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RESUMO

MANHAES, Larissa Ferreira; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Dezembro, 2016. Sintese, caracterizagéo e proposta de separacao racémica
do 8-hidroximetil-7,10-dioxanocumarina. Prof. Orientador: Rodrigo Rodrigues de

Oliveira.

A indicumina é um cumarinolignoide, substancia rara encontrada na natureza,
formada por acoplamento oxidativo entre uma cumarina (7,8-dihidroxi-6-
metoxicumarina) e um derivado aril propanoide (alcool coniférico). Sua estrutura é
caracterizada pela presenca da hidroxila terminal que proporciona a funcionalizacao
do seu esqueleto basico. Além das indicuminas, as cleomiscosinas, malloapelinas e
aquilochinas apresentam essas caracteristicas e sdo encontradas em poucas
espécies vegetais como: Cleome viscosa, Mallotus apelta, Rhododendron
collettianum e Solanum indicum L. Relatos da literatura para essa classe mostram
gue essas substancias possuem atividade hepatoprotetora, imunomoduladora, e
anticancerigena. Nas Ultimas pesquisas realizadas com o extrato da semente de S.
indicum foram identificadas quatro novas indicuminas, que exibiram uma importante
atividade anti-hepatite B. A busca de novas substancias antivirais e antibacterinas
motivou a elaboracdo de uma rota sintética para obtencdo de um precursor da
cumarinolignoide, o 8-hidroximetil-7,10-dioxanocumarina que foi sintetizado a partir
da 7,8-dihidroxicumarina.Testes preliminares de formacdo do anel dioxano no o-
catecol funcionaram muito bem e apresentou um 6timo rendimento, o que motivou o
acoplamento dessa estrutura a cumarina. A cumarina, utilizada nessa rota sintética,
foi sintetizada a partir do 1,2,3-benzenotriol com o uso de acido propiolico como
reagente, em meio catalisado por ZnCl,. A 7,8-diidroxicumarina obtida foi submetida
a reacdo com a epicloridrina em piridina e o produto reacional foi analisado pelas
técnicas espectroscépicas de RMN 'H e '3C, além da espectrometria de
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas. A analise dos dados
espectrais mostra a formacdo de dois isbmeros de posicado devido a assimetria da
cumarina e, cada isbmero possui 0 seu correspondente enantiomérico. O estudo

sobre colunas quirais mostrou que a CLAE-FEQ Chiracel OD® sera uma alternativa
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para a separacdo de isdmeros quirais além de isdmeros com semelhancas

estruturais com 8-hidroximetil-7,10-dioxanocumarina.

Palavras-chave: sintese orgéanica de produtos naturais, cumarinolignoide, cumarinas.
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ABSTRACT

MANHAES, Larissa Ferreira; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. December, 2016. Synthesis, characterization and proposed racemic
separation of  8-hydroxymethyl-7,10-dioxanocoumarin.  Supervisor:  Rodrigo

Rodrigues de Oliveira.

Indicumine is a coumarinolignoid, a rare substance found in nature, formed by
oxidative coupling between a coumarin (7,8-dihydroxy-6-methoxycoumarin) and an
aryl propanoid derivative (coniferous alcohol). The structure is characterized by the
presence of the terminal hydroxyl that provides the functionalization of its basic
skeleton. Besides the indicuminas, cleomiscosinas, malloapelinas and ellochinas
present these characteristics and are found in few vegetal species as Cleome
viscosa, Mallotus apelta, Rhododendron collettianum and Solanum indicum L.
Reports of the literature for this class show that these substances have
hepatoprotective, immunomodulatory activity, and anticancer. In the last research
performed with the S. indicum seed extract, four new indicumines were identified,
which exhibited an important anti-hepatitis B activity. The search for new antiviral and
antibacterial substances motivated the elaboration of a synthetic route to obtain a
precursor of 8-hydroxymethyl-7,10-dioxanocoumarin, which was synthesized from
7,8-dihydroxycoumarin. The preliminary tests for the formation of the dioxane ring in
o-catechol worked very well and had an excellent yield, which motivated coupling the
coumarin with this structure. The coumarin, used in this synthetic route, was
synthesized from 1,2,3-benzentriol with propiolic acid as a reagent in presence of
ZnCl, as catalyzed. The 7,8-dihydroxycoumarin had reacted with epichlorohydrin in
pyridine and the product of the reaction was analyzed by * H and ®* C NMR
spectroscopic techniques, in addition to the gas chromatography spectrometry
coupled to the mass spectrometer. Analysis of the spectral data shows the formation
of two position isomers due to coumarin asymmetry and each isomer has its relative
enantiomeric. The study about chiral column showed that chiral-HPLC Chiracel-OD®
will be an alternative for the separation of chiral isomers, in addition to isomers with

structural similarities with 8-hydroxymethyl-7,10-dioxanocoumarin.



