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TOXICOLOGICAL AND CHEMICAL ASPECTS OF ANATOXIN-a. Anatoxin-a and its analogues are azabicyclic alkaloids that
represent one of the most powerful nicotinic agonists known for the nicotinic acetylcholine receptor (nAChR). Because of this
potent mechanism of action, anatoxin-a and its derivatives represent a target for the discovery of novel drugs. Their syntheses are useful

for environmental monitoring and also for pharmacokinetic/pharmacodynamic and toxicological studies. Some strategies for the synthesis

of anatoxin-a and analogous compounds are described herein, covering the period from 1996 to the present date. In this review, emphasis
is given to the chemical and toxicological aspects of some variants of anatoxin-a, including homoanatoxin-a and anatoxin-a(s).
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INTRODUCAO

Os problemas ambientais referentes a preservacdo das dguas su-
perficiais e subterraneas tém-se agravado muito nas ultimas décadas,
principalmente em razdo do enorme crescimento populacional, e o
conseqiiente aumento da atividade industrial. Por este motivo, a legis-
lagdo vem sendo cada vez mais restritiva e exige maior fiscalizagdo'.

As cianobactérias (também chamadas “blue-green algae”) sdo
organismos muito discutidos, tanto pela capacidade de alguns géne-
ros de converter N, em NH3, como por serem provavelmente, um
dos primeiros organismos responsdveis pela geragdo de O, na at-
mosfera terrestre®. Elas s@o algas unicelulares que podem habitar
vérios ambientes em funcdo da sua pouca exigéncia nutricional (ener-
gia luminosa, CO,, N,, dgua e alguns minerais), sendo encontradas
principalmente tanto em dgua doce como salobre”. Sua presenga re-
presenta um risco a saude publica, pela proliferacdo acelerada em
ambientes eutrofizados e em reservatérios de dgua doce. Além disso,
muitas espécies podem biossintetizar toxinas, aumentando ainda mais
o risco a populagdo®*. Os incidentes toxicoldgicos relacionados com
as cianotoxinas incluem intoxicagdes de seres humanos e animais,
trazendo como conseqiiéncia, morte de gado, animais selvagens, ani-
mais domésticos e até humanos em todo o mundo’. No Brasil, ha
relatos de floragdes de cianobactérias em vdrios estados. O primeiro
relato toxicoldgico relacionado com cianotoxinas envolvendo huma-
nos aconteceu na cidade de Caruaru (Agude Tabocas), Pernambuco,
onde varios pacientes que realizavam hemodidlise no Hospital de
Caruaru foram expostos a microcistinas (cianotoxinas produzidas pela
cianobactéria Microcystis spp.), levando a morte quase 50% dos pa-
cientes que foram submetidos a hemodidlise com dgua contaminada
por microcistinas®.

Os mecanismos de acdo das cianotoxinas sdo diversos, podendo
ser hepatotdxicas, neurotdxicas, dermatotoxicas ou promotoras da
inibicdo da sintese de proteinas®. Os principais géneros produtores
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de cianotoxinas sdo Anabaena, Microcystis, Oscillatoria,
Aphanizomenon, Nodularia e Cylindrospermopsis’. No grupo das
neurotoxinas estdo saxitoxinas e seus andlogos, pertencentes as cha-
madas “paralytic shellfish poisoning” (PSP) que provocam bloqueio
nos canais de sddio na membrana dos neurdnios®; Anatoxina-a(s)
(“s” de saliva¢do), um organofosforado natural que age como inibidor
irreversivel da acetilcolinesterase’ e Anatoxina-a, um potente agonista
nicotinico da acetilcolina, cuja estrutura foi a primeira a ser elucidada
dentro desta classe'’. As estruturas quimicas destas neurotoxinas estao
representadas na Figura 1.
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Figura 1

MECANISMO DE ACAO E TOXICIDADE DA ANATOXINA-a

A Anatoxina-a (2-acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-eno) é um
alcaldide que possui uma amina secunddria biciclica, com massa
molecular e pk de 165 um.a. e 9,4, respectivamente''. Sabe-se que €
produzida por mais de um género de cianobactéria e dentre elas po-
dem ser incluidas Anabaena flos-aquae, Oscillatoria spp., Anabaena
circinalis, Aphanizomenon flos-aquae e Cylindrospermum spp.'.

A Anatoxina-a e seu homdlogo, a Homoanatoxina-a, agem como
potentes agonistas nicotinicos, tendo sido comprovado que impe-
dem reversivelmente a despolarizacdo neuromuscular de recepto-
res nicotinicos colinérgicos em musculo esquelético estriado de
mamiferos®. Foi sugerido que a ativagdo do receptor nicotinico
pds-sindptico da acetilcolina resulta em um fluxo de sédio, produ-
zindo despolarizagdo local suficiente para abrir os canais desse
cation e, também, os canais de célcio dependentes de voltagem. A
célula posterior pode amplificar a resposta, ativando mais canais
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de cdlcio'. Ha um bloqueio da transmissdo elétrica decorrente desta
despolarizacdo, que em dose suficientemente alta, pode levar a
paralisia, asfixia e morte'.

