C3, apresentaram atividade superior ao composto 1
e muito préxima entre eles. No entanto, tais compostos apresentaram facilidade em
sofrer hidrolise o que limitou o entusiasmo dos autores. Pensando nisso, 0s autores
prepararam os compostos 55 e 56, que possuem um grupo isopropil no carbono C13,
mostrando maior estabilidade hidrolitica. Porém, a atividade desses compostos
mostrou-se muito inferior até mesmo ao produto natural 1.

A luz desses resultados, os autores buscaram resolver a problemética perante a
instabilidade da funcionalidade “lactona”, onde foram preparados 3 novos compostos:
macrocetona 31, a macrolactama 30 e o éter ciclico 57, sendo que os trés compostos
foram submetidos a testes biologicos e apresentaram resultados satisfatorios, além de
alta estabilidade e viabilidade sintética (Esquema 32).

0

OMe OMe OMe
31 30 57

Esquema 32. Analogos funcionais da macrolactona da migrastatina (1).

Sendo assim, realizaram uma gama de testes in vivo, para avaliar as
perspectivas terapéuticas dos compostos preparados perante a migrastatina 1, onde
observaram que o composto 57 mostrou ser 0 mais promissor para o tratamento de

diversos tipos de carcinomas, como por exemplo o de pulmao (Tabela 3).

Tabela 3. Inibicao de migracdo de células de cancro pulmonar pelo éter 57 (ICso em

UM).
Linhagem de Células Composto 45
A549 1,93 + 0,41
H1975 1,51 £ 0,69
H299 8,20 £1,75
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Com base nos dados observados acima obtidos pelo grupo do professor Danishefsky,
resolvemos preparar andlogos que possam apresentar maior atividade, derivados das

macrolactonas ja obtidas nesse trabalho.

5.2 Sintese do éter ciclico
A sintese do éter ciclico foi realizada seguindo a mesma rota sintética até a

obtenc&o do intermediario avancado 36, sendo que o mesmo foi entdo submetido a
reacao de eterificagdo com o triflato 58, na presenga de Cs,CO; e CH,Cl, como
solvente, conduzindo ao éter 59 em 30% de rendimento (Esquema 33).

OMe Me
W\/OH .\ /\/\/\/OTf CsCO;
- .a., CH.CI
36 OTBS 58 R

Esquema 33. Preparacao do éter 59.

A obtencéo do triflato 58 teve inicio com a reducao do éster 50 com LiAIH, em
THF, fornecendo o respectivo alcool 60 em 70% de rendimento, seguido da reagdo com
Tf,O/piridina em CH.Cl,, obtendo o respectivo triflato em 95% de rendimento (Esquema
34).

(@]
PP.L LiAHg, THE o~ ~_~_-OH
% — e 7
OFt 70%
50 60
6 TIO, /piriding, CHCl, o\~ ~_-OT!

95% 58

Esquema 34. Preparacéao do triflato 58.
A préxima etapa envolveu a reacdo de metatese de olefinas em 59, utilizando o

catalisador de Grubbs de 22 geragcdo em 20 mol% para obtencéo do éter ciclico 61, em
42% de rendimento (Esquema 35).
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20 mol%
~OTBS Catalisador de Grubbs I ~OTBS
tolueno, refluxo, 5min, 42% .
OMe ‘OMe
™
59 61

Esquema 35. Preparagéo do éter ciclico 61.

Finalmente, a ultima etapa consistiu na desprotecdo do grupamento sililado,
realizada utilizando-se solucdo de HF-piridina em THF & 0 °C, onde obteve-se o éter
ciclico 62, analogo da macrolactona 34a em 79% de rendimento. A partir da anélise do
espectro de RMN de 'H de 62 observou-se a perda dos sinais na regido de 0,9 ppm

referentes aos hidrogénios do grupamento sililado, ap6s a reacdo de desprotecao

(Esquema 36).
0]
~OTBS HF-piridina, THF Me™ O
"'OMe 0°Cata., 79% AN "'OMe
61 62

Esquema 36. Preparacao do éter ciclico 62 analogo da macrolactona 34a.