Vil

Key words: organic synthesis of natural products, coumarinolignoids, coumarins.
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1. INTRODUCAO

Os recursos naturais, principalmente plantas e fungos, produzem substancias,
oriundas do seu metabolismo especial, que desempenham um papel fisiolégico e
ecolégico de grande importancia para a sobrevivéncia desses organismos. Esses
metabalitos sdo considerados como joias preciosas para a industria farmacéutica por
fazerem parte de inimeros farmacos anticoagulantes, antibiéticos, anti-hipertensivos
e outros (CURIR, et al. 2007). Além de possuir atividades farmacologicas
comprovadas, os produtos naturais vem sendo utilizado como modelo em diversas
sintese, tendo como objetivo gerar produtos mais ativos e com baixa toxicidade. O
potencial dos produtos naturais tem sido reconhecido desde a antiguidade,
proveniente da cultura dos povos primitivos (SOUZA, 2005). A convivéncia com 0s
mais diferentes grupos étnicos contribuiu para o desenvolvimento da pesquisa e
assim obteve-se a relacdo entre a estrutura quimica de um determinado substancia

e suas propriedades farmacoldgicas (VIEGAS, et al. 2006).

As plantas sdo capazes de sintetizar e acumular metabdlitos especiais por
possuir rotas enzimaticas responsaveis por converter o metabolismo primario, blocos
estruturais para formacédo de diferentes classes de substancias, em substancias
funcionalizadas e, consequentemente, estoca-las em diferentes tecidos (DEWICK,
2004).

As substancias fendlicas, por exemplo, possuem duas rotas biossintéticas
distintas, a primeira € o resultado do acoplamento oxidativo de unidades de
coenzima-A acetilada e a segunda que passa por um processo de condensacéo
entre o 4- fosfato de eritrose e o fosfoenolpiruvato (DEWICK, 2004). Essas
substéancias, pertencentes a diferentes classes do metabolismo especial, resultantes
de processos evolutivos, estéo localizadas em diferentes 6rgaos e tecidos vegetais e
desempenham papel de fotoprotecdo, de defesa frente aos ataques de
microrganismos, insetos e outros animais e de interacdo bioldgica entre espécies.
Além das func¢des biologicas para o vegetal, substancias contendo porgdes fendlicas
sao importantes para a dieta humana por prevenir e combater diversas doengas

relacionada a geracgéo de radicais livres (DOMINGO, 2003).

As cumarinas sdo benzopironas de origem natural, com estrutura formada por

um anel benzeno acoplado ao anel pirona. As benzopironas podem ser subdivididas
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em benzo-a-pirona (A), na qual se encontra as cumarinas, e em benzo-6-pironas (B)
(Figura 1) (LACY & O'KENNEY, 2007).

5 4
6 X 3
CIk
7 (@) (@)

8

—

A B

Figura 1: Esqueleto basico das benzo-a-pirona e benzo-6-pironas.

1.1. Sintese de cumarinas

As primeiras cumarinas foram isoladas de uma espécie de feijdo em 1820,
combinadas com glicose, que a primeira sintese dessa classe somente foi realizada
em 1868, pelo quimico inglés Sir Wiliam Henry Perkin, que consiste na
condensacéo alddlica do orto-hydroxibenzaldeido e anidrido na presenca de uma
base (Esq. 1) (BORGES, et al. 2005)

CHO o O
L, A 0L
OH > 0 0

NaOAc

Figura 2: Esquema de reacao geral da condensacao de Perkin.

Essas substancias também podem ser sintetizadas pelas reacdes de
Pechman, utilizando B-cetoésteres e fendis em um mecanismo catalisado por um
acido de Lewis (Figura 2). Nessa reacédo, o grupo nucleofilico hidroxila do fenol (1)
ataca a carbonila referente ao grupo funcional éster do B-cetoésteres (2). ApOs esse
ataque, o B-cetoésteres ligado a estrutura fendlica sofre um processo de enolizacao,

seguido por uma ciclizagéo e formacéo do anel pirano da cumarina (VIANNA, 2011).
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Figura 3: Mecanismo das reacfes de formac&o de cumarinas com [-cetoésteres.