Os sintomas observados poucos minutos apds alguns animais
terem sidos expostos a Anatoxina-a por via oral (administragdo de
dgua doce contaminada) foram fasciculagdo muscular, convulsdes
e morte por parada respiratdria'®.

TOXICIDADE AGUDA

Os estudos sobre avaliagdo da toxicidade aguda da Homo- e
Anatoxina-a estabeleceram os valores da DL, e DL por diferentes
vias de administracdo em animais de experimentacdo'**' (Tabela 1).

Tabela 1. Doses letais da Anatoxina-a (a), Homoanatoxina-a (b) e
Anatoxina-a(S) (c)

DL Via Dose (ug Kg' p.c.i##*)
DL(2)  ip* 250

Animal Ref.

camundongo 16

DL, (a) Lp.* 375 camundongo 17
DL, (a) ip.* 200 rato 18
DL, (a) 1v.EE <100 camundongo 19
DL, (a) Oral >5000 camundongo 20
DL, (a) i.n FE* 2000 camundongo 17
DL, (b) ip.* 250 camundongo 12
DL, (c) Lp.* 20 camundongo 21

*1.p= intraperitoneal; **i.v= intravenosa; *** i.n.= intranasal;
#E¥E p.c.= peso corpdreo.

A partir dos primeiros estudos sobre a atividade farmacoldgica
e toxicoldgica da Anatoxina-a, vdrios trabalhos foram realizados
até o momento, principalmente referentes a poténcia da Anatoxina-
a sobre os diferentes tipos de receptores nicotinicos'>??. Swanson et
al.® propuseram a primeira hipitese de que a Anatoxina-a teria
maior atividade que seu antipoda, pois a forma destrégira apresen-
tou maior afinidade pelo receptor nicotinico. Dez anos mais tarde,
Alkondon e Alburquerque realizaram uma andlise comparativa do
grau de poténcia de isdmeros de alguns agonistas nicotinicos na
geracdo de corrente tipo IA e IIA em neurdnios de hipocampo de
rato. Neste experimento, os isomeros Opticos de Anatoxina-a de-
monstraram ser os mais estereosseletivos, comparados com os
isomeros da nicotina, epibatidina e outros compostos ativos. Tam-
bém neste mesmo experimento, a (+)-Anatoxina-a foi mais poten-
te que o isomero levdgiro. No entanto, cabe salientar que as corren-
tes de tipo I parecem ser produzidas pelo sub-tipo de receptor
nicotinico a., e as de tipo II ao subtipo o8,. Portanto, a Anatoxina-
a pode se ligar a estes dois tipos de receptores*. Com relagdo a
influéncia da Anatoxina-a sobre outros sistemas neuroldgicos, foi
comprovado por vérios estudos in vitro que, tanto a mistura racémica
de (£)-Anatoxina-a quanto (+)-Anatoxina-a tem igual ou maior po-
téncia que a nicotina, por ex., na estimulacdo da secrecdo de
catecolaminas enddgenas a partir de células cromafins de tecido
adrenal bovinos e de terminais do nervo estriado do hipocampo de
rato mediante seu receptor neuronal nicotinico®. Este fato foi cor-
roborado em um estudo in vivo realizado em ratos, o qual mostrou
que a Anatoxina-a estimula o sistema simpdtico por meio da libera-
¢do de catecolaminas dos terminais nervosos®. Estudos mais recen-
tes, como o realizado por Lakshmana et al.”’, relatam a apoptose
celular provocada pela Anatoxina-a em células ndo neuronais. A
citotoxicidade foi caracterizada pela perda de viabilidade celular,
liberagdo da enzima lactato-desidrogenase, perda da funcdo
mitocondrial e fragmentaciio de DNA, sugerindo a possibilidade de
que estes eventos sejam mediados pela geracdo de espécies reativas
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de oxigénio e ativacdo da via das caspases (familia de cisteina-
proteases que controlam a cascata proteolitica do processo
apoptotico).