O composto 62 foi entdo enviado ao grupo do Prof. Adriano Andricopulo no
Instituto de Fisica da USP de Sao Carlos, para teste de cicatrizagao in vitro, com a
linhagem MDA-MB-231, proveniente de carcinoma humano de mama que possui alto
poder de migragao e invasao.*

As células foram cultivadas em meio de cultura DMEM (modified Dulbecco’s
Minimum Medium — Cultilab), e para a estocagem em nitrogénio liquido, foram
congeladas em soro fetal bovino (SFB, estéril, Cultilab), contendo 5% de
dimetilsulféxido (DMSQO). Os procedimentos experimentais de preparo das células,
assim como o de incubagcdo do composto 62, foram idénticos aos aplicados para os
compostos 34a, 34b, 43 e 44, onde a partir da analise dos resultados, o éter ciclico

mostrou-se totalmente ineficiente no processo de inibicao (Tabela 4).
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Tabela 4. Resultado da avaliagdo dos compostos no ensaio celular wound healing
(células de cancer de mama humano da linhagem MDA-MB-231).

CODIGO CONCT:‘;‘AQAO INIBICAO (%)
Colchicina 1 66 + 1
62 10 Zero

6. DETERMINACAO DA ESTEREOQUIMICA RELATIVA: lactona 21a

A lactona 21a é um intermediario chave em nossa rota sintética, pois apresenta
o0s trés centros estereogénicos presentes em nossos alvos, as macrolactonas 34a, 34b,
47a, 47b, o éter ciclico 62 e os ésteres alifaticos 43 e 44 (Esquema 37).

.OTBS

“OMe O

OH

""OMe

34b

Esquema 37. Intermediario chave 21a.
Em 2006, nosso grupo realizou um estudo onde uma série de lactonas de 5

membros foram sintetizadas, sendo estas similares a lactona 63, a partir das reacdes
de diidroxilagdo com OsO,4 catalitico e NMO de olefinas quirais com alta
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diastereosseletividade.*® Essas lactonas tiveram suas estereoquimicas determinadas
por andlise de dados de RMN 'H do biciclo 64 (Esquema 38).

O
OH 0 O 0 P
X NJ\O NMO, OsQq cat. Me.., o Cl;CO OCCls
\ / acetona-H,0, 0 °C, 40% THF, 25°C
Me - (ds = 89:11) HG
19 Bn 63
OH

Esquema 38. Determinagéo inicial da estereoquimica da lactona.

De acordo com este estudo, acreditava-se que a lactona 21, que possui o centro
em C8 com configuracdo S, era obtida como produto principal na reacdo de
diidroxilagdo do aduto 20. A principio, esta metodologia poderia ser aplicada na sintese
da macrolactona da migrastatina 10 (Esquema 39).

TBS\O o 0 0

A N)J\O NMO, OsO; cat. Me..,
\__/ acetona-H,0, 0 °C, 20%
= (Produto secundario)

O—>

Me
20 Bn TBSO 21

OH

Esquema 39. Rota sintética anteriormente estudada.

Porém, em 2009, o grupo realizou um novo estudo onde foram comparados
dados de RMN e [a]p dos intermediarios 35a e 65 obtidos neste trabalho a partir da
lactona 21a principal, com os dados dos compostos descritos por Danishefsky e
colaboradores. A comparagédo entre os dados para estes compostos, sugeriu que 0s
compostos preparados neste trabalho eram diasterecisbmeros dos compostos da
literatura (Esquema 40).*

*® Dias, L. C.; de Castro, I. B. D.; Steil, L. J.; Augusto, T. Tetrahedron Lett. 2006, 47, 213.
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0 OH

Me..,
(@] ™ Me E——

TBSO 65 OTBS
21a |
OH

OMe
35a

Esquema 40. Intermediarios comparados para determinagao da estereoquimica.

De acordo com estes resultados, concluiu-se que a reacao de diidroxilacao do
aduto de aldol 20 acontece através da aproximacao preferencial do reagente de 6smio
pela face Re do substrato, oposto aos grupos OTBS e Me vizinhos a olefina,
fornecendo a lactona 21a, com o centro em C8 R, como produto principal (Esquema 41).
Em reacdes com escalas de até 5 mmol, a lactona 21a é obtida como Unico produto, ja

em escalas maiores que 15 mmol, a lactona 21 também é obtida juntamente com a

lactona 21.
- TBS B} o
oH 00 0 © y
)k €, 0)
- NO| T /)
™ )J\ NMO, OsO; cat. | face Re Bn i o
P N _TBS _ produto principal
Me \_/ acetona-H,0, 0 °C OH O A o "
20 Bn
N ol Me. o
OH Me M/ o
face Si Bn i tesd’,,
OH

produto secundario

Esquema 41. Formagéao das lactonas 21 e 21a.

