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SYNTHESIS AND EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF HALOGENATED FURANONES
AND COMPOUNDS ANALOGUES TO NOSTOCLIDES. Considering the broad spectrum of biological activity of
gamma-butyrolactone derivatives, we presented the synthesis of 3,4-dihalo-5-arylidenefuran-2(5 H)-ones (17-21) and
analogues (24-28) of the natural product nostoclide (7,8). Furanones 17-21 were synthesized from the condensation
of aromatic aldehydes with lactones 14 and 15, that were obtained from mucobromic and mucochloric acids.
Lactone 15 was converted into the intermediate 23 in 36% overall yield. Compound 23 was then transformed into the
nostoclide analogues 24-28. Some of the compounds prepared showed antimicrobial activities against Escherichia
coli, Staphylococcus aureus and Bacillus cereus comparable to commercial antibiotics.
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INTRODUCAO

A utilizag@o de compostos com atividades antimicrobianas gerou
grande avango em relag@o a prevengdo e ao tratamento de doencas
infecciosas. Entretanto, o uso generalizado dessas substancias tem
acarretado problemas diversos, principalmente o desenvolvimento de
resisténcia dos micro-organismos aos antibidticos.'”

No inicio dos anos 60 observou-se que a bactéria Staphylococcus
aureus ja eraresistente a penicilina. Nas décadas de 70 e 80 surgiram
novas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas com diferentes
mecanismos de resisténcia. Nos tltimos anos tem-se observado o
surgimento de micro-organismos altamente resistentes, quase sempre
indestrutiveis ou com escassas opgdes terapéuticas para tratamento
com os medicamentos disponiveis.* Assim, hd uma necessidade cons-
tante de descoberta de novos agentes antimicrobianos que possam
ser empregados no tratamento de doencas diversas, causadas por
micro-organismos resistentes as terapias convencionais utilizadas.

Diversos estudos estdo sendo realizados para a busca de novas molé-
culas bioativas como alternativas terapéuticas. Compostos pertencentes
a diferentes classes funcionais, como peptideos, furanonas e terpenos,
t&m sido isolados de organismos marinhos (algas, esponjas, etc). Esses
compostos apresentaram atividade bioldgica diversificada, sendo ob-
servada significativa atividade antimicrobiana na maioria dos casos.’

Dentre as furanonas bioativas que apresentam comprovada
atividade antimicrobiana destacam-se as furanonas pertencentes a
classe dos y-alquilidenobutenolideos (Figura 1).! Diversos estudos
mostraram que furanonas bromadas inibem a formagio de biofilmes
em vdrias espécies de bactérias.'> As substincias conhecidas como
fimbrolideos (1), isoladas da alga vermelha Delisea pulchra, sdo
inibidoras da formagdo de biofilmes em Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus epideridis e
Streptococcus ssp.'*'® Ensaios realizados com compostos andlogos
aos fimbrolideos (2) mostraram sua capacidade de inibi¢@o ao cres-
cimento de diversas bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. !¢

*e-mail: lcab@ufv.br
#Artigo em homenagem ao Prof. Hans Viertler

Outras furanonas de ocorréncia natural como a protoanemonina
(3),%' o rubrolideo A (4),” o lissoclinolideo (5)* e a pulvinona (6)*
também apresentaram atividade antimicrobiana significativa.
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Figura 1. Estruturas de y-alquilidenobutenolideos com atividade antimicrobiana

Os nostoclideos I (7) e II (8) (Figura 2) foram isolados da alga
verde-azul Nostoc sp., encontrada no liquen Peltigera canina.”® Em
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fungdo do interesse em avaliar as atividades biol6gicas desses compos-
tos, foram desenvolvidas metodologias de sintese para os mesmos.?*%

Em continuidade ao nosso constante esfor¢o na busca por novos
compostos com atividades biolégicas como antimalarial,*** antican-
cer,’* inseticida,™3* nematicida® e fitotoxica®¥’ foi realizada a
sintese de alguns compostos andlogos aos nostoclideos e verificou-se
que os mesmos apresentam atividade fitotéxica.* Em testes realizados
com cloroplastos isolados de espinafre foi verificado que varios andlo-
gos aos nostoclideos, incluindo 9 a 13 (Figura 2) inibem a fotossintese,
interferindo no transporte de elétrons dirigido pela luz, da 4gua para
o ferricianeto de potdssio, um oxidante ndo biolégico.’!**40 A sintese
desses compostos foi realizada tendo-se como objetivo inseri-los em
um amplo programa de busca de novas substincias com potencial
atividade fitotoxica, que sejam seletivas, causem menor impacto ao
meio ambiente e apresentem potencial desenvolvimento comercial.

Nostoclideol R=Cl 7 R=p-NO2 9

Nostoclideoll R=H 8 R =m-NO, 10
R=p-CF; 11
R=m-CF; 12
R=p-CHs 13

Figura 2. Estrutura de Y-alquilidenobutenolideos (nostoclideos e compostos
andlogos)

Algumas arilidenofuranonas andlogas aos nostoclideos também
apresentaram citotoxicidade moderada em ensaios realizados com
linhagens de células cancerigenas humanas HL-60 (leucemia),
HCT-8 (cancer de c6lon), MDA/MDB (cancer de mama) e SF295
(cancer do SNC).*!

A atividade antibacteriana exibida por furanonas e y-alquilide-
nobutenolideos®!!?!* despertou o interesse para a investigacdo do
potencial antimicrobiano de 3,4-dialo-5-benzilidenofuran-2(5H)-onas
e de andlogos aos nostoclideos. Nesse trabalho apresenta-se a sintese
de 3,4-dialo-5-benzilidenofuran-2(5H)-onas 17 a 21 e de andlogos
aos nostoclideos 24 a 28. Estruturalmente, os compostos 24 a 28
correspondem aos andlogos 9 a 13 acrescidos do grupo isopropila na
posigdo B do anel lactdnico. Os ensaios para avaliacdo da atividade
antibacteriana foram realizados pelo método de difusdo em d4gar,
utilizando-se cepas das bactérias Escherichia coli, Staphylococus
aureus e Bacilus Cereus.*!

