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RESUMO

SILVA, Diego Rangel Cardoso; M. Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Marco de 2012. Sintese e avaliacdo das atividades
biolégicas de cumarinas e seus derivados. Orientador: Rodrigo Rodrigues de
Oliveira.

Numerosos estudos indicam que as cumarinas, e seus derivados
sintéticos, apresentam atividades bioldgicas e farmacolégicas como
anticancerigenas, antivirais, anti-hipertensiva, inseticidas e antioxidantes. Além
disso, a sua estrutura planar vem despertando o interesse de pesquisadores
devido a interagdo com o DNA de inumeros organismos celulares. Essas
cumarinas podem ser sintetizadas por diversas reagcbes, como as reacdes de
Pechmann, Perkin, Knoevenagel, Reformatsky e reacdo de Wittig, utilizando-se
acidos bem como com catalisadores béasicos. Nesse ambito, este trabalho teve
como objetivo a sintese de cumarinas e novos derivados, a fim de avalia-los
quanto ao efeito antiinflamatorio, citotoxico e antibidtico. No presente trabalho
foram realizadas diversas sinteses, envolvendo mecanismos de substituicdo
nucleofilica e eletrofilica, que permitiram a obtencdo das 3 cumarinas 5,7-
diidroxicumarina, 5-hidroxi-7-metoxicumarina, 5-hidroxipsoraleno e dos 9
derivados cumarinicos inéditos 5-(3-bromopropoxi)-7-metoxicumarina, 5-(4-
bromobutoxi)-7-metoxicumarina, 5-bromopropoxipsoraleno, 5-
bromobutoxipsoraleno, 5-{4-[bis(2-piridiniimetil)amino]propoxi}-7-metéxicumarina,

7-(2,2-dietoxietoxi)-5-hidroxicumarina, 5,7-bis(dietoxietoxi)cumarina, 5-
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(dietoxietoxi)-7-metoxicumarina e 5-cloroacetéxi-7-metoxicumarina em rendimento
satisfatorio. Todas as substancias foram caracterizadas por técnicas de
espectroscopias IV, Massas e RMN, principalmente uni e bidimensional (1H-1H
COSY, HSQC e HMBC). As cumarinas conhecidas 5,7-dihidroxicumarina, 5-
hidroxi-7-metoxicumarina, 5-hidroxipsoraleno e os novos derivados cumarinicos 5-
(3-bromopropoxi)-7-metoxicumarina e 5-(4-bromobutoxi)-7-metoxicumarina, 5-
bromopropoxipsoraleno e 5-bromobutoxipsoraleno apresentaram importante
atividade antiinflamatéria, levando em consideracao a inibicdo da producao de NO
e TNF-a em culturas de macrofagos e baixo efeito citotoxico frente a células
fibroblasto murino, o que indica um potencial farmacolégico promissor. No
tangente a atividade antimicrobiana, as mesmas substancias avaliadas acima
apresentaram resultados positivos em relacdo a inibicdo de crescimento em
cultura de micobactérias causadoras de tuberculose comparado com o controle

antimicrobiano rifampicina.



XXV

ABSTRACT

Numerous studies indicate that the coumarins, and their synthetic
derivatives, exhibit pharmacological and biological activities such as anti-cancer,
antiviral, anti-hypertensive, insecticides and antioxidants.Furthermore, the planar
structure has awakened the interest of researchers due to the interaction with the
cellular DNA of many organisms. These coumarins can be synthesized by various
reactions, such Pechmann, Perkin, Knoevenagel, Reformatsky and Wittig reaction,
using acids as well as basic catalysts. In this context, this study aimed at the
synthesis of new coumarins and derivatives in order to evaluate them as to the
anti-inflammatory, cytotoxic and antibiotic. In the present paper, were performed
various synthesis involving nucleophilic and electrophilic substitution mechanisms,
which allowed the production of three coumarin 5,7-dihidroxycomarin, 5-hydroxy-
7-methoxycoumarin, 5-hidroxypsoralen, and nine novel coumarin derivatives 5-(3-
bromopropoxy)-7-methoxycoumarin, 5-(4-bromobutoxy)-7-methoxycoumarin, 5-
bromopropoxypsoralen, 5-bromobutoxypsoralen, 5-{4-[bis(2-
pyridinylmethyl)amino] propoxy}-7-methoxycoumarin, 7-(2,2-diethoxyethoxy)-5-
hydroxycoumarin, 5,7-bis(diethoxyethoxy)coumarin, 5-(diethoxyethoxy)-7-
methoxycoumarin and 5-chloroacetoxy-7-methoxycoumarin, in satisfactory yield.
All substances were confirmed by spectroscopic technique IR, Mass and NMR,
mainly one and two dimensional (*H-'H COSY, HSQC and HMBC). The coumarins
konwn 5,7-dihidroxycomarin, 5-hydroxy-7-methoxycoumarin, 5-hidroxypsoralen