Outro mecanismo para obtencdo da cumarina é uma variacdo da sintese de
Pechman que substitui o B-cetoésteres pelo reagente propiolato de etila (2) com em
presenca do &cido de Lewis, cloreto de zinco (ZnCly) (3), por meio de uma
substituicdo eletrofilica. Primeiramente, ocorre um ataque dos elétrons 1 do anel
aromatico ao carbono terminal do reagente (2), ativado pela presenca do cloreto de
zinco que se coordena com o0 oxigénio da carbonila desse reagente. Em seguida,
ocorre a ciclizacdo do anel lactona pelo ataque da hidroxila do anel do fenol (1),
levando a formac&o da estrutura cumarinica (LEAO, et al. 2011). O esquema abaixo

ilustra todos os ataques que ocorrem durante essa sintese:

3 \ :0:
ZnCl, = 4
, \_/

Figura 4: Mecanismo de reacao do fenol utilizando propiolato de etila e cloreto de

zinco para formagao da cumarina.
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Os dois procedimentos sdo importante por sintetizar cumarinas funcionalizadas
com ou sem substituintes no anel pirona, aumentando a possibilidade de estudos de

correlacionando estrutura e atividade farmacoldgica.
1.2. Biossintese de cumarinas

As cumarinas sao metabdlitos secundarios encontradas em algumas espécies
de plantas, como ja foi citado, e a sua rota biossintética € pela via do acido
chiquimico. O acido chiquimico é formado pela condensacéo do fosfoenolpiruvato e
a eritrose-4-fosfato, que sdo metabdlitos da glicose. A juncdo do acido chiquimico a
uma molécula de fosfoenolpiruvato d& origem ao &cido corismico. Dando
continuidade a via biossintética, O &cido corismico por sua vez gera o0s acidos
aminados aromaticos (triptofano, fenilalanina e tirosina). A fenilalanina ao sofrer a
acao da fenilalaninaamoénio-liase (PAL), a qual retira o grupamento amina da sua
estrutura , forma o acido cinamico. A PAL é regulada por fatores ambientais como a
luz, nivel nutricional e infec¢ao por fungos.

O acido cinamico sofre uma orto hidroxilacdo seguido por uma glicosilagédo e
isomerizacao trans/cis. A isomerizacao enzimatica para uma forma menos estavel e
0 processo de orto glicolizacdo sdo importantes para o processo de lactonizacao,
visto que apds hidrolise enzimatica da glicose a estrutura imediatamente cicliza
gerando um produto aromatico. (CZELUSNIAK, et al. 2012; MIRANDA, 2001). A

Figura 5 (pag.18) mostra com detalhes a biossintese da cumarina.

1.3. Atividade biolégica das cumarinas

Dentre os metabdlitos encontrados nas plantas, as cumarinas e seus
derivados representam uma importante classe de produtos naturais de interesse
farmacolégico por apresentar atividade anticoagulante, anti-tuberculose, anti-
inflamatoria, hepatoprotetora e citotoxica (CURIR, et al., 2007; AHMED, et al., 2003).
Sua agdo antimicrobiana é conhecida, principalmente, sobre diversas linhagens de
bactérias, incluindo a Mycobacterium tuberculosis responsavel pela tuberculose.
Essa atividade esta relacionada com a capacidade dessas substancias em
intercalarem com as bases pirimidinicas do DNA, inibindo assim a sua expressao

génica e a replicacédo (SOUZA, 2005).



18

COH coo

A, — fl S
HON Y YoH 20,p0N 20.p0N /”\

H "04PO “04PO 07 Sco,H

HO HO

acido chiquimico ch1qu1mato-3-f osfato 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato (EPSP)
CO,H o)
HO,Cy, -CO,
CH, CO,H -HzO CO,H
—_—
Y YO~ “Co,H
HO oo
acido corismico a01d0 pref énico acido fenil-pirtivico
NH,
OH COOH
CO,H = _ COOH
-NH; (a) (b) =z
— — oy ——»
O-Glicose

fenilalanina acido cinamico

acido o-cumarico

(©) ZCOOH
_— 0-Glicose (d) @\/l (a) orto-hidroxilagdo
(b) glucosilagdo
(c) isomerizacdo cis-trans
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Figura 5: Rota biossintética da cumarina.