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Todas as reagdes foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio.
Os solventes tetra-hidrofurano (THF), éter dietilico, diclorometa-
no e di-isopropiletilamina (DIPEA) foram purificados conforme
procedimentos descritos na literatura.*> As solu¢des de brometo de
isopropil magnésio e de brometo de benzilzinco utilizadas foram
previamente preparadas. Os reagentes tetrakis(trifenilfosfina)palddio
(0) (Pd(PPh,),), trifluorometanossulfonato de tert-butildimetilsilila
(TBDMSOTY) e 1,8-diazobiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU), dispo-
niveis comercialmente, foram utilizados sem prévia purificacdo. Os
espectros na regido do infravermelho foram registrados em solucio
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de diclorometano, em espectrometro Perkin Elmer Spectrum 1000,
na regido de 4000 a 635 cm’. Os espectros de RMN foram obtidos
em espectrometro Varian Mercury 300, utilizando-se CDCI; como
solvente e tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno de referén-
cia. Os espectros de massas foram obtidos em aparelho Shimadzu
PQ5050A, operando por inser¢ao direta, e com detector de ionizacdo
por impacto de elétrons de 70 eV. As temperaturas de fusdo foram
determinadas em aparelho MQAPF-301 e ndo foram corrigidas.

Para a purificacdo dos compostos utilizou-se a cromatografia
em coluna de silica gel 60 (70-230 mesh-ASTM Merck). Todas as
reacdes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada
utilizando-se placas de silica gel Camlab-Polygram Silk/UV ,,, com
1,25 mm de espessura.

As furanonas halogenadas 14 e 15 foram sintetizadas a partir dos
acidos mucobromico e mucocldrico, e obtidas com rendimentos de 80 e
78%, respectivamente, conforme procedimento descrito na literatura.**

Os compostos andlogos aos nostoclideos (24-28) foram sinteti-
zados conforme procedimento descrito para a sintese dos compostos
17 a 21, utilizando-se como material de partida a lactona 23.

Procedimentos sintéticos

5(Z)-3,4-dibromo-5-benzilidenofuran-2(5H)-ona (17)

A um baldo bitubulado, sob atmosfera de nitrogénio, adicionou-se
3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (14) (0,089 g; 0,370 mmol), dicloro-
metano (3 mL), TBDMSOTT (85 uL; 0,37 mmol), DIPEA (155 puL;
0,60 mmol) e benzaldeido (0,083 g; 0,780 mmol). A mistura foi
mantida sob agitagdo magnética a temperatura ambiente por 1 h e
submetida a refluxo. Em seguida, adicionou-se DBU (60 pL; 0,63
mmol) e a mistura reagente foi mantida sob refluxo por 1 h. Logo
ap0os, foi realizada a extragio da mistura com diclorometano (3 x 10
mL) e a fase orgénica foi lavada com solucdo de HCI 3 mol L™ (2 x
15 mL), solugdo saturada de NaCl (2 x 15 mL) e secada sobre MgSO,
anidro. O solvente foi removido sob pressao reduzida em evaporador
rotativo resultando em material sélido marrom que, apds purificacio
por cromatografia em coluna de silica gel (hexano:diclorometano
2:1 v/v), forneceu um solido. Esse material foi recristalizado em
mistura hexano:diclorometano (50:1 v/v) e resultou na obtencdo
de 18 mg de um sélido marrom (0,11 mmol, 15%) da lactona 17.
T; = 100,0-100,6 °C. IV (filme NaCl, cm™) v 3057, 1769, 1647,
1556, 1221, 1180, 990, 969, 869, 755, 696; RMN de 'H (300 MHz,
CDCL,) & 6,16 (s, 1H, H-6); 7,39-7,43 (m, 3H, H-3’-H-5’); 7,79-7,82
(m, 2H; H-2°/H-6"); RMN de "*C (75 MHz, CDCL,) § 113.,4 (C-3);
114,5 (C-6); 129,3 (C-2’/C-6")*; 130,5 (C-4’); 131,3 (C-3’/C-5")*;
132,1 (C-17); 137,6 (C-4); 145,8 (C-5); 163,6 (C-2). EM m/z (%):
332 (C,,HBr,0,, [M+4]*, 48); 330 ( [M + 2]*, 100); 331 ([M]*,12);
328 (49);249 (11); 193 (39); 118 (65); 90 (83); 61 (70). *atribuicoes
podem estar invertidas.

Os compostos 18 a 21 foram sintetizados empregando-se o mes-
mo procedimento descrito para a sintese de 17. Em todos os casos
os compostos foram purificados por cromatografia em coluna de
silica gel utilizando-se como eluente hexano:diclorometano 2:1 v/v
e recristalizados em hexano:diclorometano 50:1 v/v.

5(Z)-3,4-dibromo-5-(3,4-metilenodioxibenzilideno furan-2(5H)-
ona (18): sélido amarelo (0,48 mmol, 65%), T, =170,5-171,2 °C; IV
(filme NaCl, cm") v 3075, 2917, 1768, 1651, 1569, 1502, 1269,
1254, 1106, 1017, 983, 930, 656. RMN de 'H (300 MHz, CDCl,) &:
6,04 (s, 2H, -O-CH,-0O-); 6,36 (s, 1H, H-6); 6,84 (d, 1H, J = 8,1 Hz,
H-5%); 7,21 (dd, 1H, J = 8,1 Hz, J = 1,8 Hz, H-6"); 7,46 (d, 1H, /= 1,8
Hz,H-2’). RMN de "*C (75 MHz, CDCL,) § 101,8 (-O-CH,-O-); 108.5
(C-5%); 109,0 (C-27); 110,3 (C-6); 1254 (C-6); 127,5 (C-3); 129,9
(C-17); 132,0(C-4); 148,7 (C-37); 149,8 (C-4°); 161,1 (C-2); 162,0 (C-
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5). EM m/z (%) 376 (C,,HBr,0,, [M+4]*, 45); 374 ([M + 2]*, 100);
372 (IM]+,53); 162 (52); 134 (58); 133 (24); 76 (82); 51 (27); 50 (86).