Virios estudos tém examinado os niveis de Anatoxina-a em reser-
vatérios de dgua doce seguido da aparicdo de floragdes®. Até o mo-
mento, todos os casos de incidentes toxicoldgicos relacionados com a
Anatoxina-a e que levaram a morte em poucos minutos envolveram
apenas animais. Por ex., alguns destes relatos incluem morte de gado
na Finlandia, cachorros na Escdcia, Irlanda e Franga e flamingos no
Quénia®. Com relagdo ao efeito da Anatoxina-a em plantas, alguns
testes de laboratdrio com a planta aqudtica Lemna minore e a macroalga
filamentosa Cladophora fracta mostraram que houve um aumento sig-
nificativamente importante na atividade da enzima peroxidase (POD)
em ambos os organismos estudados. Depois de 4 dias de exposicdo, a
uma concentragio de Anatoxina-a de 25 pg mL'(P < 0,05), também se
observou um incremento na atividade da enzima glutationa-transferase
(GST) e uma redugio na produgao de oxigénio pela fotossintese para a
planta L. minor®®. Embora ndo haja casos de morte em humanos relacio-
nados a Anatoxina-a, o risco nao deve ser descartado. Outros sintomas
que também estdo relacionados aos géneros de cianobactérias produto-
ras de Anatoxina-a envolvem doencas gastrointestinais agudas,
dermatite alérgica e mal-estar geral, atribuidas a extratos de Anabaena
flos-aquae®.

TOXICIDADE SUB-AGUDA E CRONICA DA ANATOXINA-a

Os estudos sobre a toxicidade sub-aguda e cronica da Anatoxina-
a sdo escassos, pois a maioria das neurotoxinas produzidas por
algas leva a morte por toxicidade aguda. Os poucos estudos exis-
tentes ndo evidenciaram sinais clinicos ou histopatolégicos de
toxicidade sub-aguda (mortes em razdo da administracio da toxi-
na, mudangas importantes no peso, parametros hematoldgicos ou
bioquimicos) nos animais tratados com diferentes doses de
Anatoxina-a***. Entretanto, o fato da Anatoxina-a ter demonstra-
do alguma influéncia no aumento da atividade de enzimas impor-
tantes em plantas (GST e POD) pode indicar a possibilidade desse
composto exercer um efeito indireto, a médio ou longo prazo, em
proteinas com fungdes semelhantes em humanos. Por essas razdes,
os estudos com a Anatoxina-a poderiam ser estendidos a outros
sistemas enzimadticos e/ou vias bioquimicas em mamiferos para se
compreender melhor seu mecanismo de ag@o.

Embora existam vdrios grupos de pesquisa que estudam as to-
xinas produzidas por cianobactérias, ndo existem dados de ocor-
réncia de Anatoxina-a ou andlogos no Brasil. Apenas a Anatoxina-
a(s) foi descrita em estudos com extratos de algas e inibi¢do da
enzima acetilcolinesterase®.

A HOMOANATOXINA-a: UM POTENTE ANALOGO DA
ANATOXINA-a

O andlogo metilénico da Anatoxina-a, Homoanatoxina-a, foi iso-
lado pela primeira vez de uma cultura de Planktothrix (Oscillatoria)
Sformosa NIVA-CYA 92; posteriormente, foi testada a atividade do ex-
trato desta cepa na transmissido neuromuscular, obtendo-se como re-
sultado que esta cianotoxina tem como alvo a jungdo neuromuscular,
agindo especificamente no receptor nicotinico pés-sindptico, diminu-
indo a sensibilidade deste para a acetilcolina. A Homoanatoxina-a foi
identificada como um componente téxico de uma cepa de Rhadidiopsis
mediterranea LBRI 48, sendo essa a primeira identificacdo da produ-
¢éo simultinea de Anatoxina-a e Homoanatoxina-a pela mesma cepa®.
Arédoz et al.¥ estudaram 23 cepas de Oscillatoria e somente 3 delas
sintetizavam apenas Anatoxina-a. Por outro lado, apenas uma cepa foi
capaz de sintetizar Anatoxina-a ¢ Homoanatoxina-a simultaneamente,
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sugerindo que algumas espécies de cianobactérias teriam diferengas
regulatérias, o que levaria a biossintese preferencial de uma ou das
duas neurotoxinas.

O mecanismo de toxicidade da Homoanatoxina-a € semelhante ao
da Anatoxina-a, ou seja, age como um potente agente bloqueador
neuromuscular''®. Foi observado que em doses da ordem de pg (DL
apresentada na Tabela 1) a Homoanatoxina-a induz a paralisia corpo-
ral, convulsdes e morte por parada respiratdria entre 7 e 12 min. Fo-
ram realizadas algumas analogias entre os efeitos fisiolégicos produ-
zidos pela Homoanatoxina-a e a d-Tubocurarina mediante experimentos
com preparagdes de neurdnios de hemidiafragma. Foi observado que
o efeito fisioldgico de ambas é muito semelhante’. Outros estudos
demonstram que a Homoanatoxina-a produz um aumento da libera-
¢do de acetilcolina nas terminagdes dos nervos colinérgicos periféri-
cos, por meio da abertura de canais de Ca** dependentes de voltagem
tipo L. Philips et al.¥’, realizaram ensaios de competicdo pelo recep-
tor nicotinico em cérebro de rato, entre Nicotina e o-Bungarotoxina
marcadas e alguns andlogos sintéticos da Anatoxina-a (Homoanatoxina-
a, Propilanatoxina e Isopropilanatoxina). A Homoanatoxina-a e a
Isopropilanatoxina demonstraram poténcia funcional similar a da (+)-
Anatoxina-a na ligacio pelo receptor nicotinico o,