7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
Neste trabalho, foi apresentada a sintese de anélogos da macrolactona da

isomigrastatina 14, onde foram preparados 2 ésteres alifaticos, 4 macrolactonas e 1
éter ciclico, sendo todos inéditos (Figura 22).
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(34a) R = H, C2-C3 saturado

(34b) R = Me, C2-C3 saturado

(47a) R = TBS, C2-C3 A%3=F

(47b) R = TBS, C2-C3 A%3 =27

(62) R =H, C2-C3 saturado, C1 = CH»

Figura 23 — Compostos obtidos neste trabalho andlogos da isomigrastatina (14).

A sintese destes compostos foi realizada em 9 etapas para o composto 44; 10
para o composto 43; 11 etapas para o composto 34a; 12 para o composto 34b e 13
etapas para os compostos 47a, 47b e 62, sendo que todos os produtos foram obtidos
com rendimentos globais em torno de 3%.

Parte deste trabalho foi publicada no periédico Tetrahedron Letters em 2012,
em um trabalho intitulado Stereoselective synthesis of analogs of the macrolactone of
isomigrastatin, onde foi apresentada uma rota sintética eficiente para preparacdo dos
analogos 34a, 34b, 43 e 44. Contudo, a preparacao dos compostos 47a, 47b e 62, que
ainda estavam sendo estudados, ndo foi descrita neste trabalho. Este trabalho ainda
possibilita a preparacdo de mais analogos destes compostos com o objetivo de obter
novas substancias para submeter aos testes de cicatrizacao in vitro, sendo que desta
forma poderemos ter uma maior compreensao do potencial desta familia de compostos
(Figura 23).

46 Dias, L. C.; Monteiro, G. C.; Finelli, F. G.; Conegero, L. S.; Amarante, G. W. Tetrahedron Lett. 2012, 53,
707.
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Ry = NH, R, = H, C2-C3 saturado

Ry = NH, R, = Me, C2-C3 saturado

) Ry =NH, R, = TBS, C2-C3 A?>3=E

“OMe  R;=NH, R, =TBS, C2-C3A23=Z
Ry = NH, R, = H, C2-C83 saturado, C1 = CH,
Ry =0, R, = Me, C2-C3 saturado, C1 = CH,

WOR, R;=0,Rp=H,C2-C3A%*%= E/Z C1=CH,
Ry =0, R, = Me, C2-C3 A%3 = E/Z, C1 = CH,

OR,

"'OMe

Figura 24 — Possiveis alvos sintéticos analogos da isomigrastatina (14).

8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1 Reagentes e Solventes:
As reacdes envolvendo condigdo anidra foram realizadas sob atmosfera de

argbénio, em vidraria previamente flambada. Diisopropiletilamina, 2,6-lutidina, piridina,
tolueno e diclorometano foram tratados com hidreto de calcio e destilados antes do uso.
Tetrahidrofurano e éter dietilico foram tratados com sodio metalico e benzofenona e
destilados imediatamente antes do uso. Acroleina, cloreto de propionila, &cido triflico e
tetracloreto de titanio foram destilados imediatamente antes do uso. Peneira molecular
foi ativada a 100 °C por 6 horas. Os demais reagentes foram utilizados sem prévio

tratamento.

8.2 Métodos Cromatograficos:
As cromatografias de adsorcao em coluna (cromatografia flash) foram realizadas

utilizando-se silica-gel (230-400 mesh, Acros). Os eluentes empregados estao descritos
nos procedimentos experimentais. As analises por cromatografia em camada delgada
foram realizadas utilizando-se placas obtidas a partir de cromatofolhas de aluminio
impregnadas com silica gel 60 Fas4 (Merck). A visualizagdo se deu através de luz
ultravioleta (254 nm) e/ou através de revelacdo com solucdo etandlica de acido

fosfomolibdico, seguido de aquecimento.