and the new coumarin derivatives 5-(3-bromopropoxy)-7-methoxycoumarin, 5-(4-
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bromobutoxy)-7-methoxycoumarin, 5-bromopropoxypsoralen, 5-
bromobutoxypsoralen showed anti-inflammatory activity, taking into account the
inhibition of production of NO and TNF-a by cultures of macrophages and low
cytotoxic effect against cells murine fibroblast. Indicating a promising
pharmacological potential. In the tangent to the antimicrobial activity, the same
substances evaluated above showed positive results relative to the inhibition of
growth in culture of mycobacteria, that cause the tuberculosis, compared with

antimicrobial rifampin control.



1- INTRODUCAO

Uma das importantes areas de desenvolvimento industrial, a sintese
quimica, especialmente a sintese de farmacos, nos possibilita a producédo de
novos medicamentos, mais eficientes e com menor custo-beneficio. Dentro dessa
area encontram-se a utilizacdo de meio convencionais em laboratérios de
guimica, como sinteses racémicas e assimétricas reacfes catalisadas, com uso
de ligantes e metais de transi¢cdo, variagdo molecular ou manipulacdo molecular
para a producdo de compostos semelhantes ao isolados em vegetais da flora
brasileira por vias de reacdo quimicas, possibilitando a preservacédo ambiental.

As plantas medicinais sédo fontes riquissimas de obtencdo de moléculas a
serem exploradas terapeuticamente. Muitas substancias isoladas de plantas
continuam sendo usadas como medicamentos. Até meados do século XX, as
plantas medicinais e seus derivados constituiam a fonte principal da terapéutica
medicamentosa, quando a sintese quimica, que teve inicio no final do século XIX,
iniciou uma fase de desenvolvimento vertiginoso, reduzindo as pesquisas com
produtos naturais. Entretanto, nota-se, nos ultimos anos, um aumento expressivo
no interesse em substancias de origem vegetal devido sua eficacia em
tratamentos e pela sua complexidade estrutural (FOGLIO et al., 2007).

A sintese organica representa a vertente da quimica organica capaz de
construir moléculas, com altos graus de complexidade estrutural, utilizando-se de
conceitos fundamentais inerentes ao comportamento quimico dos diversos grupos

funcionais e classes gquimicas. Dentro dessa vertente, a sintese de farmacos, se



destaca por permitir 0 acesso a substancias que possam ser utilizadas em
tratamentos de enfermidades (BARREIRO, 1991).

Os farmacos de origem sintética representam uma parcela significativa do
mercado farmacéutico, estimado em 724,5 bilhdes de ddlares, no ano de 2008
com cerca de 60% dos produtos prescritos e industrializados originarios de
sintese. No Brasil, 0 mercado € estimado em torno de 160 milhdes de ddlares por
ano (TORRES, 2010).

Isso significa que os produtos obtidos de um processo sintético apresentam
pureza e qualidade importantes para o uso terapéutico. Essa pureza esta
relacionada a metodologia sintética empregada, seu controle cinético e
termodindmico, a pureza dos intermediarios e matérias-primas envolvidas na
sintese, bem como o tratamento de purificacdo empregado. A sintese de farmaco
diferencia-se entre a de escala de bancada e de escala industrial. A primeira
permite a definicdo experimental de uma rota sintética de acesso as substancias
planejadas, e se d4 em escala menor do que a segunda, que objetiva a
adaptacdo da metodologia sintética desenvolvida a escala da producao
(BARREIRO, 1991).