Alguns resultados experimentais obtidos por Smith*® sugeriram
que a primeira causa de morte de camardes durante quatro episddi-
os em um criadouro australiano foi a presenca de neurotoxinas pro-
duzidas pela cepa Oscillatoria corakiana. Nesses episodios evi-
denciaram-se danos histopatolégicos no trato digestivo dos cama-
rdes e ensaios com cistos Artemia também mostraram toxicidade.
Embora nio tenha sido identificada a presenga de cianotoxinas nesta
cepa, propde-se que niveis sub-letais de neurotoxinas (Anatoxina-
a, Homoanatoxina-a e PSP) teriam enfraquecido os camardes, le-
vando-os a menor consumo de alimento e imunossupressdo, o que
os fez mais propensos a infecgdo bacteriana.

ANATOXINA-a(S), O ORGANOFOSFORADO NATURAL
DE CIANOBACTERIAS

Uma outra cianotoxina no grupo de alcaldides neurotoxicos € a
Anatoxina-a(s). A Anatoxina-a(s) ¢ um é&ster metilico da N-
hidroxiguanidina fosfato, de massa molecular 252, e caracteriza-se
por ser quimica e fisiologicamente diferente das outras Anatoxinas ja
mencionadas. O “s” do nome da Anatoxina-a(s) deriva da excessiva
salivag@o viscosa observada em camundongos tratados com esta
cianotoxina®. Por essa razdo, a letra “s” de saliva¢do foi adicionada
ao nome do composto. A Anatoxina-a(s) € produzida por algumas
cepas de Anabaena flos-aquae e Anabaena lemmermannii®. Este com-
posto age como um inseticida organofosforado sintético, sendo con-
siderado o tnico organofosforado inibidor irreversivel de acetil-
colinesterase de ocorréncia natural conhecido®. Cook et al.*', na dé-
cada de 80, fizeram uma comparacdo da capacidade de inibicdo da
acetilcolinesterase entre a Anatoxina-a(s) e inseticidas sintéticos
inibidores reversiveis (carbamatos) e irreversiveis (organofosforados).
Os resultados obtidos sugeriram uma capacidade inibitéria da
acetilcolinesterase da Anatoxina-a(s) comparavel com o paraoxon (in-
seticida organofosforado). Além disso, em experimentos com animais
(administracdo via oral e intraperitoneal) foi verificado que essa to-
xina € incapaz de inibir a acetilcolinesterase cerebral, concluindo-se,
portanto, que ela ndo atravessa a barreira hematoencefélica. Por essa
razdo, foi também sugerido para Anatoxina-a(s) pouca tendéncia a
bioacumulag@o e baixa permanéncia em células adiposas e membra-
nas celulares. Além disso, esse composto é muito mais solivel em
dgua que os organofosforados sintéticos.

A inibi¢do da colinesterase impede a hidrélise da acetilcolina, in-
duzindo uma excessiva estimulagio colinérgica e abertura dos canais
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i0nicos, até provocar a exaustio do musculo. Um fato muito impor-
tante do ponto de vista clinico € que a inibi¢do da acetilcolinesterase
produzida pela Anatoxina-a(s) ndo pode ser revertida por oximas®*. A
DL, da Anatoxina-a(s) estd apresentada na Tabela 1.

ROTAS EMPREGADAS PARA SINTESE DE ANATOXINA E
ANALOGOS

Nos anos 70, apds a caracterizagdo quimica e estrutural da
Anatoxina-a, vdrias rotas sintéticas que levam a essa substancia e
andlogas vém sendo descritas. Isso se deve, principalmente, ao fato
dos processos existentes para a extragdo da Anatoxina-a serem mo-
rosos e, na maioria dos casos, apresentarem baixos rendimentos.
Devido a importancia desses compostos, vdrios grupos de pesquisa
vém descrevendo caminhos sintéticos para prepard-los. Nessa di-
vulgacdo, selecionaram-se as estratégias mais relevantes e recentes
para sintese da Anatoxina-a e seus andlogos.

Estudos referentes a sintese desta molécula, anteriores a 1995,
ja foram relatadas em artigo de revisdao®.