51



8.3 Analises espectrométricas:

1
Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de H) e de

13
carbono desacoplado (RMN de C) foram obtidos nos aparelhos MHz, Varian Inova
500 MHz, Bruker 250 MHz. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes

por milhdo (ppm) e referenciados pelo sinal de cloroférmio e benzeno deuterados (7,26
1
e 7,15 ppm, respectivamente, para RMN de H e 77,0 e 128,0 ppm, respectivamente,
13
para RMN de C). A multiplicidade dos sinais dos hidrogénios nos espectros de RMN

de 1H foi indicada segundo a convencao: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), t
(tripleto), tl (tripleto largo), q (quarteto), gt (quintupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo
duplo dupleto), dt (duplo tripleto), e m (multipleto).

Os espectros na regiao do infravermelho foram obtidos em um aparelho Perkin-

-1

Elmer 1600 FTIR, com as frequéncias de absor¢cdo sendo expressas em cm . Os
angulos de desvio do plano da luz polarizada (a) foram observados nos Polarimetros
Carl Zeiss Jene Polamat A (lampada de Hg) e LEP (ldmpada de sddio), utilizando celas

de 1 cm, sendo descritos como segue: [0(]D (c (g/100mL), solvente). Os espectros de

massa de alta resolugdo foram realizados utilizando o aparelho g-Tof da Waters
(Micromass).

8.4 Procedimentos e caracterizacoes:

Todos os intermediarios obtidos até o composto 36 do presente estudo, foram
preparados anteriormente pelo grupo, sendo assim, seus dados de caracterizacao por
RMN 'H, RMN ®C, [a]p®°, IV e HRMS estdo de acordo com os descritos na

literatura.3>*?

(S)-4-benzil-3-((2S,3 R)-3-hidroxi-2-metilpent-4-enoil)oxazolidin-2-ona (19)
OH O O Uma solucdo da oxazolidinona 18 (580 mg; 2,48 mmol) em 25 mL

X N~ Yo de CH2Cl:foi resfriada a 0 °C sob fluxo de argénio e tratada, gota a
Me \—/

B gota, com TiCls (0,29 mL; 2,61 mmol) previamente destilado. A
19 Bn
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suspensdo amarela resultante foi entdo adicionada DIPEA (1,08 mL; 6,20 mmol). A
solucdo marrom avermelhada foi mantida sob agitacdo magnética a 0 °C por 1 hora.
Em seguida, a mistura reacional foi resfriada a -78 °C e acroleina (0,25 mL; 3,72 mmol)
previamente destilada foi adicionada gota a gota. A mistura reacional permaneceu sob
agitacao magnética a (178 °C por 1 hora e em seguida foi levada a 0 °C e agitada por
12 horas. A reacao foi interrompida pela adicdo de 5 mL de solucdo aquosa saturada de
NH4CI, filtrada através de celite, seguida por separagao das fases aquosa e organica. A
fase aquosa foi submetida a extragdo com CHCl, (3 x 10 mL), as fases orgéanicas
combinadas foram lavadas com solucdes aquosas saturadas de NaHCO3; e NaCl, secas
com MgSO, anidro e concentradas. Purificagdo por coluna cromatografica flash (20%
AcOEt/hexano) forneceu 624,2 mg do aduto de aldol 19 como um sdlido branco em
87% de rendimento.

Rf 0,27 (40% AcOEt/hexano).

(R)-4-benzil-3-((2R,3S)-3-(t-butildimetilsililoxi)-2-metilpent-4-enoil)oxazolidin-2-ona
(20)
TBS\O o O A uma solucao do aduto de aldol 19 (100,0 mg; 0,34 mmol) em 3
WkN)J\O mL de CH.Cl,, adicionou-se 2,6-lutidina (0,05 mL; 0,40 mmol),
Me \—/ mantendo-se a temperatura a 0 °C. Em seguida, adicionou-se a
20 Bri mistura, TBSOTf (0,09 mL; 0,37 mmol). Apds 1h, a reacédo foi
finalizada com a adicdo de 8 mL de H»0O, seguida por extracdo com éter etilico (3 x 5
mL). O extrato organico foi lavado com 3 mL de solugdo aquosa de HCI 1% gelado, 3
mL de solugdo aquosa saturada de NaHCO3; e 3 mL de solucdo aquosa saturada de
NaCl. O extrato organico foi entdo seco com MgSO. anidro e concentrado em
rotaevaporador. O produto foi purificado por cromatografia flash (10% de
AcOEt/hexano) fornecendo 127,6 mg do aduto de aldol protegido 20 em 93% de
rendimento como um 6leo incolor.
Rf 0,64 (30% AcOEt/hexano).