Nesse ambito, a pesquisa e busca de rotas de sintese de substancias
cumarinicas, em escala de bancada, € de grande interesse uma vez que as
substancias naturais obtidas de extratos vegetais ja mostraram atividades anti-
hipertensiva,  antiviral,  antibacteriana, antifungica, antiinflamatéria e
anticancerigena, o que indica possiveis caracteristicas bioativas para os analogos
obtidos por sintese (MAGIATIS et al., 1998; MONTEIRO, 1999; SOUZA, 2005).

Essas cumarinas podem ser sintetizadas usando diversas reacdes, como
as reacOes de Pechmann, Perkin, Knoevenagel, Reformatsky e reacdo de Wittig,
sendo elas usadas com &cidos bem como com catalisadores basicos (KALITA &
KUMAR, 2011). Cientes da importancia de tais substancias, de seus potenciais
farmacoldgicos, da importancia da sintese quimica para a producdo de um
farmaco e inspirados neste propdsito, demos inicio ao estudo da sintese de
substancias cumarinicas e de novos derivados cumarinicos, a fim de avalia-los

guanto ao efeito antiinflamatorio, citotoxico e antibiotico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Sinteses de Cumarina

A cumarina (Fig. 1, p. 3) é o0 esqueleto base de todas as substancias
derivadas dessa classe, sendo constituida de uma fusdo dos anéis benzeno e
1,2-pirona. A estrutura demonstrada foi denominada de anel lactona condensado,
e, de acordo com IUPAC, pode ser descrita como 1,2-benzopirona, 2H-1-
benzopir-2-ona, acido lactona cis-o-cumarinico e anidrido cumarinico (LAKE,
1999).

o~ >0

Figura 1. Estrutura da cumarina.

As cumarinas obtidas de fontes naturais sdo formadas através do
metabolismo da glicose via acido chiquimico (chiquimato). O acido chiquimico
produz trés aminoacidos aromaticos em sua rota sintética: fenilalanina, triptofano
e tirosina, 0s quais intermeiam a biossintese de numerosos produtos naturais

aromaticos, como, por exemplo, as cumarinas (SOUZA, 2005).



Essa via sintética tem inicio na desaminagédo oxidativa de L-fenilalanina
(Fig. 2, p. 4), catalisada pela enzima fenilalanina amonia liase (PAL), dando
origem ao acido cinamico (MONTEIRO, 1999).

1 L
OH PAL N OH +
- + NH,
NH, H
L-fenilalanina Acido Cinamico

Figura 2. Desaminacéo oxidativa da L-fenilalanina.

A sequéncia dessa via das cumarinas ocorre com a hidroxilagdes do acido
cindmico em posicao orto e para em relacao a cadeia lateral, levando a formacéo
de hidroxicinamatos, precursores diretos das cumarinas (Fig. 3, p. 5). A
hidroxilacdo na posicdo C2 pode ocorrer apdés uma primeira etapa de hidroxilagéo
na posicado C4. Os acidos 2-cumarico e 2,4-diidroxicumarico, em seguida, sofrem
uma isomerizacao cis-trans na cadeia lateral. Esse processo é importante por
possibilitar a que a etapa seguinte, a lactonizacdo, ocorra, gerando assim, a
estrutura base das cumarinas: o anel lactona. O processo de isomerizacao pode
ser catalisado via acdo da energia solar ou pela acdo enzimética das isomerases
(DEWICK, 2002).
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Figura 3. Biossintese da Cumarina. Fonte: Dewick, 2002.

Em alguns casos, o acido cinamico sofre glicosilacdo, o que impede o
processo de lactonizacdo devido a ligacdo na posicdo C4. No entanto, o acido
cindmico glicosilado sofre acdo de uma glicosidase (hidrélise enzimatica),
perdendo assim, a molécula de acglcar, que por seqUéncia, através de
esterificacdo, origina a molécula de cumarina. Esse processo € iniciado apés
injuria tecidual, que acontece na colheita ou por maceragdo em laboratorio
(SOUZA, 2005).