A abertura de f-lactamas, utilizando reagdes tandem de &nions,
foi descrita por Parsons er al.* para obter a (+)-Anatoxina-a e seus
andlogos (Esquema 1).
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Ph™ N MeOH, Boc,0 2)Ref. 45
3) TFA, CH,Cl,
MeLi I 4a
s I
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5 GH
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2)Ref. 45
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Rapoport, ref. 45= (2.1) NaH, THF, MeOH (2.2) TBDMSCI, Et3N (2.3) Pd(OAc),, MeCN

Esquema 1

O biciclo 3, obtido por reacdo de 2 com metil-litio, foi trans-
formado, in situ, no iodeto 4a correspondente por meio de reacdes
sucessivas de desbenzilagdo, prote¢do do atomo de nitrogénio com
grupo Boc e tratamento com iodo. O iodeto 4b foi obtido pelo
tratamento do dlcool 3 com iodo e trifenil fosfina. Os compostos
4a e 4b, assim obtidos, foram transformados na (x)-Anatoxina-a 1
através de metodologia jd descrita por Rapoport et al.*, destacan-
do-se como vantagem desta rota a possibilidade de obtenco da to-
xina em escala de gramas.

Na preparagdo de andlogos da Anatoxina-a (Esquema 2) Parsons
e colaboradores* utilizaram a $-lactama 5 como material de partida.
A abertura do anel S-lactdmico foi realizada pelo emprego de reagentes
de Grignard para levar as cetonas 6. Na seqiiéncia, ocorreu uma
ciclizacdo eletrofilica, posteriormente usou-se reagentes de selénio
para introduzir uma ligacdo dupla, em posicdo definida, através da
eliminacéo de selendxido 7. Os compostos 8 foram reduzidos por
hidrogenagdo e os assim obtidos (9) foram transformados nos andlo-
gos 10, seguindo novamente a estratégia proposta por Rapoport®.

Forro e colaboradores*’ propuseram como um possivel material
de partida para sintese da Anatoxina-a, enantiomericamente pura,
as fB-lactamas 16 e 17 (Esquema 3).

A B-lactama racémica 12 foi preparada pela adigéo de isocianato
de clorosulfunila (CSI) no cicloocatadieno (11). Este foi sonicado*
com paraformaldeido, resultando na ((x)-13) f-lactama N-
hidroximetilada (Esquema 4).

A B-lactama N-hidroximetilada racémica (13) em presenga do
vinil acetato e da PS lipase, resultou no éster (14) e no alcool (15)
com 53% de conversdo ((1R, 85)-14 (e.e. 92%), (1S, 8R)-15 (c.e.
96%)) (Esquema 4).



1368 Rodriguez et al.
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Rapoport, ref. 45= (2.1) NaH, THF, MeOH (2.2) TBDMSCI, Et;N (2.3) Pd(OAc),, MeCN

Esquema 2

o
O e )
N_oH TUpsse N ocor HoN

(£)-13
65% NH4OHMeOH 72%
R=Pr, Me
NH
16 17
Potenciais materiais de partida para sintese de Anatoxina-a
Esquema 3
O o}
1 o] CH20
Na2803 NH ) N
) \OH
(#)-12 ®)-13
Esquema 4

O tratamento do éster (16) e dlcool (17) com hidréxido de
amonio levaram a f-lactamas, com a estereoquimica definida.

A Anatoxina-a e a Epibatidina (Figura 2) sdo potentes agonistas
nicotinicos. Baseado nisto, foi preparado o hibrido UB-165 (18) e
seu enantidmero, a fim de testar sua afinidade em sitios ligantes
[*H] nicotinicos em cérebros de ratos. Estudos realizados pelo au-
tor constataram que este hibrido é um potente agonista nicotinico
situado entre Anatoxina-a e a Epibatidina®. Hibridos desses
agonistas nicotinico foram estudados tanto no plano sintético como
bioldgico.

™ A0 Py 0
P
S
\
Epibatidina Anatoxina-a
He = Cl
N |
N
18
\ UB-165

Hibrido Anatoxina-a / Epibatidina
Figura 2

Gallagher et al.® descreveram um novo método de ativagio e
funcionalizac@o no C-10. Essa estratégia permite a incorporagio de
residuos de tioésteres contendo fluorescéncia, fornecendo novos
ligantes probes estruturais (Figura 3). Os autores salientam que
modificacdes deste tipo realizadas nesta posi¢do, mantendo-se a
unidade acetila preservada, ndo comprometem a atividade biol6gi-
ca’l.

A aminocarbonila¢do intramolecular de aminas insaturadas foi
descrita recentemente como um método eficiente na construgdo de
importantes alcaldides e compostos biologicamente relacionados.
Muitos exemplos de ciclizagdes de compostos com aminas
insaturadas ja foram estudados®.
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Funcionalizagéo C-10 da Anatoxina-a

Figura 3

Ham et al.® propuseram uma reagdo de aminocarbonilacdo
intramolecular (Esquema 5) utilizando a olefina ciclica 19, catalisada
por palddio, para obtencdo do anel biciclico 20, que pode ser facilmen-
te convertido na (%)-Anatoxina-a**.