53



(3S,4S,5R)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(hidroximetil)-3-metil-diidrofuran-2(3H)-ona
(21a)
O A uma solugéo de NMO (1,17 g; 10,0 mmol) em 50 mL de acetona:agua
Me:., o (8:1) a 0 °C foi adicionada uma solug¢ao 0,2 M de OsQq4 (2 mL; 0,4 mmol).
: Apés 5 minutos de agitacdo, uma solucédo da olefina 20 (2,02 g; 5,00

7880 2132)H mmol) em 5 mL de acetona foi adicionada a solucado via canula. A
mistura reacional permaneceu sob agitacdo por 10 horas a temperatura ambiente e
entdo foi finalizada com a adicdo de 10 mL de uma solugdo de NaS;0s5 45% (m/V),
permanecendo em agitacdo por mais 40 minutos. Transcorrido este periodo, a mistura
reacional foi filtrada, e em seguida, o solvente foi evaporado, seguida por extragdo com
acetato de etila (3 x 10 mL). O extrato organico foi entdo lavado com 15 mL de solugéo
aquosa saturada de NaCl, seco com MgSO4 anidro e concentrado. Purificagdo através
de cromatografia flash (50% de AcOEt/hexano) forneceu 911,4 mg de 23a como um
6leo incolor em 70% de rendimento.

Rf0,58 (30% AcOEt/hexano).

(3S,4S,5R)-4-(t-butildimetilsililoxi)-5-(4-metoxibenziloxi)-3-metilciclopentano-na
(37)

O A uma solucdo da lactona 23a (2,0 g; 9,58 mmol) em 48 mL de
Me:. N CHClI; foi adicionado tricloroacetimidato de p-metoxibenzila (3,25
g ”"—OPMB g; 11,55 mmol) e acido canforsulfénico (62,0 mg; 0,27 mmol). A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 12 h. Transcorrido este periodo, a reacdo foi finalizada e
lavada com 20 mL de solucédo aquosa saturada de NaHCOs3, 15 mL de solu¢do aquosa
saturada de NaCl e 15 mL de 4gua destilada. As fases organicas combinadas foram
secas com MgSO, anidro e concentradas. Purificacdo através de cromatografia flash
(20% AcOEt/hexano) forneceu 2,5 g do éter de PMB 37 como um éleo amarelo em 85%
de rendimento.

Rf 0,50 (20% AcOEt/hexano).
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(2R,3S,4R)-3-(t-butildimetilsililoxi)-5-(4-metoxibenziloxi)-2-metilpentano-1,4-diol
(38)
OH Me A uma solugao da lactona 37 (2,1 g; 5,52 mmol) em 37 mL de

PMBO\)\_/_\/OH THF e 4,0 mL de H,O a temperatura ambiente, foi adicionado

38 OTBS NaBH; (1,25 g; 33,1 mmol). Apés 2 horas, a reagdo foi
finalizada com a adicao de 130 mL de éter e 14 mL de HCI 1%. Levou-se a 0 °C e
adicionou-se 13 mL de acido acético agitando a mistura por 30 min. Apos esse tempo, a
mistura foi extraida com éter etilico (3 x 20 mL). As fases orgénicas reunidas foram
secas com MgSO, anidro e concentradas em rotaevaporador. Purificacdo através de
cromatografia flash (40% AcOEt/hexano) forneceu 1,89 g do diol 38 em 89% de
rendimento como um 6leo incolor.