5(Z)-3,4-dibromo-5-(4-nitrobenzilideno)furan-2(5H)-ona (19):
s6lido amarelo (0,08 mmol, 13%), T, = 188,0-189,0 °C. IV (filme
NaCl, cm™) v 3041, 1724, 1593, 1609, 1518, 1345, 1108, 1024,
859, 786. RMN de 'H (300 MHz, CDCL,) § 6,77 (s, 1H, H-6); 8,00 (d,
2H, J =9 Hz, H-3’/H-5"); 8,27 (d, 2H; J =9 Hz, H-2’/H-6"). RMN de
13C (75 MHz, CDCl,) § 105,0 (C-6); 119,1 (C-3); 123,8 (C-3°/C-5")%,
129,8 (C-2°/C-6)*; 135,3 (C-4); 137,0 (C-17); 146,0 (C-5); 148,5
(C-4°); 158,3 (C-2). EM m/z (%) 377 (C,;H;Br,NO,, [M+4]*, 45);
375 ([M + 2]+, 100); 373 ([M]*,53); 162 (52); 134 (58); 133 (24);
76 (82); 51 (27); 50 (86). *atribuicdes podem estar invertidas.

5(Z2)-3,4-dicloro-5-(3,4-dioxametilbenzilideno )furan-2(5H)-ona
(20): s6lido amarelo (0,83 mmol, 70%), Tf = 159,0-160,0 °C. IV (filme
NaCl, em™) v . .3075, 2916, 1769, 1651, 1618, 1570, 1503, 1453,
1269, 1254, 1108, 1015, 803, 741. RMN de 'H (300 MHz, CDCl,) &
6,03 (s, 2H, -OCH,0-); 6,31 (s, 1H, H-6); 6,84 (d, 1H, J=38,1; H-5");
7,18 (dd, 1H, J=8,1;J=1,8; H-6"); 7,44 (d, 1H; J = 1,8; H-2"). RMN
de BC (75 MHz, CDCl,) & 102,0 (-OCH,0-); 109,0 (C-5°); 110,4
(C-2%); 113,0 (C-6); 126,2 (C-6"); 127,4 (C-3); 130,2 (C-1"); 132,3
(C-4); 148,7 (C-37); 149,8 (C-4’); 161,5 (C-5); 162,4 (C-2). EM m/z
(%) 288 (C,H,CL,O,, [M +4]*, 11); 286 ([M + 2]*, 65); 285 ([M +
117,21); 284 (IM]*, 100); 162 (37); 51 (16); 50 (26).

5(Z)-3,4-dicloro-5-(4-nitrobenzilideno)furan-2(5H)-ona (21):
sélido amarelo (0,06 mmol, 10%), T, = 150,0-150,5 °C. IV (filme
NaCl, em™) v . :3060, 2906, 1771, 1649, 1625, 1580, 1510, 1458,
1275, 1244, 1110, 1005, 805, 748. RMN de 'H (300 MHz, CDCl,) &
6,44 (s, 1H; H-6); 7,92-7,95 (m, 2H, H-3’-H-5’); 8,26-8,29 (m, 2H; H-
2’/H-6"). RMN de '*C (75 MHz, CDCl,) 8 101,0 (C-6), 121,7 (C-3),
122,9 (C-5%), 123,9 (C-3°), 126,9 (C-6"), 127,8 (C-2’), 141,0 (C-1"),
143,9 (C-5), 146,4 (C-4), 148,1 (C-4"), 160,0 (C-2). EM m/z (%) 289
(C,,H,CLLNO,, [M + 4]*,12); 288 ([M + 3]*, 9); 287 (IM + 2]*,67);
285 ([M]*, 100); 255 (50); 163 (13); 133 (70); 51 (88); 50 (33).