HR
_PdCl,, CuCly Lb éb
G0 Moo > :
o=
OMe OMe
19 20

47-66%
R=CH3 CH,Ph, CO,CHy, SO,CH3, SO,CgH4CH3

Esquema 5

A sintese da (-)-Anatoxina-a via ciclizacio assimétrica, utili-
zando novos ligantes em alquilagdes catalisadas por palddio®, foi
descrita por Trost et al.*.

Essa metodologia propde que, a partir do composto racémico
21, se pode chegar ao intermedidrio sintético 22, enantiomericamente
puro, pelo emprego de catilise de palddio induzida por ligantes quirais
(Esquema 6). Os ligantes utilizados estdo apresentados na Figura 4.

Ts<

N
Ts, CO,CHj
N 2,5% (dba)sPdy.CHCly
7,5% L —

0.__OMe ,
N o

o OMe

(#)-21 22

Esquema 6

PPh, PhyP.
o, s} o) Q o
NH HN NH  HN NH HN
7 ‘ B S
N~ N N
PPh, PhP O h Z 7

PPhy

L3
Maior rendimento
L1 e alta enantiosseletividade L4

Figura 4

Os resultados do estudo envolvendo a utilizacdo de vdrios
ligantes (Figura 4) nessa reac@o estdo apresentados na Tabela 2.

De acordo com a Tabela 2, o ligante L3 foi o que apresentou
melhor desempenho, levando ao intermedidrio 22, com maior rendi-
mento e excesso enantiomérico. Para explicar os diferentes ee entre
L1 e L3, os autores propuseram um modelo de estado de transi¢do
para esses ligantes. O ligante L1 apresentou maior efeito de repulsao
estérica nesse estado quando comparado ao ligante L3, explicando-
se, assim, os baixos ee induzidos pelo ligante L1 (Figura 5).

Em uma etapa final, o intermedidrio 22 foi convertido na metil
cetona 23, por hidrdlise do éster com hidréxido de litio, seguido de
transformagdo no correspondente cloreto com cloreto de oxalila.
Esse cloreto foi tratado com trimetil aluminio, fornecendo a cetona
23%7. A detosilacdo redutiva levou a (-)-Anatoxina-a, com
esterioquimica absoluta definida, a qual corresponde ao enantidmero
desse produto natural® (Esquema 7).
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Tabela 2. Ciclizag¢@o enantiosseletiva para formar o composto 22
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Nuimero Ligante Solvente Temperatura Rendimento (%) ee (%)
1 L1 DMF t.a. sr¥
2 L1 DMF 80 °C 65 13
3 L1 DMF 100 °C 88 11
4 L1 PhCH, 100 °C 90 9
5 L2 DMF 100 °C 75 0
6 L3 DMF 100 °C 96 23
7 L3 DMF t.a. 96 63
8 L3 DMF t.a. 92 56
9 L3 DMF 0°C 88 73
10 L3 CHCI, t.a. 96 83
11 L3 CH,CI, 0°C 90 88
12 L4 CH,C], t.a. 45 0
* Rendimentos dos Produtos Isolados; sr= sem reagio
Favorecido Desfavorecido Me\N_HC\ 1)37%Hol, A E1O2C~ 1) (CHahSi E0LC
O o il (o meat
0 [ o o 0 MOCOPh 3)1ILIHCI,A3 2) CF,C0,H/ ;0 P
@NH LN @ b g DOCOE. gy YEMESThew e Nl
N\ P B0 o 60% Hey o
PRh P?“Z f’bzP 1)H,C=CH—OEt / Pd(OAc), 1) Me;Sil / CHCly
\\\pd/ 7 e 2) S0, N 2)CH,0Nal cHOH \
H, | H/\{/\H 87% 20 89% 31
R/\v/\R R R
L3 L Esquema 9

Modelo de estado transi¢éo para os ligantes L3 e L1

Figura 5
Ts\N Ts\N H\N
1) LiOH, H,0, CHz0H Na(Hg) |
2) (COCI),, CH,Cly — Na;HPO, —

o 3) (CH3)3Al, AICI; o 1% o

OMe 85%

22 23 1

Esquema 7

A desprotonagdo enantioseletiva em um anel de oito membros®
(Esquema 8) constitui-se, em outra estratégia na obtencio da (+)-
Anatoxina-a. A cetona pro-quiral 24 foi tratada com hidrocloreto de
(+)-bis[(R)-1-etilfenil]amina e 2 equivalentes de butil litio, levan-
do ao fosfato endlico 25 com alta enantiosseletividade. Para com-
pletar a sintese, realizou-se um acoplamento de Stille com Pd(0),
seguido por hidrdlise do éter vinilico/desprotecdo do dtomo de ni-
trogénio e adi¢do intramolecular conjugada. Posteriormente fez-se
a troca dos grupos protetores, conduzindo ao azabiciclo 26.