Rf70,30 (40% AcOEt/hexano).
(2S,3S,4R)-3,5-bis(t-butildimetilsililoxi)-1-(4-metoxibenziloxi)-4-metilpentan-2-ol
(26)

OH Me A uma solugao do diol 38 (850,0 mg; 2,21 mmol) em 23 mL
PMBO\)\/\/OTBS de CHcClz a 0 °C foi adicionado imidazol (241,7 mg; 3,54
26 OTBS mmol) e TBSCI (437,3 mg; 2,87 mmol). Apés 1h, a reagéo foi

finalizada com a adicdo de 20 mL de solucdo aquosa saturada de NaCl, seguida por
extracdo com CHxCl» (83 x 15 mL). O extrato orgéanico combinado foi seco com MgSQO4
anidro e concentrado. Purificacdo através de cromatografia flash (20% AcOEt/hexano)
forneceu 950 mg do éter de silicio 26 em 93% de rendimento como um éleo incolor.

Rf 0,61 (40% AcOEt/hexano).

(2S,3S,4R)-3,5-bis(t-butildimetilsililoxi)-2-metoxi-4-metilpentan-1-ol (39)

OMe Me A uma solucéo do alcool 26 (930,0 mg; 1,87 mmol) em 47 mL
Ho\)\/:\/OTBS de CHCl,, a temperatura ambiente sob atmosfera de argonio e
39 OTBS no escuro, foi adicionado préton esponja (794,7 mg; 3,74 mmol)

e MesOBF4 (467,1 mg; 3,27 mmol). Apdés 12 h de reacdo no escuro, a reagao foi
finalizada com a adicdo de 25 mL de HCI 1% gelado, seguida por extracdo com éter
etilico (3 x 30 mL). O extrato organico combinado foi filtrado em silica, seco com MgSQO,4
e evaporado sob vacuo.
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O bruto reacional foi diluido em 20 mL de CHxCl, e 1,0 mL de H20O, seguido pela
adicao de DDQ (510,0 mg; 1,87 mmol) a temperatura ambiente. Apds 2 horas, lavou-se
a mistura reacional com 20 mL de solugdo aquosa saturada de NaHCO3; e 10 mL de
solucdo aquosa saturada de NaCl, seguido pela extragdo com CH2Clz (3 x 30 mL). As
fases organicas reunidas foram secas com MgSO, anidro e concentradas em
rotaevaporador. O produto foi purificado através de cromatografia flash (20%
AcOEt/hexano) fornecendo 580 mg do alcool 39 em 79% de rendimento.

Rf0,53 (20% AcOEt/hexano).

(2R,3S,4R)-1,2-bis(t-butildimetilsililoxi)-4-metoxi-2-metilex-5-eno (27)

OMe Me A uma solugéo do alcool 39 (570,0 mg; 1,45 mmol) em 29 mL de
X : ~OTBS cH.Cl, a temperatura ambiente, agitadas previamente com
27 OTBS peneira molecular em pd por 15 minutos, foi adicionado NMO

(254,8 mg; 2,17 mmol). Apos 15 minutos, TPAP (26,3 mg; 0,0725 mmol) foi adicionado
a mistura reacional e esta foi mantida por agitacdo por 30 minutos. Em seguida, a
mistura reacional foi filtrada em silica e evaporada sob vacuo. A uma suspenséo de
PhsPCH3Br (2,59 g; 7,24 mmol) em 6,27 mL de THF a 0 °C, foi adicionado 4,0 mL de n-
BuLi 1,6 M lentamente. A solucdo foi levada a temperatura ambiente e em seguida a
1178 °C. O aldeido, sem prévia purificacdo, foi diluido em 7,0 mL de THF e sob
atmosfera de argbnio, foi adicionado lentamente a solu¢do. A mistura foi elevada a
temperatura ambiente e mantida em agitagao por 1 hora, sendo finalizada com adicao
de 28 mL de solucdo aquosa saturada de NH4CIl. A mistura foi extraida 3 vezes com
acetato de etila, evaporada a vacuo e o produto purificado através de cromatografia
flash (20% AcOEt/hexano) fornecendo 454,0 mg do produto 27 em 83% de rendimento.
Rf 0,74 (20% AcOEt/hexano).