3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (22): A um baldo bitubulado,
sob atmosfera de nitrogénio, adicionou-se magnésio metdlico (0,248 g;
10,2 mmol), THF (10 mL) e soluc@o de brometo de isopropila em THF
anidro (0,836 g; 6,8 mmol, 10 mL de THF). A mistura foi mantida sob
agitagdo magnética por 40 min. Em outro baldo bitubulado adicionou-se
CuBr.Me,S (0,349; 1,7 mmol) e THF (25 mL), sob atmosfera de nitrogé-
nio a-78 °C. Apds 5 min sob vigorosa agitagdo magnética, essa mistura
foi adicionada lentamente ao baldo contendo reagente de Grignard, com
o auxilio de seringa. Em seguida, uma solucdo de 3,4-dibromofuran-
2(5H)-ona (14) (0,411 g; 1,7 mmol) e BF,.Et,0 (0,482 g; 3,4 mmol), em
15 mL de THF anidro, foi adicionada ao baldo, sob agitagdo magnética,
mantendo-se a temperatura de -78 °C por 1 h e temperatura ambiente
por 15 h. Solucdo saturada de cloreto de amoénio (50 mL) foi adicionada
a mistura, que permaneceu sob agitaciio magnética por 30 min. A fase
aquosa extraida com éter dietilico (3 x 50 mL) e a fase orgénica con-
centrada em evaporador rotatério, secada sobre MgSO, anidro e filtrada
e concentrada em evaporador rotatério. A lactona 22 foi obtida como
um 6leo de coloracdo amarelada, com rendimento de 93% (0,324 g, 1,6
mmol), determinado pelo método do padrdo interno utilizando a técnica
de cromatografia gasosa.IV (filme NaCl, cm™) v" _ :2969, 2931, 2873,
1773, 1637, 1458, 1015, 985, 755, 724. RMN de 'H (300 MHz, CDCl,)
81,20 (d, 6H, J =7 Hz, H-2"); 3,10 (sept, 1H, J=7 Hz, H-1"); 4,80 (s,
2H, H-5). RMN de *C (75 MHz, CDCl,) $ 20,1 (C-2"); 29,1 (C-17); 70,7
(C-5);107,2 (C-3); 169,2 (C=0 e C-4). EM m/z (%) 206 (C,H,BrO,, [M
+2]%; 6); 204 (IM]+, 6); 164 (27); 162 (26); 125 (19); 97 (17); 67 (53);
65 (26); 51 (28); 43 (100).
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3-benzil-4-isopropilfuran-2(SH)-ona (23): Em um baldo bitubu-
lado adicionou-se zinco (1,178 g; 18 mmol) e 1 mL de THF anidro.
A mistura foi sonicada por 15 min, seguida de agitacdo magnética
por 5 min, a temperatura ambiente. Na sequéncia foi adicionada
solu¢@o de brometo de benzila (0,71 mL; 6 mmol) em THF (3 mL)
e a mistura foi aquecida sob refluxo por 40 min. Apds o consumo
total do brometo de benzila, foi adicionado THF anidro (8 mL). Em
outro baldo bitubulado, sob atmosfera de nitrogénio, adicionou-
se 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-ona (22) (1,03 g; 5,0 mmol),
Pd(PPh,), (0,290 g; 0,25 mmol), dimetilformamida (25 mL) e THF
(13 mL). A mistura foi aquecida a 60 °C, sob agitacdo magnética. Apos
10 min sob refluxo adicionou-se lentamente solugdo de brometo de
benzilzinco previamente preparada (0,5 mol L'!; 12 mL; 6,0 mmol), e
o refluxo foi mantido por 5 h. Solug¢ao saturada de cloreto de amdnio
(200 mL) e a extragdo realizada com acetato de etila (5 x 50 mL). A
fase organica foi lavada com dgua destilada (6 x 50 mL), secada com
MgSO, anidro e concentrada em evaporador rotatério, fornecendo
um sélido marrom que foi purificado por cromatografia em coluna
de silica gel (diclorometano:hexano 3:1 v/v + 1% acetato de etila).
A lactona 23 foi obtida como um sé6lido amarelo com rendimento de
36% (0,390 g; 1,8 mmol). IV (filme NaCl, cm') v~ 3061, 3027,
2963, 2921, 2850, 1750, 1665, 1601, 1494, 1453, 1345, 1173, 1070;
1055, 1010, 699. RMN de 'H (300 MHz, CDCl,) &: 1,11 (d, 6H, J
=7,H-2"); 3,07 (sept., 1H, J =7, H-1""); 3,62 (s, 2H, H-6); 4,72 (s,
2H, H-5); 7,25 (m, 5H, H-2’-H-6’). RMN de *C (75 MHz, CDCl,) &
21,2(C-27);27,5(C-17); 29,7 (C-6); 69,0 (C-5); 126,7 (C-4°); 128,7
(C-3°/C-5"); 128,8 (C-3); 128,8 (C-2°/C-67); 138,5 (C-17); 167,1
(C-4); 175,3 (C-2). EM m/z (%) 216 (C,,H,O,) (10); 173 (25); 155
(10); 129 (100); 91 (37); 65 (22); 43 (20).

5(Z)-3-benzil-4-isopropil-5-(4-nitrobenzilideno)furan-2(5H)-ona
(24): solido amarelo; T, = 89,8-90,7 °C. IV (filme NaCl, cm™) v"
3100, 3070, 2925, 2852, 1768, 1518, 1433, 1342, 1110, 1075, 737,
695. RMN de 'H (300 MHz, CDCl,) § 1,34 (d, 6H, J =7 Hz, H-2");
3,19 (sept, 1 H, J =7 Hz, H-1""); 3,83 (simpleto largo, 2H, H-7); 6,20
(s, 1H, H-6); 7,20-7,33 (m, 5H, , H-2’-H-6"); 7,92 (d, 2H, /=9 Hz,
H-2""/H-6""); 8,22 (d, 2H, J= 9 Hz, H-3’"/H-5"""). RMN de "*C (75
MHz, CDCL,) 6 21,8(C-2"); 26,8 (C-17); 30,0 (C-7); 107,7(C-6); 123,1
(C-3/C-5"7); 127,0 (C-4%); 128,6 (C-3°/C-5")"; 129,0 (C-2’/C-6")";
131,1 (C-2’/C-6"); 135,0 (C-1""); 137,8 (C-17); 139,2 (C-3); 139,9
(C-4);149,9 (C-4); 157,6 (C-5); 170,0 (C-2). EM m/z (%) 349 ([M]*,
C, H,,NO,, 79); 334 (8); 321 (27); 306 (23); 260 (7); 215 (18); 152
(23); 141 (21); 128 (30); 115 (32); 105 (17); 91 (100); 84 (66); 65
(24). NOEDIFF (300 MHz, CDCL,): irradiagéio em 66,20 (H-6) causou
incremento nos sinais em & 1,34 (7,72%, H-2"); 3,19 (12,31%, H-1"")
e 7,92 (17,54%, H-2""/H-6""). *atribui¢des podem estar trocadas.