A dafnetina (7,8-dihidroxicumarina) e esculetina (6,7-dihidroxicumarina)
(Fig.2), por exemplo, sdo metabdlitos secundarios presente em plantas medicinais
como Angelica decursiva, Artemisia capillaris e Daphne papyracea (ALlI, et al. 2016;
HAN, et al. 2016) . A 7,8-dihidroxicumarina € utilizada para tratamento de artrites
reumatoide, desordem na coagulacdo sanguinea, malaria e antitérmico (KUMAR, et
al. 2016; LIANG, et al. 2016) . Outra atividade biolégica importante apresentada
nesta substancia é na antiproliferacéo de diferentes células tumorais por interferir na
angiogénese (KUMAR, et al. 2016). Pesquisas demonstram que a esculetina e a
dafnetina apresentam importante habilidade em inibir a enzima acetilcolinesterase

que € responsavel pela hidrolise da acetilcolina no neurotransmissor. Uma das
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hipoteses utilizadas para descrever a patologia da Doenca de Alzheimer esta

relacionada a diminuicdo desse neurotransmissor no cérebro (ALI, et al. 2016).

1, L0
HO 0" "0 HO 0~ SO
OH

dafnetina esculetina

Figura 6: Estruturas das 7,8-dihidroxicumarina e 6,7-dihidroxicumarina

Alguns derivados benzodioxanos (Figura 7) também apresentaram atividade

neuroldgica relacionada a acetilcolina. Logo, cumarinas com anel benzodioxano
também sdo alvos de pesquisas relacionadas a neurotransmissdo (PARELLA, R .

2015).

OMe
HOH,Cq O HOH,Cy, 0: C
MeO I 555 @) OH
W >0 o R R=
MeO Z HO HOY
OMe OMe 0] OH
eusiderin A silibina A

Figura 7: Derivados benzodioxanos com atividade biolégica relacionada a

acetilcolina.

As cumarinas com anel benzodioxano foram identificadas em grande
guantidade nas plantas medicinais do género Pterocaulon. Este género encontra-se
amplamente distribuido no nordeste da Argentina e no sul do Brasil e do Paraguai.
Um exemplo é a espécie Pterocaulon purpurascens, utilizada na medicina popular
como inseticida e contra veneno de cobra, por apresentar uma grande concentracao

de cumarinas benzodioxano tri e tetraoxigenadas (Figura 8) (MAES et al. 2006).



20

OoM
MeO XN © OH
MeO N MeO N
O (0] (@)
o O O O 0 0o~ o
(0]
OH ©
OH OH
Purpurasolol Purpurasol Isopurpurasol

Figura 8: Cumarinas tri e tetraoxigenadas isoladas da Pterocaulon purpurascens

Devido a atividade biolégica apresentada pelas cumarinas com anel dioxano,
estudos relacionados a sintese das mesmas passaram a ser frequentes. Uma
possivel rota sintética seria a condensacdo da cumarina com a substancia
epicloridrina, na presenca de um catalisador basico. Esta rota teve como base uma
sintese feita anteriormente utilizando o bezenodiol e a epicloridrina que apresentou

bom rendimento (STEPHENSON, 1954).

Outro grupo de cumarinas com grandes atividades biolégicas sdo as
cumarinolignoides. As cumarinoligndides sao raras e encontradas em poucas
espécies vegetais como Cleome viscosa, Mallotus apelta, Rhododendron
collettianum e Solanum indicum L. A indicumina é um tipo de cumarinolignoides
formada por acoplamento oxidativo entre uma cumarina e um derivado &cido
coniférico. Sua estrutura € caracterizada pela presenca hidroxila terminal que

proporciona a funcionalizacédo do seu esqueleto basico (Figura 9, pag. 21).

Relatos da literatura para essa classe mostram que essas substancias
possuem atividade hepatoprotetora, imunomoduladora, e anticancerigena. Nas
Gltimas pesquisas realizadas com o extrato da semente de S. indicum foram
identificadas quatro novas indicuminas, que exibiram uma importante atividade anti-
hepatite B. A busca de novas substancias antivirais e antibacterinas motivou a
elaboracdo de uma rota sintética para obtencdo da cumarinolignoide funcionalizada

tendo como base a estrutura da indicumina (YIN, H. et al., 2013).
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Figura 9: Estrutura das indicuminas identificadas

1.4. Separagao de enantibmeros

A separacdo de um par de enantibmeros exige técnicas mais aperfeicoadas
do que as utilizadas em outros tipos de isdmeros. Isto ocorre por causa da
semelhanca das propriedades fisicas e quimicas das substancias. A separacgdo
desse tipo de mistura tem se tornado facil ap6s o surgimento da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com Fase Estacionéaria Quiral ( CLAE-FEQ) (COLLIN, et
al., 2006).

A CLAE tradicional € uma técnica de separacdo que consegue separar
misturas complexas de substancias similares. Esta técnica baseia-se na distribuicao
dos componentes de uma mistura em duas fases imisciveis. Ha diferentes
mecanismos de separacdo pela CLAE e um deles é formado pela Fase Estacionaria
Quiral (FEQ). Ao final da andlise de CLAE ha a etapa de detec¢do e quantificacdo
dos componentes da mistura que sdo separados gerando um cromatograma.
(COLLIN, et al., 2006).