(2R,3S,4 R)-3-(t-butildimetilsililoxi)-4-metoxi-2-metilex-5-en-1-ol (36)

OMe Me A uma solucéo do éter de silicio 27 (200 mg; 0,53 mmol) em 2 mL
X . ~_OH de THF a 0 °C em frasco de polietileno, adicionou-se 5,0 mL de
36 OTBS solugcdo estoque de HF-piridina (1 mL de HF-piridina, 4 mL de

piridina e 5 mL de THF). A reacdo foi mantida sob agitacdo por 12 h a temperatura
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ambiente e apo6s esse tempo, diluiu-se a mistura reacional em 12 mL de éter etilico e
adicionou-se NaHCO3; em p6 até a mistura reacional alcangar pH 7, deixando-se sob
agitacao por 10 min. A mistura resultante foi filtrada e evaporada sob vacuo fornecendo
104,3 mg do alcool 36 como um 6leo incolor em 71% de rendimento apds purificacéo
por cromatografia flash (40% AcOEt/hexano).

Rf 0,25 (20% AcOEt/hexano).

(2R,3S,4 R)-3-((tert-butildimetilsilil)oxi)-4-metoxi-2-metilhex-5-en-1-il-hept-6-enoato
(41)

A uma solucao do acido 6-heptendico (33,3 mg; 0,26 mmol) em 2
mL de CHxCl, adicionou-se, sob atmosfera de argbnio, DCC (54,0
mg; 0,26 mmol) e DMAP (8,0 mg; 0,06 mmol) a temperatura
ambiente. Por meio de uma canula, adicionou-se o alcool 36 (36

mg; 0,13 mmol) em 1 mL de CH.Cl.. Apds agitacdo por 12 h,
evaporou-se 0 solvente e o material foi submetido a purificacéo
através de cromatografia em coluna (20% AcOEt/hexano) fornecendo 40,5 mg do éster
41 em 87% de rendimento.

Rf 0,85 (10% AcOEt/hexano).

RMN 'H (CDCls, 250 MHz): & (ppm) 0,04 (s, 3H); 0,05 (s, 3H); 0,89 (s, 9 H); 0,93 (d, J =
6,5 Hz, 3H); 1,48 - 1,35 (m, 2H); 1,69 - 1,57 (m, 2H); 2,12 - 2,01 (m, 2H); 2,43 - 2,21 (m,
2 H); 3,23 (s, 3H); 3,48 — 3,38 (m, 1H); 3,76 — 3,73 (m, 1H); 3,97 — 3,91 (m, 2H); 5,32 -
4,93 (m, 4H); 5,87 - 5,65 (m, 2H).

RMN *3C (CDCls, 62,5 MHz): 5 (ppm) -4,7; -3,5; 11,5; 18,5; 24,4; 25.8; 26,1; 28,3; 33,4;
34,2; 35,3; 56,0; 66,7; 74,2; 84,9; 114,7; 119,4; 135,9; 138,4; 173,6.

[a]0? -46 (¢ 1,3; CHCI3).

IV (filme, cm™): 3055, 2955, 2930, 2857, 1731, 1640, 1471, 1422, 1266, 1097, 1005,
930, 741.

HRMS calculada para C21H4004Si [M*]: 384,2696; encontrado 384,2764.

57



(9R,10S,11 R, E)-10-((tert-butildimetilsilil)oxi)-9-metoxi-11-metiloxaciclododec-7-en-
2-ona (42)

A uma solucédo do éster 41 (25,0 mg; 0,06 mmol) em 250 mL de
LOTBS tolueno, foi adicionado o catalisador de Grubbs 2.2 geracdo (11,0
\ mg; 0,012 mmol) e o sistema reacional foi agitado sob refluxo

OMe durante 3 minutos. ApOs este tempo, a mistura reacional foi levada

42 a -78 °C e filtrada em uma coluna de silica com CH,Cl, como
solvente. Apés purificacao por cromatografia flash (40% de AcOEt/hexano) 21,1 mg da
macrolactona 42 foi obtida em 90% de rendimento.

Rf 0,46 (5% AcOEt/hexano).

'"H NMR (CDCls, 250 MHz): § (ppm) 0,07 (s, 3H); 0.10 (s, 3H); 0,91 (s, 9H); 0,99 (d, J =
7,2 Hz, 3H); 1,51 = 1,40 (m, 1H); 1,79 — 1,62 (m, 3H); 2,39 — 1,94 (m, 5H); 3,29 (s, 1H);
3,44 (dd, J=7,7, 11,2 Hz, 1H); 3,71 (dd, J = 1,3, 4,7 Hz, 1H); 3,77 (d, J = 6,9 Hz, 1H);
4,47 (dd, J=2,8, 11,2 Hz, 1H); 5,37 (dd, J= 6,9, 16,0, 1H); 5,62 (dt, J= 6,9, 16,0, 1H).
RMN '3C (CDCls, 62,5 MHz): 5 (ppm) -4,8; -4,1; 13,7; 18,2; 22,9; 25,9; 28,5; 29,6; 34,5;
57,2;65,8; 78,0; 85,4; 130,1; 133,5; 173,5.