o]

1]
H 0—P(OPh), OEt
A\
Ph N Ph
" H.HCI [Pd(PPhg)y], CH,CH(OE!SnBu;
2) n-Buli (2 equiv.) CuLi, THF, A
Bn—N 3) (PhO),POCI, THF, -100 °C 84%
Ve 89%, 89 ee Bn—N_ Bn—N_

z z

24 Boc < o 25 Z= Benziloxicarbonil

N
1) 45% HBr em AcOH
2) Pd/C, H, MeOH, (1BuC0),0
85% 26
Esquema 8

A partir da (-)-Cocaina foi possivel preparar a (+)-Anatoxina-a
enantiomericamente pura, em 8 passos, com rendimento global de
26%% (Esquema 9).

Degradando-se o cloridrato de (-)-Cocaina (27), com
estereoquimica definida, obteve-se a (+)-2-tropinona que foi trata-
da com cloroformiato de etila, visando a prote¢do do dtomo de ni-

trogénio, resultando na cetona biciclica 28. A expansdo do anel foi
realizada de forma enantiosseletiva, utilizando diazometil
trimetilsilano na presenga de dcido de Lewis. O anel ja expandido
foi tratado com KHMDS e 2-N(TF,)-5-cloro-piridina, levando a for-
magao do triflato 29, com a liga¢@o dupla caracteristica do produto
natural. Em condig¢des suaves, realizou-se uma reagdo de Heck,
gerando a enona biciclica 30, em altos rendimentos. Por tltimo, foi
realizada a desprotecdo do atomo de nitrogénio, usando iodo
trimetilsilano em cloroférmio, resultando na (+)-Anatoxina-a (31).

Uma sintese concisa foi descrita por Martin et al.®¢*, fazendo o
fechamento intramolecular do anel, empregando uma metdtese de
eninos (Esquema 10).

MesN NMes
cl.,
Cl'l‘au:\ Cbz\N
0 O o
o] ""COMe ———— e ——————
N z 5 etapas NT S cHop ta. N
32 Cbz 87%
/ 33 34
Cb. 7o cb
z z o
1) 0504, EtN3, THF N o N
-78°C -> ta. NalO4 TMSI
—_—t —TMSL__
NaHSO3, A N\ THF, H,0, ta. A MeCN, -10°C
76% 95% 05
35 36
Esquema 10

Os autores obtiveram o enino 33 a partir de modificagdo, em cinco
etapas, do composto D-metil piroglutamato 32, comercialmente dis-
ponivel. O enino 33, na presenca do catalisador de Grubbs de segunda
geracdo, forneceu, com rendimento de 87%, o 9-azabiciclo[4.2.1 noneno
34. O dieno 34 foi seletivamente didroxilado em presenga do comple-
xo de OsO, e trietilamina, seguido da reducio do intermedidrio de
6smio, resultando no diol 35. A clivagem do diol por periodato de
sédio levou a cetona biciclica 36. A desprotegdo do dtomo de nitrogénio
com iodo trimetilsilano resultou na (+)-Anatoxina-a, em rendimentos
praticamente quantitativos.
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Outra forma de obter esta toxina ¢ a utilizacdo de metatese de

eninos descrita por Mori et al.® (Esquema 11).
046'/,00 H \/\/D\ n-BuLi
N N T Etapas “Twscl NN
39 ™

f 95%
37 ’

MesN NMes Ts. Ts_
cl. N N
’R u=\
c’ Ph
PCys 1) Hg(OAc),
—_— —_ —
CH,Cly 2,5h. 2) NaBH4
85% \ Oxidagdo Dess-Martin (o]
86%
40 “
Esquema 11

Os autores obtiveram o enino 38 a partir de modificacdo, em 7
etapas, do composto (-)-dcido piroglutdmico 37, comercialmente
disponivel. O composto acetilénico 38 foi protegido na forma de
sililacetileno éster 39, pelo tratamento com a base apropriada e cloro
trimetilsilano. O enino 39, na presenga do catalisador de Grubbs de
segunda geragdo, forneceu, com rendimento de 85%, a olefina 40.
Esta, por sua vez, foi submetida a um processo de oximercurizagdo
seguido do tratamento com boro hidreto de sédio, levando ao res-
pectivo dlcool. A oxidagdo de Dess-Martin desse dlcool intermedia-
rio resultou na (+)-Anatoxina-a com o dtomo de nitrogénio protegi-
do com o grupo tosila (41), em bons rendimentos.