Uma fase estacionaria quiral (FEQ) consiste de uma matriz aquiral, como
silica porosa com ligantes quirais unidos quimicamente ou fisicamente. Os
enantibmeros séo resolvidos pela formagédo de complexos diastereoisomeéricos entre

o0 soluto e as moléculas quirais as quais estdo ligadas a silica (SINGH, et al., 2006).
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Existem varias teorias que envolvem o mecanismo dessa separacdo. Mas o
principio basico é o de interacdo entre a fase estacionaria e os enantibmeros. Forgas
eletrostaticas e hidrofébicas, fatores estéricos, ligagbes de hidrogénio e interacdes
de transferéncia de carga sdo as principais interacbées que podem conduzir a
separacdo (COLLIN, et al., 2006). Acredita-se que para ter uma separacao mais
eficiente a molécula quiral e a FEQ tem que estar ligados por pelos menos trés
pontos (3 pontos de intera¢&o) (SILVERIO, 2011) .

Polimeros helicoidais sdo muito utilizados como fase estacionaria quiral. A
celulose e a amilose sao polimeros naturais, também chamados de polissacarideos.
Esses polimeros podem ser convertidos em uma variedade de derivados como tris-
benzoatos, tris-cinamatos e tris-arilcarbamatos adsorvidos em silica em gel. As
reagOes de preparacédo destes derivados normalmente sdo simples e atualmente séo
comercializadas pela industria japonesa DIACEL Chem. Ind. (Tabela 1, pag. 23)
(CASS, et al., 1997).

Os atomos eletronegativos, oxigénio, nitrogénio e halogénios, sdao
responsaveis pela formacdo de pontes de hidrogénio com os enantibmeros. Os
anéis benzénicos da FEQ e dos enantibmeros promovem uma interacdo m-m
quando na mistura a ser separada ha compostos aromaticos (SILVERIO, 2011). A
Figura 10 (pag. 24) mostra como ocorre essa interacdo da Chirocel OD com um S —
blogueadores que € uma classe de medicamentos para tratamento de doencas
cardiovasculares (SINGH, et al., 2006).
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Tabela 1: Algumas colunas quirais derivados de carbamatos de polissacarideos

disponiveis no mercado.

Celulose/amilose R Nome Nome
adsorvida em silica comercial
em gel
oR E Trisfenilcarbamato de Chiracel OC
o R”NH celulose
RO\ o @
n
9 Tris(3.5- Chiracel OD
R”NH dimetilfenilcarbamato)  Chiracel OD-R
/@\ de celulose
H3;C CHj;
2 Tris(4- Chiracel OF
R”“NH clorofenilcarbamato)
<j de celulose
Cl
T Tris(4- Chiracel OG
R”“NH metilfenilcarbamato)
© de celulose
CHj
oR I Tris(3.5- Chiracel AD
o R” T NH dimetilfenilcarbamato)

RO .
RO de amilose
0—/q
H,C CHy
H

o Trisfeniletilcarbamato Chiracel AS

\04
FL de amilose
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Figura 10: Interacao da fase estacionario quiral Chirocel OD com g —

bloqueadores.
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2. OBJETIVOS

2.2. Objetivos gerais

Sintetizar dioxanocumarinas;

Avaliar possiveis formas de separacao racémica.

2.3. Objetivos especificos

Sintetizar as substancias: 7,8-dihidroxicumarina e 8-hidroximetil-7,10-
dioxanocumarina;

Caracterizar as substancias sintetizadas atraves de analises
espectroscopicas de Cromatografia Gasosa acoplada ao espectrébmetro de
Massas e Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de carbono (RMN *3C);

Avaliar  possivel separacdo racémica do  8-hidroximetil-7,10-

dioxanocumarina.



26

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS UTILIZADOS NA SINTESE

3.1.1. Reagentes e solventes

Todos os solventes e reagentes utilizados neste trabalho possuem grau de
pureza analitica (P.A.) e foram comprados da LabSynth (Sao Paulo, Brasil), com
excecdo apenas da epicloridrina, acido propiolico e cloreto de zinco que foram
comprados da Aldrich (S&o Paulo, Brasil)

Para a realizacdo dos processos cromatograficos foi utilizada silica gel 60
(0,063 — 0,200 mm — Merck) para cromatografia em coluna; e silica gel 60 GF254
(Merck) para TLC (Thin Layer Chromatography).