5(Z)-3-benzil-4-isopropil-5-(3-nitrobenzilideno )furan-2(5H)-
ona (25): s6lido amarelo, T, = 124,5-125,2 °C. TV (filme NaCl, cm™)
v L 3100, 3078, 3038, 1766, 1645, 1614, 1530, 1495, 1350, 1099,
1033, 1005, 910, 726, 700, 677. RMN de 'H (300 MHz, CDCl,) &
1,34 (d, 6H, J = 7,0 Hz, H-2”); 3,19 (sept, 1H, J=7,0 Hz, H-1");
3,83 (s, 2H, H-7); 6,20 (s, 1H, H-6); 7,20-7,32 (m, 5H, H-2’-H-6’);
7,57 (t, 1H, J = 8,0 Hz, H-5""); 8,13 (ddd, 1H, J=2,1 Hz, /= 0,9
Hz, J=8,0 Hz, H-4""); 8,17 (dupleto largo, 1H, J= 8,0 Hz, H-6"");
8,44 (t, 1H, J = 2,1 Hz, H-2""). RMN de "*C (75 MHz, CDCL,) &
21,8 (C-27"); 26,8 (C-17); 29,9 (C-7); 107,7 (C-6); 123,1 (C-4"");
125,1(C-6’"); 126,9 (C-4’); 128,5 (C-3’/C-5")"; 129,0 (C-2’/C-6")";
130,0 (C-3"""); 135,1 (C-1""); 136,0 (C-3); 138,0 (C-2°); 136,7 (C-
1’); 139,1 (C-4); 157,6 (C-5); 149,2 (C-57); 170,0 (C-2). EM m/z
(%): 349 (IM]*, C, H(NO,, 45); 332 (17); 306 (7); 266 (5); 215
(10); 141 (14); 128 (17); 115 (21); 91 (100); 89 (23). *atribuicdes
podem estar trocadas.
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5(Z)-3-benzil-4-isopropil-5-(4-trifluorometilbenzilideno )furan-
2(5H)-ona (26): sélido branco; T, = 83,3-83,6 °C. IV (filme NaCl,
cm) v 3029,2972,2932, 1769, 1649, 1615, 1495, 1416, 1324,
1165, 1124, 1069, 964, 699. RMN de 'H (300 MHz, CDCl,) 8 1,33
(d,6H,J=7,2Hz,H-2"); 3,17 (sept, 1H, J=7,2 Hz, H-1""); 3,83 (s,
2H, H-7); 6,20 (s, 1H, H-6); 7,20-7,33 (m, 5H, H-2’-H-6’ ); 7,62 (d,
2H, J=8,4 Hz, H-3"’/H-5""); 7,88 (d, 2H, J= 8,4 Hz, H-2""/H-6").
RMN de BC (75 MHz, CDCL,) 6 21,8 (C-2"); 26,8 (C-17); 29,9 (C-
7); 108,7 (C-6); 125,8 (q, J., = 3,7 Hz, C-3"/C-5""); 126,0 (CF,);
126,9 (C4’), 128,5 (C-2’/C-6); 128,9 (C-3°/C-5); 130,6 (C-4’);
130,7 (C-2°"/C-6"); 134,0 (C-3); 136,5 (C-1""); 136,8 (C-1"); 138,0
(C-4); 157,7 (C-5); 170,3 (C-2). EM m/z (%) 372 (IM]*, C,,H,,F,0,,
100); 329 (29); 301 (15); 215 (15); 173 (14); 158 (32); 141 (22); 115
(35); 105 (17); 91 (100); 65 (25); 51 (14).

5(Z)-3-benzil-4-isopropil-5-(3-trifluorometilbenzilideno )furan-
2(5H)-ona (27): sélido branco; T, = 89,9-90,8 °C. IV (filme NaCl,
cm?) v . 3090, 3060, 2971, 2932, 1775, 1613, 1500, 1464, 1329,
1167, 1127, 1075, 1002, 987, 802, 696, 655. RMN de 'H (300 MHz,
CDCl,) 6 1,33 (d, 6H, J = 7,2 Hz, H-2”); 3,17 (sept, 1H, J=7,2 Hz,
H-17); 3,82 (simpleto largo, 2H, H-7); 6,20 (s, 1H, H-6); 7,19-7,32
(m, 5H, H-2’-H-6); 7,48-7,56 (m, 2H, H-5"" e H-4’"); 7,88 (simpleto
largo, 1H, H-2"); 8,08 (dupleto largo, 1H, /= 6,9 Hz, H-6’"). RMN de
13C (75 MHz, CDCL,) § 21,8 (C-2); 25,9 (C-17); 29,9 (C-7); 108.,8
(C-6); 125,0 (q, J = 3,6 Hz, C-4°"); 125,2 (CF,); 126,8 (q, J =
3,8 Hz, C-27); 127,1 (C-4°); 128,5 (C-2’/C-6’); 128,9 (C-3’/C-5’);
129,5 (C-5"); 130,6 (C-37); 133,2 (C-6"); 133,8 (C-3); 133,9(C-
1°7); 136,9 (C-17); 139,33 (C-4); 148,46 (C-5); 169,88 (C-2). EM
m/z (%): 372 (IM]*, C,,H,,F;0,, 30); 344 (8); 330 (100); 289 (29);
155 (28); 115 (16); 91 (50); 84 (30); 65 (12); 51 (17).

5(Z)-3-benzil-4-isopropil-5-(4-etilbenzilideno )furan-2(5H)-ona
(28): solido branco; T;=87,2-88,4 °C. 1V (filme NaCl,cm™) v 3061,
3027,2927,2852, 1755, 1650, 1604, 1494, 1454, 1109, 1039, 863, 699.
RMN de 'H (300 MHz, CDCl,) § 1,24 (t, 3H, J = 7,5 Hz, CH,CH,);
1,31 (d, 6H, J=7,2 Hz, H-2"); 2,65 (q, 2H, J=7,2 Hz, CH,CH,); 3,15
(sept, 1H, J =7,2 Hz, H-17); 3,81 (s, 2H, H-7); 6,16 (s, 1H, H-6); 7,20
(d, 2H, J = 8,1 Hz, H-3"’/H-5""); 7,25-7,31 (m, 5H, H-2’-H-6"); 7,66
(d,2H,J=8,1 Hz, H-2"/H-6""). RMN de "*C (75 MHz, CDCl,) § 15,6
(CH,CH,); 21,9 (C-2");26,7 (C-1"); 29,0 (CH,CH,); 29,8 (C-7); 110,8
(C-6); 126,7 (C-4’); 128,5 (C-3/C-5""); 128,6 (C-3°/C-5")"; 128,9
(C-2’/C-67)"; 129,1 (C-2°"/C-6""); 130,8 (C-1""); 130,9 (C-3); 138,5
(C-1); 145,6 (C-4); 146,8 (C-4); 158,0 (C-5); 171,0 (C-2). EM m/z
(%) 332 (IM]+, C,;H,,0,, 100); 317 (16); 261 (8); 241 (6); 211 (12);
183 (9); 146 (12); 131 (42); 115 (21); 91 (50); 84 (28); 65 (9); 51 (11).