As furanocumarinas e piranocumarinas sao originadas da reacdo de
prenilacdo do anel benzénico pela unidade isoprénica dimetilalilpirofosfato
(DMAPP) na posicdao C6 (Fig. 4, p. 6). Essas cumarinas sédo derivadas de
metabolismos envolvendo a umbeliferona, cumarina que apresenta uma hidroxila
substituinte na posicdo C7. Dessa forma, o grupo DMAPP inserido reage com o
grupo fenol, originando o anel furano, caracteristico da classe das
furanocumarinas, ou o anel pirano, presente nas piranocumarinas. As
furanocumarinas e piranocumarinas angulares sdo originadas pela incorporagao
de DMAPP na posi¢cao 8 e por subsequente ciclizagdo com o grupo fenol. Esta
transformacdo € catalisada pela enzima tipo citocromo P-450 monooxigenase
(DEWICK, 2002).
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Figura 4. Rota biossintética das furocumarinas naturais.

Numerosos estudos indicam que cumarinas naturais ou sintéticas, e seus
derivados, apresentam excelentes reatividades quimicas e diferentes
bioatividades. As cumarinas naturais possuem papel importante na bioquimica e
fisiologia vegetal (ZAVRSNIK et al., 2011). Nesse ambito, a sintese de derivados
cumarinicos é de grande interesse para a induastria farmacéutica, devido as
propriedades farmacologicas que essas substancias possuem, como por
exemplo, atividades anticancerigenas, antivirais, anti-hipertensiva, inseticidas e
antioxidantes (MAGIATIS et al., 1998; MONTEIRO, 1999; SOUZA, 2005). Vérios
derivados de 4-hidroxicumarina tém sido usados na maioria em tratamentos de
doencas vasculares periféricas como varizes e trombose (KUMAR et al., 2011;
SITRANGULO JR., 2011; MURI et al., 2010).

Recentemente, diversas rotas sintéticas foram relatadas para formacéo de
cumarinas e seus derivados, bem como suas atividades biolégicas (KUMAR et al.,
2011; LIMA, 2008). Essas podem ser sintetizadas usando reacgdes diversas, como
as reacgdes de Pechmann, Perkin, Knoevenagel, Reformatsky e reacdo de Wittig,
sendo elas usadas com acidos bem como com catalisadores basicos (KALITA &
KUMAR, 2011).

Um importante exemplo de derivado cumarinico obtido por rotas sintéticas

€ a substancia conhecida como varfarina. Jorgensen, em seus estudos, relatou a



sintese de uma etapa da varfarina (Fig. 5, p. 7) enantiomericamente pura que foi
obtida através da organocatélise. Essa sintese representa o primeiro exemplo de
uma organocatalise, realizada através de uma reacdo de Michael assimétrica
entre cumarina e a cetonas a,B-insaturados com catalisadores imidazolidinas (Fig.
6, p. 7). Chin e Chen relataram a mesma estratégia para a sintese de warfarin
pura catalisada por uma amina primaria e diamina, respectivamente (ZHU et al.,
2011; HALLAND et al., 2003).

Figura 5. Estrutura da Varvarina.
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Figura 6. Reagao de Michael assimétrica entre cumarina e a cetonas B-insaturados

,ﬂ:}o

com catalisadores imidazolidinas.

Com o reconhecimento do uso de catalisadores, novas metodologias foram
se desenvolvendo para a sintese dessa classe de substancias a partir de
produtos fendlicos, como relata KALITA, na sintese de 7-hidroxi-4-metilcumarina.
Nessa sintese, o uso de catalisadores acido triflico (CF3SO3zH) funcionalizados
sobre Zr-TMS em condicfes cataliticas heterogéneas converte, cerca de 80% do
resorcinol e acetato de etila na cumarina. Essa reacédo do tipo Pechman entre o

composto fendlico e B-ceto ésteres € a reacdo mais convencional para a sintese



de cumarinas e seus derivados. Na Figura 7 (p. 8) observa-se 0 mecanismo
reacional para a reacdo de Pechmann (KALITA & KUMAR, 2011).