A ciclo adicdo [2+2] de dicloro cetona com enol quiral leva as
a,o-diclorociclobutanonas diasteromericamente enriquecidas, que
podem ser facilmente convertidas em y-lactamas pela expansao ane-
lar de Beckmann. Estas lactamas s@o valiosos intermedidrios na
producdo de uma variedade de produtos naturais contendo nitrogé-
nio, como aminoacidos, pirrolidinas, pirrolizidinas e indolizidinas®
(Esquema 12).

(o}
Cl cl

R o
/:< DCK Clﬁ Beckmann _ Cl NH — » Produtos naturais
RO R B R \__Lar ————» contendo nitrogénio
RO R R R
R*OH = Alcool Quiral
Esquema 12

Através dessa ciclo adi¢do [2+2] foi possivel preparar (+)-
Anatoxina-a®. O alil éster 42 (Esquema 13), obtido por essa estraté-
gia, deu origem ao biciclo 43, por ciclizacao com acido férmico em
diclorometano a 0 °C. O biciclo 43 foi submetido a uma oxidagdo de
Wacker, levando a metil cetona 44, em rendimentos moderados.

o

MeO,C. MeO,C.

Ar ( NCO,Me HCOLH __PdCl, COMe
ST N CH:Clp DMF H20

)\ ° 4 NSiCH)s 70 55%

R= OCH(CHj)Ar, OH, I, H
Ar=2 4,6 triisopropilfenil

Esquema 13

O passo final foi realizado conforme metodologia descrita por
Skrinjar et al.* (Esquema 14).

MeOQC\N MeOQC\N OTBDMS
COM
© NaH & Me 1) Phsecl
» _— 1

TBDMSCI 2) MCPBA

97% 85%
a4

Esquema 14

Os exemplos citados neste artigo mostram a aplicabilidade das
reacdes de metdtese e outras estratégias na sintese da Anatoxina. Nos
dltimos 40 anos, as reagdes de metitese de olefinas e eninos surgi-

Quim. Nova

ram como uma potente ferramenta para formacao de ligacdes carbo-
no-carbono. Os catalisadores desenvolvidos por Grubbs e Schrock,
indicados ao prémio Nobel de 2005 em Quimica®, além de possibili-
tarem a aplicacdo desta reag@o na pesquisa académica, permitem o
desenvolvimento de novas estratégias sintéticas para obtengao de es-
truturas complexas, como da Anatoxina-a. A utilizacdo das reagdes
de metdtese de eninos, descrita por Martin e Mori®%, podem ser
consideradas as sinteses mais eficientes, concisas e elegantes apre-
sentadas até o momento para obten¢dio da referida toxina. A desco-
berta de novos catalisadores mais ativos, eficientes e seletivos, e ain-
da estaveis, para executar reacdes cada vez mais exigentes, porém
em condi¢des experimentais simples, constitui a perspectiva mais
otimista do quimico organico sintético para esse proposito.

PERSPECTIVAS E AVANCOS

A poluigdo ambiental traz inimeros problemas para a socieda-
de; um dos mais preocupantes € a eutrofizacdo das dguas com a
conseqiente escassez de recursos hidricos de boa qualidade, prin-
cipalmente para consumo humano. Nesse contexto, em ambientes
eutrofizados, as cianobactérias crescem sem controle e algumas
espécies sdo capazes de produzir toxinas, criando um grave pro-
blema a sadde publica. O estudo de toxinas produzidas por algas é
relevante, pois no Brasil ji sdo documentadas as existéncias dessas
toxinas em vdrios mananciais de dgua potdvel.

Sdo comuns os problemas relacionados aos métodos de andlise para
monitoramento dessas substancias. O principal deles € a obtencdo de
padrdes analiticos. A extracdo desses compostos de culturas de algas
apresenta baixo rendimento e dificuldade de separagio dos interferen-
tes, principalmente pela alta polaridade dos componentes envolvidos.
Além disso, a obtencd@o desses compostos em grandes quantidades para
testes toxicoldgicos mais rigorosos € fundamental.

De fato, a sintese de Anatoxina-a vem sendo empregada tanto
para o desenvolvimento de métodos para detec¢do e monitoramento
de toxinas em dgua potavel e de amostras ambientais, como para
estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos. Testes para se avaliar a
toxicidade dessas substincias sdo prejudicados em razdo da escas-
sez desses compostos para ensaios mais rigorosos. Além disso, al-
guns andlogos podem apresentar atividade bioldgica de interesse para
a industria farmacéutica. Por essas razdes, a sintese dessas toxinas
tem sido amplamente estudada para producio dessas importantes
moléculas pelas mais diversas rotas sintéticas, ora produzindo mis-
turas racémicas, ora formas enantiomericamente puras. A importan-
cia dos estudos de sintese organica dessa classe de compostos tam-
bém pode ser comprovada pelo considerdvel nimero de trabalhos
recentes disponiveis na literatura.
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