3.1.2 Instrumentacao

3.1.2.1 Cromatografia gasosa

O sistema de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) é composto pelo cromatégrafo GCMS-QP5050A da marca Shimadzu
(Kyoto, Japao).

3.1.2.2 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Foram utilizados dois aparelhos de RMN sendo um deles modelo Eclipse 400
MHz da marca Jeol (Téquio, Japao) e outro do modelo DPX-500 da Bruker (Billerica,
EUA).
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3.2PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Sintese da cumarina precursora

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 1,19 mmol de pirogalol (1) e 1,43 mmol
de &cido propiolico (3). Esperou-se atingir a temperatura de 100 °C e entdo
adicionou-se 2,02 mmol de cloreto de zinco. A reagao foi acompanhada por TLC e
apos 3h verificou-se o término da mesma. Logo em seguida, foram adicionados 30
mL de uma solucao acido cloridrico 5% e foram feitas extra¢des liquido/liquido com
acetato de etila. Por fim, fez-se a secagem com Na,SO,4, seguida de filtracdo e
evaporacao do solvente. Para purificacdo foi feita uma coluna cromatografica em
silica em gel com eluente 95:5 diclorometano:metanol. O composto obtido € um
sélido de coloracdo levemente amarronzada e com rendimento de 46%. Dados
espectrais *H RMN (MeOD. 400 MHz/ppm): 7,83 (d, 1H,CH=C), 7,05 (d, 1H, Ar-H),
6,83 (d, 1H, Ar-H), 6,20 (d, 1H, CH=C).

X
O Zl"IC|2
+ T
HO OH ///J\OH 100°C HO (0] 0]
OH OH

1 2 3

Figura 11: Rota sintética da cumarina percursora.
3.2.2 Sintese da 8-hidroximetil-7,10-dioxanocumarina

Em uma solucdo contendo 0,34 mmol de 7,8-dihidroxicumarina (3) e piridina foi
adicionado 0,68 mmol de epicloridrina (4). Com o TLC, observou-se que a reacéo a
100 °C ap0s 4h ja teria atingido seu equilibrio. Em seguida, evaporou-se a piridina
da solucao obtida e fez-se uma extracédo liquido/liquido com diclorometano e acetato
de etila. Secou-se a fase organica com Na,SQOy,, filtrou-se e evaporou-se o solvente.
A purificacdo foi feita por meio de coluna cromatografica em silica em gel com

eluente 95:5 diclorometano:metanol. O composto obtido é um solido de cor branca e
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o rendimento obtido foi de 20%. Dados espectrais *H RMN (CDCl; 400 MHz/ppm) :
7,83 (d, 1H,CH=C), 7,05 (d, 1H, Ar-H), 6,83 (d, 1H, Ar-H), 6,20 (d, 1H, CH=C), 4,44
(m, 1H, OCH), 4,54 - 4,25 (d, 2H, OCH,), 3,97- 4,02 (d, 2H, HOCH,).

~ XN
m o piridina
+ —
o} 0" o
LA _cl 100°C o] o~ ~o

HO 0”0 5/0 H\/ 5
OH

4 5 OH

3 HO

Figura 12: Reacédo de condensacédo entre cumarina percursora e epicloridrina
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A formacdo da cumarina a partir da reacéo entre o pirogalol e acido propiolico
ocorreu em baixa quantidade, com um rendimento de 46%. Essa rota sintética foi
utilizada apos algumas tentativas de sintese da 7, 8-dihidroxicumarina utilizando o
propiolato de etila que pouco solubilizava o pirogalol. A baixa solubilidade resultava
na formacdo de um mistura reacional pastosa que grudava na parede do baldo,
juntamente com o magneto, impedindo a agitacdo do meio reacional. Com a adicao
do &cido propiolico, a formagcdo dessa mistura que impedia a agitacdo s ocorria

depois de um tempo de aguecimento, permitindo que a reacao acontecesse.

O baixo rendimento da reagdo pode ser atribuido a hidratacdo do cloreto de
zinco utilizado, liberando &cido cloridrico e, consequentemente, reduzindo a sua

funcdo como acido de Lewis.

O produto reacional foi tratado com uma solucéo acida, extraido por particao
com acetato de etila e, apdés a remocgdo do solvente, o0 mesmo foi submetido a
técnica de ressonancia magnética de hidrogénio, a fim de confirmar o produto

formado.