(0] (0]
OH AICI, =
©/ + M =
R
OEt f’ 0
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Figura 7. Mecanismo reacional para a reacdo de Pechmann.

Outro exemplo do uso desses mecanismos de sintese foi relatado por
CAMPOS-TOIMIL (2002) quando obteve 4-clorometil-7,8-diidroxicumarina em
65% de rendimento a partir de pirogallol (1,2,3-benzenotriol) (Fig. 8, p. 9). Apos
hidrolise do halogénio obteve-se com 88% de rendimento a cumarina 4-
hidroximetilcumarina, demonstrando a facilidade no emprego dessa reacao
(CAMPOS-TOIMIL et al., 2002).



4-cloroacetato de Etila

R = H, OH, OCH,

Figura 8. Sintese da 4-clorometil-7,8-diidroxicumarina.

No entanto, algumas cumarinas sao sintetizadas com o uso de propiolato
de etila como reagente, em meio catalisado por ZnCl,. Essas rea¢des, conhecida
como ciclizacao-esterificacdo catalisado por ZnCl,, promovem a obtencédo de
cumarinas sem substituintes no anel pirona. Partindo de produtos fendlicos como
o floroglucinol (1a) e o 5-metoxiresorcinol (1b) chegam-se ao rendimento de 85%
de formacé&o de cumarinas (Fig. 9, p. 9) (CHANG et al., 2008; ODA et al., 2005).

OH

OH
N 2a: R, = OH
N Mo 1
Ol N —
R, OH (@) R (@) (@]
1a-b

1
2a-b

Figura 9. Reacédo de ciclizacdo-esterificacdo para formacédo das cumarinas.

Diversas cumarinas e seus derivados sintéticos foram alcancados, como
relatado por Oyamada, na sintese atomo-econémica de cumarinas a partir da
reagcdo de 4&cidos propilico e fendis, também com uso de catalisadores
Pd,(dba)sCHCI; ou Pd(OAc), em meio acido. A reacdo de hidroarilacdo de alcino
que foi realizada em acido trifluoroacético, resultou na formacdo da cumarina e da
di-hidrocumarina (Fig. 10, p.10) (OYAMADA et al., 2011).
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Figura 10. Reagéo de ciclizagdo-esterificagdo para formagéo das cumarinas.

Nesse sentido, muitos trabalhos no campo da sintese de derivados de
cumarinas e da farmacologia demonstram com clareza a importancia dessas
metodologias. As atividades biol6gicas dos derivados cumarinicos, em particular,
sua aplicagcéo terapéutica como agentes anticoagulantes e antibacterianos, tem
estimulado mais interesse para a sintese desta classe de compostos. Muitos
também exercem eficiente acdo anti-proliferativa, antifingica, antipsoriase,
antiinflamatérios, bem como atividades antivirais (YADAV & PUROHIT, 2011;
(SANDHYA et al., 2011; ARSHAD et al., 2011).

Os derivados benzilideno-bis-(4-hidroxicumarina) e  3-[6-0x0-(1H)-
benzopirano[4,3-blbenzopiran-7-il]-4-hidroxicumarina inibem HIV (virus da
imunodeficiéncia humana), por afetar integrase e transcriptase reversa, que
desempenham um papel critico no ciclo replicativo do HIV (ZAVRSNIK, 2011).
Nesse ambito também encontramos sinteses de triazolilglicosidios de cumarinas
utilizando cicloadicdo 1,3 dipolar, catalisada por cobre azida-alcino(CUAAC) de
xilose, glicose e galactose com 4-alquinila-cumarinas substituidas. O produtos
dessas reagbes foram identificados como inibidores possivel de galectina,
implicados no apoptose celular e fixacdo do virus HIV-1 as células hospedeiras
levando a potentes propriedades anti-cancer ou anti-HIV (NYUCHEYV et al., 2011)

Nova classe de derivados cumarinicos 2H-1-benzopiran-2-ona com altas
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eficdcias para a1-adrenérgicos (a1-AR), que regulam vérias funcbes do sistema
nervoso simpatico, cujas divergentes antagonistas tém sido desenvolvidas para o
tratamento de doencas cardiovasculares e hiperplasia prostatica benigna (BPH).
Entre os diferentes derivados sintetizados com esse propésito, a cumarina com
uma substituicdo fenilpiparazinil mostra atividade anti-receptor a1-adrenérgico
(Fig. 11, p. 11) (ZHOU et al., X 2011).
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HO OH HO 0 0O
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Figura 11. Sintese de derivados cumarinicos com fenilpiperazinas.