Ensaios biologicos

Avaliacdo da atividade antibacteriana

Para a avaliacio da atividade antimicrobiana foram utilizadas as
bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Bacillus cereus, Ribotipo 1 222-173-S4, isoladas de superficies de equi-
pamentos de pés-pasteurizagdo® e a Gram-negativa Escherichia coli.*

Foi empregado o método de difusdo em disco em meio sélido,
de acordo com as normas do National Committee for Clinical La-
boratory Standards (NCCLS, 2003), atualmente nomeado Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Placas de Petri contendo dgar Miieller-Hinton foram inoculadas
com suspensdes das bactérias utilizadas (2 x 108 UFC mL™"). Os com-
postos foram dissolvidos em dimetilsulf6xido (20 mg mL™"). Discos
de papel de filtro (6 mm de didmetro) foram embebidos com 10 uL
da solugdo teste de cada composto avaliado e posicionados sobre a
superficie do dgar das placas inoculadas. As placas foram incubadas
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por 48 h a 35 °C. Os didmetros das zonas de inibi¢do foram medi-
dos com paquimetro e expressados em milimetros. Os antibi6ticos
vancomicina (30 pg/disco), penicillina G (10 Ul), eritromicina (15
pg/disco), gentamicina (10 pg/disco) e estreptomicina (10 pg/disco)
foram utilizados como controles positivos e dgua esterilizada e DMSO
como controles negativos. Cada composto foi testado em triplicata
e repetido trés vezes, totalizando nove repeticdes. Os experimentos
foram montados em delineamento inteiramente casualizado e os re-
sultados foram analisados pela ANOVA e teste de Tukey a P < 0,05,
utilizando o programa computacional GENES (Genetics and Statis-
tical Analysis Versdao 2007.0.0 — Universidade Federal de Vigosa).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Sintese de 3,4-di-halo-5-arilidenofuran-2(5H)-ona

Utilizando procedimento da literatura,*** os dcidos mucobrdnico
e mucocldrico, disponiveis comercialmente, foram convertidos em
3,4-dibromofuran-2(5H)-ona (14) (75%) e 3.,4-diclorofuran-2(5H)-
ona (15) (60%).

Posteriormente, a reagdo com diferentes aldeidos aromadticos, sob
condi¢des de reacgdo de alquilidenac@o,* forneceu as correspondentes
3,4-di-halo-5-arilidenofuran-2(5H)-onas 17 a 21, cujos rendimentos
estdo apresentados no Esquema 1. Nao ha na literatura, até o momen-
to, relatos da sintese desses compostos, exceto para o caso de 21, que
foi obtido pela desidrata¢do do derivado aldélico correspondente.*®

A reagdo de alquilidenag@o envolve uma etapa de eliminagdo 3 e
pode ser aplicada a sintese de vdrios y-alquilidenobutenolideos naturais
e sintéticos.? Inicialmente ocorre a formacéo in situ dos sililfuranos
14a e 15a, conforme apresentado no Esquema 1. A reag@o de adi¢do
entre esses furanos e diferentes aldeidos aromaticos, na presenga de
di-isopropiletilamina (DIPEA) e excesso do dcido de Lewis trifluoro-
metanossulfonato de fert-butildimetilsilila (TBDMSOTY), resultou na
formagao dos intermedidrios aldélicos correspondentes (16a e 16b),
ndo isolados. A eliminagdo do grupo fert-butildimetilsiloxila a partir
desses adutos ocorreu empregando-se 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-
eno (DBU) sob refluxo, e subsequente adi¢do de HCI 3 mol L.

Essareacio € altamente estereosseletiva, resultando na formagao
preferencial ou exclusiva do estereoisomero com configuracdo Z,
em concordéncia com a literatura.*>° Os dados espectroscépicos
obtidos para os compostos 17 a 21 confirmaram a formagio exclu-
siva do isdmero Z. A presenga do dtomo de halogénio na posicdo
do anel lactonico representa um fator estrutural determinante para a
estereosseletividade na obteng@o desses compostos. Dados de expe-
rimentos bidimensionais de RMN (HSQC e HMBC) confirmaram
as atribui¢Oes para os sinais em RMN de 'H e de "*C.

Pelos dados do Esquema 1 observa-se que os rendimentos da
reacdo de alquilidenacio sdo melhores nos casos em que o anel
benzilideno apresenta grupos doadores de elétrons. Embora trés dos
produtos tenham sido obtidos com rendimentos muito baixos, nenhum
esforco foi feito para otimizar esta reacio, uma vez que nesta etapa
do trabalho o interesse nesses compostos estava direcionado para a
avaliacdo preliminar de suas atividades antimicrobianas.

Sintese dos compostos analogos aos nostoclideos

A sintese dos compostos 24 a 28 foi planejada de modo a man-
ter na estrutura dos andlogos os grupos benzila e isopropila no anel
lactOnico, presentes nos nostoclideos I e I, e introduzir diferentes
substituintes no anel aromatico do grupo arilideno, de modo a avaliar
a influéncia desses substituintes sobre a atividade bioldgica.