O espectro de RMH *H mostra um conjunto de sinais entre 7,83-6,20 ppm,
regido caracteristica de atomos de hidrogénio aromaticos. O dupleto em 7,83 ppm
com constante de acoplamento de 9,5Hz foi atribuido ao atomo de hidrogénio na
posicdo 4. Esse deslocamento quimico em frequéncia mais alta que os demais é
atribuido ao efeito de desprotecdo que esse atomo de hidrogénio sofre devido ao
efeito de ressonancia com a carboxila da lactona. A constante de acoplamento em
9,5Hz permitiu localizar o atomo de hidrogénio na posicao 3 (& 6,20, d J= 9,5 Hz).

Esses sinais confirmam a porgéo lactona da cumarina.

Os dupletos em & 7,05 e 6,83, ambos com constante de acoplamento de
8,5Hz carateristico de acoplamento orto em anel benzeno, foram atribuidos aos
atomos de hidrogénio na posicdo 5 e 6, respectivamente. A pequena diferenca entre
o deslocamento quimico desses atomos de hidrogénio é atribuida ao efeito doador

por ressonéncia da hidroxila na posigéo 7.

No espectro (Figura 13) pode-se observar um conjunto de sinal em 6,50 ppm

e em 6,33 ppm que foram atribuidos a estrutura do pirogalol, que n&o reagiu.
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Figura 13: Ampliacdo do espectro de RMN 1H da 7,8-dihidroxicumarina utilizando o
solvente MeOD.

5 4
103

Figura 14: Estrutura da 7,8-dihidroxicumarina

A sintese do anel dioxano na estrutura da 7,8-dihidroxicumarina (Figura 15,
pag. 31) foi realizada tendo como referéncia a publicacdo de Stenphenson em 1954.
Nesse trabalho a formacéo do anel dioxano foi feita pela reacdo entre o catecol e a
epicloridrina em meio basico. Com essa sintese foi possivel obter dois produtos, um
com o fechamento de anel e o outro com a substituicdo de unidades de epicloridrina
nas hidroxilas do catecol. Felizmente a sintese entre a 7,8-dihidroxicumarina (1) e a
epicloridrina (2) somente formou o produto com o fechamento do anel, mas devido a
falta de simetria da cumarina esse fechamento ocorreu de duas formas, formando

isbmeros de posicdo. Na figura a seguir € representada a formacdo de um dos

isbmeros de posicao.
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Figura 15: Mecanismo da reacao de obtencao da mistura de isdbmeros 8-

hidroximetil-7,10-dioxanocumarina a partir da condensacéo 7,8-dihidroxicumarina

com a epicloridrina em meio basico

Essa reacdo de condensacdo apresentou um rendimento de 20%

. Pelo
espectro de CG-MS (Figura 16) foi possivel observar dois picos com mesma massa

0 que comprova a formagao dos dois isdmeros de posicéo

Chromatogram LMO07 C:\GCMSsolution'Data'Rodrigo'Larnissa\LM07_qgd
11,000.000
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Figura 16: Cromatograma obtido por CG-EM da reacao de obtencdo dos isdbmeros

8-hidroximetil-7,10-dioxanocumarina
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Figura 17: Fragmentograma de massas dos isdbmeros B e A.

O sinal com o tempo de retencdo (TR) 18,767 se refere ao isbmero 8-
hidroximetil-7,10-dioxanocumarina B representando 35,20 % e o sinal com o TR em
19,462 se refere ao isbmero A representando 27,56%. Ambos com um sinal m/z 234
daltons ja que sdo isbmeros de posi¢ado. A andlise dos espectros de RMN e massas
permitiu a identificacdo do produto confirmando a proposta sintética.

O espectro de RMN *H da substancia 8-hidroximetil-7,10-dioxanocumarina
mostra uma duplicidade de sinais nas regibes entre 8-6 ppm e 4,50-3,50 ppm
referente aos dois isbmeros de posicdo A e B. Essa isomerizacdo ocorreu devido a
nao simetria da cumarina, possibilitando a formacéo do anel dioxano com a porgao
metileno oxilico préximo a lactona e o outro mais afastado. Embora a possibilidade
de formacéo desse anel seja a mesma para ambos os lados, no espectro de RMN
1H e no cromatograma obtido pela técnica CG-EM (Figura 16), mostra uma
regiosseletividade da reagéo formando o isdbmero B em maior quantidade que o A.

A anélise dos espectros de RMN *H e os bidimensionais permitiu a correta
atribuicdo dos sinais referente aos atomos de hidrogénio e a identificacdo das

posi¢des na estrutura (Tabela 2, pag. 33).
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Tabela 2. Correlacdo entre os deslocamentos quimicos entre os atomos.