[a10? -13 (¢ 0,7; CHCl3).

IV (filme, cm™): 3019, 2955, 2930, 2857, 1723, 1252, 1107, 1007, 838, 768, 669.
HRMS calculada para C19H3s04Si [M*]: 356,2383, encontrado 356,2461.

(9R,10S,11R,E)-10-hidroxi-9-metoxi-11-metiloxaciclododec-7-en-2-ona (34a)
A uma solucéo da lactona 42 (21,1 mg; 0,06 mmol), a 0 °C em 2,16
oH ML de THF anidro, foi adicionado 1,6 mL de solugcao de HF-piridina

lentamente e em seguida, a mistura foi elevada a temperatura

OMe  ambiente e agitada durante 24 horas. ApoOs este tempo, foi

34a adicionado 1,96 mL de MeOTMS a 0 °C e a mistura reacional foi
agitada por 10 minutos. ApoOs purificacdo por cromatografia flash (40% de
AcOEt/hexano), 10,9 mg da macrolactona 34a desprotegida foi obtida em 76% de
rendimento.
Rf 0,56 (40% AcOEt/hexano).
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'H NMR (CDCls, 500 MHz): 5 (ppm) 1,02 (d, J = 7,1 Hz, 3H); 1,82 — 1,64 (m, 3H); 2,35
- 2,00 (m, 6H); 3,28 (s, 1H); 3,49 (dd, J = 9,0, 11,5 Hz, 1H); 3,61 (dt, J = 2,7; 6,7 Hz,
1H); 3,84 (dd, J = 2,7, 8,3 Hz, 1H); 4,40 (dd, J = 2,7, 11,5 Hz, 1H); 5,42 (DDT, J = 1,5,
8,3, 16,0 1H); 5,82 (dddd J = 0,8, 5,5, 8,3, 16,0 Hz 1H).

RMN '3C (CDCls, 125 MHz): & (ppm) 13,7; 28,3; 29,1; 30,0; 34,0; 34,4; 56,3; 66,7; 76,9;
84,8;127,8; 136,9; 173,5.

[a10?° -50 (¢ 1,0; CHCI3).

IV (filme, cm'1): 3488, 3025, 2984, 2934, 2880, 1725, 1448, 1266, 1146, 757, 741.
HRMS calculada para C13H2204 [M*]: 242,1518, encontrado 242,1596.

(2R,3S,4R)-3-hidroxy-4-methoxy-2-methylhex-5-en-1-yl hept-6-enoate (44)

A uma solucéao do éster 41 (70,0 mg; 0,18 mmol) em 7,0 mL de THF
anidro a 0 °C foi adicionado 1,6 mL de solucdo HF-piridina
lentamente e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo durante 24
h a temperatura ambiente. Na sequéncia, foram adicionados 6,5 mL

de MeOTMS a 0°C e a mistura foi agitada por 10 minutos. Os
solventes foram removidos a pressao reduzida e o bruto reacional foi
purificado por cromatografia flash (40% AcOEt/hexano) fornecendo 33,0 mg do éster 44
em 67% de rendiemento.

Rf 0.10 (5% AcOEt/hexano).

'H NMR (CDCls;, 250 MHz): & (ppm) 0,95 (d, J = 6,9 Hz, 3H); 1,68 — 1,34 (m, 4 H); 2,09
—2,01 (m, 4H); 2,30 (t, J = 7,3 Hz, 2H); 3,27 (s, 3H); 3,61 — 3,50 (m, 2H); 4,13 — 3,93 (m,
2H); 5,02 — 4,91 (m, 2H); 5,40 — 5,29 (m, 2H); 5,85 — 5,67 (m, 2H).

3C NMR (CDCls, 62,5 MHz): 5 (ppm) 10,8; 24,4; 28,3; 33,3; 33,8; 34,1; <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>