O procedimento original descrito para a sintese de 22 a partir
de 14 envolve o uso de reagentes organoestanicos altamente t6-
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17: X = Br, R=H (15%) X=Br16a
18: X = Br, R = 3 4-dioxametil (65%) X=Cl16b

19: X =Br, R=4-NO, (13%) - -
20: X =Cl, R = 3,4-dioxametil (70%)
21: X =Cl, R=4-NO, (10%)

Esquema 1. Metodologia para a sintese de 3,4-di-halo-5-alquilidenofuran-
2(5H)-onas (17 a 21). i) ArCHO, TBDMSOTY, DIPEA, CH,CL,, t. a. 1 h, ii)
DBU, refluxo 1 h

xicos, catalisadores de palddio e de Wilkinson de custos elevados,
e também requer longo tempo de reagdo (cerca de 5 dias). Em
funcdo desses aspectos, esta etapa do trabalho foi voltada para o
desenvolvimento de outro procedimento experimental mais ade-
quado para a introdugdo do grupo isopropila na posi¢do 4 do anel
lactonico. Nesse sentido optou-se pela investigacdo de condigdes
experimentais envolvendo adi¢do de Michael de di-isopropilcuprato
de litio no composto 14 com elimina¢@o de brometo (Esquema 2).
As condicdes experimentais avaliadas e os rendimentos dos produtos
sdo apresentados na Tabela 1.

Inicialmente a reac@o de adi¢do do grupo isopropila foi realizada
utilizando-se 1 equivalente de Cul na auséncia de dcido de Lewis
como catalisador, em THF e a -78 °C (Tabela 1, experimento 1). Nes-
sas condi¢des, o produto desejado (22) foi formado em apenas 2% de
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Esquema 2. Metodologia para a sintese de 3-bromo-4-isopropilfuran-2(5H)-
ona (22). i) i-PrMgBr (4 eq.), Cul (2 eq.), t.a. 40 min; ii) Me,SiCI (1 eq.),
Et,O/THF (1:3), -78°C, 1 h, t.a. 15 h

rendimento. O uso de Cul na presenga de clorotrimetilsilano (Tabela
1, experimento 2) resultou em considerdvel melhoria do rendimento
do produto 22 (63%). O uso de BF, em substitui¢do ao clorotrime-
tilsilano forneceu apenas 48% do produto (Tabela 1, experimento
3). Diversos experimentos variando a fonte de cobre (Cul ou CuBr.
Me,S), solvente (éter dietilico ou THF), 4cido de Lewis (Me,SiCl ou
BF,.Et,0) e temperatura (0 ou -78 °C) foram realizados (Tabela 1).

De acordo com os resultados da Tabela 1, o melhor rendimento
(93%) foi alcangado no experimento 6, utilizando-se CuBr.Me,S (1
eq.) e BF; (2 eq.). O uso de menor quantidade do 4cido de Lewis
resultou em reducdo no rendimento do produto (55%, experimento
7). A reducdo na quantidade de CuBr.Me,S (0,5 eq.) resultou ainda
em um maior decréscimo no rendimento (28%, experimento 8).

O uso de éter dietilico como solvente, mesmo se realizando as
reagdes a 0 °C, ndo resultou em melhoria do rendimento (experi-
mentos 9 a 14).

Para a introdug@o do grupo benzila na posi¢ao 3 da lactona 22
vérios experimentos foram realizados, todavia a metodologia que
resultou no produto desejado envolveu o uso do acoplamento de Ne-
gishi,”! utilizando-se brometo de benzilzinco e tetrakis(trifenilfosfina)
palddio (0) [Pd(Ph,),] (Esquema 3). A lactona 23 foi obtida com
rendimento superior (36%) ao descrito na literatura (25%), quando
também se utilizou o acoplamento de Negishi.”’

Finalmente, a reac@o de alquilidenacdo entre a lactona 23 e aldeidos
aromaticos substituidos forneceu os y-alquilidenobutenolideos 24 a 28,
andlogos aos nostoclideos, com rendimentos de 22 a 83% (Esquema
3). Conforme discutido anteriormente para a sintese de 3,4-di-halo-5-
alquilidenofuran-2(5H)-onas, também ocorreu a formagao de isdmeros
com configuracdo Z para a ligacéio dupla exociclica, tendo em vista a
presenga do grupo isopropila na posicdo 3 do anel lactonico.

Tabela 1. Condigdes para a otimizagao da metodologia alternativa para o preparo da lactona 22

Experimento CuX CuX  Acido de Lewis Acido de Lewis  Solvente Temperatura Rendimento Rendimento
(equiv.) (equiv.) (anidro) (°C) (% ) de 22 (%) de recuperagdo de 14

1 Cul 1 _ _ THF -78 2 _
2 Cul 1 Me,SiCl 2 THF -78 63 11
3 Cul 1 BF,.Et,0 2 THF -78 48 4
4 CuBr.Me,S 1 _ _ THF -78 11 _
5 CuBr.Me,S 1 Me,SiCl 2 THF -78 27 _
6 CuBr.Me,S 1 BF, Et,0 2 THF -78 93 1

7 CuBr.Me,S 1 BF, Et,0 1 THF -78 55 _
8 CuBr.Me,S 0,5 BF,.Et,0 1 THF -78 28 _
9 Cul 1 _ _ Et,0 0 4 _
10 Cul 1 Me,SiCl 2 Et,0 0 55 4
11 Cul 1 BF, Et,0 2 Et,0 0 64 11
12 CuBr.Me,S 1 _ _ Et,0 0 19 _
13 CuBr.Me,S 1 Me,SiCl 2 Et,0 0 39 26
14 CuBr.Me,S 1 BF, Et,0 2 Et,0 0 22 78
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22 23 (36%) U:R=pNOy (36%)

25: R= m-NO; (83%)
2:R=p-CF;  (40%)
27:R= m-CF3 (22%)
B:R=pEt  (30%)

Esquema 3. Procedimentos para a sintese dos compostos 24 a 28. i)
CH,CH,ZnBr (2 eq.), Pd(PPh,), (5 mol%), DMF:THF (1:1), 60 °C, 5 h,
36%; ii) C;H,CHO, DIPEA, TBDMSOTf

Avalliaciio da atividade antimicrobiana de furanonas
halogenadas e de compostos analogos aos nostoclideos

Considerando a grande demanda para a busca de novas substan-
cias com atividade antimicrobiana, foi realizada a avalia¢do in vitro
dos compostos 9 a 15 e 17 a 28, utilizando-se o teste de difusdo em
Agar.*52 Trata-se de um método padronizado pelo NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards) que permite classificar
a bactéria como susceptivel (S), intermedidria (I) ou resistente (R)
ao agente antimicrobiano.