N© HSQC HMBC
oH 6C 6C
2 - 160,2 -
3 6,35 113,2 160,0
4 7,64 143,7 160,2 e 1194
5 7,04 1194 143,7 e 147,0
6 6,92 113,2 131,3 e 147,0
7 - 147,0 -
8 - 131,3 -
9 - N&o foi possivel verificar qualquer correlacéo entre os
10 - atomos de hidrogénio anterior e os atomos de carbono na
posicédo 9 e 10
r 4,54 e 4,25 65,2 73,8 e 131,3
2 4,44 73,8 147,0
3 3,97 e 4,02 61,5 N&o mostrou correlacao

O acoplamento a longa distancia entre o atomo de hidrogénio e o atomo de
carbono, além de permitir alocar o sinal corretamente, possibilitou a confirmacao do
anel dioxano e o posicionamento do seu isbmero majoritdrio B. Os outros
acoplamentos referentes ao isdbmero minoritario A nao foram observados, devido a

pequena quantidade de amostra envida para analise.

Mistura racémica A(R) +A(S) Mistura racémica B(R) + B(S)
5 4 2 Jo A
6 X 3 6 N3
7 2 J Z
9
o {907 o o g ~ O 0
HO\)Z\/O 1 °
3! lV 2
Ho™ 3
3-(hydroxymethyl)-2/- 2-(hydroxymethyl)-2H-
[1,4]dioxino[2,3-h]chromen-9(3H)- [1,4]dioxino[2,3-h]chromen-9(3H)-
one one

Figura 18: Estrutura dos isdmeros de posicdo 8-hidroximetil-7,10-dioxanocumarina

e seus respectivos nomes de acordo com IUPAC
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Figura 19: Espectro de RMN *H da substancia 8-hidroximetil-7,10-dioxanocumarina

utilizando o solvente CDCl3.
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Figura 20: Mapa de correlacdo HSQC da substancia 8-hidroximetil-7,10-

dioxanocumarina utilizando o solvente CDCl3
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Figura 21: Mapa de correlacao a longa distancia HMBC da substancia 8-

hidroximetil-7,10-dioxanocumarina utilizando o solvente CDCl3

Os isdmeros obtidos nesta Ultima etapa apresentam um carbono quiral e por
isso ha formacdo de enantibmeros. A separacdo de enantibmeros acontece com
maior facilidade através da CLAE-FEQ. As substancias obtidas apresentam anel
benzénico, hidroxilas e oxigénios, o que indica ser uma boa estrutura para interagir
com FEQ de carbamatos de polissacarideos como a comercialmente vendida
Chiracel OD®.

O esquema a sequir (Figura 22, pag. 36) apresenta o possivel mecanismo de
resolucdo quiral e as interacbes envolvidas entre a FEQ e 8-hidroximetil-

7,10dioxanocumarina.
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Figura 22: Interacéo da 8-hidroximetil-7,10-dioxanocumarina com Chiracel OD®

Assim, a mistura enantiomérica ao entrar na coluna da CLAE-FEQ ira interagir
com o Chiracel OD® formando um complexo diastereoisomérico e o0 que apresentar
maior interacdo com a fase estacionaria tera um tempo de retencdo maior na coluna

enquanto gue o outro, menos estavel, apresentard um tempo de retengdo menor.
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5. CONCLUSAO

A proposta de sintese e separacdo da substancia foi alcancada mesmo que
com baixos rendimentos e que ndo se tenha visto na pratica a utilizacdo da FEQ
Chiracel OD®.

Através das andlises do cromatograma, fragmentograma e espectros de RMN
'H, foi possivel observar a formacdo de isémeros da 8-hidroximetil-7,10-

dioxanocumarina e que o isbmero B esta em maior quantidade.

As condicbes de sintese da cumarina e do 8-hidroximetil-7,10-
dioxanocumarina precisariam ser aprimoradas para se obter melhores rendimentos e
assim da prosseguimento a novas sinteses de substancias derivadas da indicuminas

com a introducgéo de grupos arilas na por¢cao dioxana.

A separacdo dos isdmeros 8-hidroximetil-7,10-dioxanocumarina €
fundamental para a realizacdo de etapas sintéticas futuras, como a introducdo de
grupos arilas e a oxidacéo do alcool a acido carboxilico. Separar substancias quirais
e realizar estudos sobre a atividade biologica de cada substancia se tornou de
extrema importancia para que a mesma possa ser candidata a farmaco e
consequentemente, comercializada. A mistura racémica pode apresentar efeitos
totalmente diferentes, ao que € atribuido a um enantibmero, podendo assim causar

danos a saude, inviabilizando todo o processo de producéo.
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