Foram selecionadas cepas das bactérias Gram-positivas Staphylo-
coccus aureus, Bacillus cereus e Gram-negativa Escherichia coli, por
apresentarem elevada resisténcia a varios antibiéticos de uso clinico.

A Tabela 2 apresenta os valores do halo de inibi¢cdo dos compostos
9al5e 17 a28, apds 48 h de incubacio.

O efeito inibitério dos compostos 9 a 13 e 24 a 28 sobre as
bactérias foi pouco pronunciado, em comparagdo ao apresentado
pelos antibidticos utilizados como controle. Foi demonstrado recen-
temente em estudo da correlagdo de estrutura quimica de diversos
andlogos aos nostoclideos e atividade biolégica (QSAR)** que a
baixa atividade fitotoxica observada para alguns dos compostos
avaliados pode estar correlacionada a baixa solubilidade dos mesmos
em dgua. Embora os compostos tenham sido inicialmente solubi-
lizados em DMSO devido a pouca solubilidade em dgua, a baixa
atividade antimicrobiana pode ser devida em parte a baixa difusao
desses compostos no meio aquoso em que os testes foram realizados.

A presencga de atomos de halogénios nas posi¢des 3 e 4 do
anel lactonico parece potencializar a atividade antimicrobiana. As
lactonas 14 e 15 mostraram efeito inibitério compardvel ao dos
antibiéticos gentamicina e estreptomicina. Dos compostos perten-
centes a classe das 3,4-di-halo-5-arilidenofuran-2(5H)-onas (17 a
21), a lactona 17 foi a que apresentou maior atividade, pois inibiu
o crescimento de S. aureus e B. cereus de forma semelhante aos
antibidticos estreptomicina e eritromicina. Em relagdo a bactéria B.
cereus, observou-se que a lactona 20 apresentou atividade similar
a do antibidtico penicilina, e que as lactonas 18, 19 e 21 causaram
halo de inibi¢do superior em relagdo ao mesmo antibiético. Vale
ressaltar que devido a pouca disponibilidade de material, a lactona
21 foi utilizada em menor quantidade (100 pg/disco) em relagdo aos
demais compostos (200 pg/disco) e, ainda assim, causou inibicio
préxima a do antibiético vancomicina.

A atividade antimicrobiana de lactonas halogenadas tem sido
descrita na literatura.” O estudo de modelagem molecular para
avaliar o efeito inibitério de derivados N-acil-3-aminofuran-2(5H)-
onas halogenados e nao halogenados sobre a sintese de proteinas em
bactérias Gram-negativas mostrou que os compostos halogenados
sd0 mais ativos, devido a interag@o especifica com proteinas da
familia LuxR.*
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Tabela 2. Valores dos halos de inibi¢ao dos compostos 9 a 15 e 17 a 28, apds
48 h, na concentracdo de 200 ug/disco

Diametro da zona de inibi¢do (mm)

Micro-organismos G(-) G(+)
E. coli S. aureus B. cereus
Compostos
9 6 Ac 6Ag 6 Ah
10 6 Ac 6Ag 6 Ah
11 6 Ac 6Ag 6 Ah
12 6 Ac 6Ag 6 Ah
13 6 Ac 6Ag 6 Ah
14 17 Ba 7 Cfg 20 Ab
15 16 Aab 7 Bfg 16 Ade
17 8 Bc 15 Ad 17 Acd
18 6 Bc 10 Ae 10 Afg
19 7Bc 10 Ae 10 Afg
20 6 Bc 9 Abef 7 Bh
21%* 6 Bc 6 Bg 11 Afg
22 6 Ac 8 Aefg 8 Agh
23 6Ac 8 Aefg 6 Ah
24 6 Ac 6Ag 6 Ah
25 6 Ac 6Ag 6 Ah
26 6 Ac 6Ag 6 Ah
27 6 Ac 6Ag 6 Ah
28 6 Ac 6Ag 6 Ah
Controles
Vancomicina 30 pug 13 Bb 24 Ac 13 Bb
Penicilina G 10 Ul 8 Be* 51 Aa 8 Bgh
Eritromicina 15 pg 6 Cc* 31 Ab 18 Bbed
Gentamicina 10 ug 16 Ba 18 ABd 20 Abc
Estreptomicina 10 pg 16 Ba 15 Bd 24 Aa
Agua estéril 6 Ac 6Ag 6Ah
DMSO 6 Ac 6Ag 6Ah

*Utilizado na concentragao de 100 ug/disco. Médias seguidas da mesma letra,
maitsculas na horizontal, e mintsculas na vertical, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P < 0,05), *bactérias resistentes.

CONCLUSAO

A lactona 23, um intermedidrio na sintese de nostoclideos, foi
preparada por uma nova metodologia com rendimentos superiores
aos relatados na literatura. As atividades antimicrobianas de furano-
nas halogenadas (17 a 22) e dos andlogos aos nostoclideos 9 a 13 ¢
24 a 28 foram avaliadas contra as bactérias S. aureus, B. cereus ¢ E.
coli. De modo geral, as lactonas apresentaram atividade moderada
contras as bactérias avaliadas, mas em alguns casos foi observada
atividade compardvel aos antibidticos utilizados como controle.
Comparando-se as atividades antimicrobianas dos compostos 9 a 13
com 0s compostos contendo o grupo isopropila na posi¢do 4 do anel
lactona (24 a 28), ndo se observou diferenca significativa entre as
atividades, demonstrando a principio que o grupo isopropila parece
ndo ser essencial para a atividade sobre as bactérias avaliadas. De
modo geral, os compostos halogenados foram os mais ativos, e 0s
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resultados obtidos nesst trabalho com as lactonas halogenadas sdo
motivadores para o avango na sintese de novos derivados e continui-
dade nos estudos para a busca de substancias de a¢io antimicrobiana.
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