Uma série de isocumarinas 3,4-dissubstituido e 3,4,8-trisubstituidas,
incorporando nitrogénio e oxigénio como parte do anel heteroaromatico
(piperidina, morfolina, dibenzofuranos, cumarina), foram sintetizados e os testes
confirmaram atividades inibitdria de crescimento contra os fungos patégenos
Pallidoroseum, Fusarium, Chaetonium e contra bactérias E. Coli, S. Aureus.
(YADAV & PUROHIT, 2011). Novos compostos sintetizados também foram
testados quanto a suas atividades antimicobacterianas in vitro contra
Mycobacterium tuberculosis (PATEL et al., 2011).

Além desses, a sintese dos novos derivados 4-(4-acetil-5-substituido-4,5-
dihidro-1,3,4-oxodiazol-2-il)metoxi)-2H-chromen-2-onas (Fig. 12, p. 12), realizado

pelo uso de 4-hidroxicumarina como matéria-prima, revelou que 0s compostos
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também mostraram significativa atividade antibacteriana contra Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. As substancias com substituintes 4-fenil, 4-metoxifenil,
4-fluorofenil e 4-nitrofenil no anel 1,3,4-oxodiazole exibiram atividade antioxidante
mais elevada do que Trolox® (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico), um derivado antioxidante lipo-solivel da vitamina E usado como
referéncia para a capacidade antioxidante de outras substancias e usado em
aplicacfes biolégica ou bioquimicas para reduzir o stress oxidativo (HAMDI et al.,
2011).
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Figura 12. Sintese de derivados cumarinicos com substituintes oxadiazole.

Outros derivados que apresentaram importantes atividades sao as
cumarinas com substituintes anéis tiazol. Compostos contendo anéis tiazol tém
valor medicinal devido as suas potenciais propriedades quimioterapica, fungicida,
antivirais e pesticidas. Recentemente, relataram a sintese de novas cumarinas
incorporadas com semicarbazonas e tiazolil exibindo atividade anticonvulsivante,
analgésica e antiinflamatéria (ARSHAD et al., 2011). Os derivados cumarinicos
gue apresentam aminas aromaticas e heterociclicas em sua estrutura, também
foram testadas e suas atividades analgésica, antiinflamatoria e antimicrobiana
foram comprovadas, como, por exemplo, heterociclicos ligados com nitrogénio em
7 posi¢cdes de cumarina parecem ser drogas potencialmente ativos (SANDHYA et
al., 2011).

As furanocumarinas (Fig. 13, p. 13), uma outra classe de cumarinas,
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consistem de um anel furano condensado ao nucleo cumarinico e podem ser
subdivididas em lineares e angulares.

As furocumarinicos lineares sdo amplamente utilizadas na clinica,
principalmente na terapia de doencas de pele (PUVA terapia), que € baseada na
acdo conjunta de outras drogas, como o psoraleno, e uma exposicao a irradiagdo
de ultravioleta. O principal efeito terapéutico determinante destes compostos € a
cicloadicdo de psoraleno a base aminada, como a timina, do DNA. A doenca
conhecida como psoriase é caracterizada pela proliferacdo descontrolada das
células da pele, sendo, portanto, esse efeito inibido através das ligacbes entre
psoraleno e DNA celular (ODA et al., 2005). A molécula intercala entre os pares de
bases no DNA de cadeia dupla interagindo assim com o nucleo das bases. Apos a
irradiacdo com luz UVA, a furocumarinia € fotoexcitada formando adutos
covalentes através de reacdes periciclicas [2 + 2] reagindo, assim, com DNA.
(SAENZ-MENDEZ et al., 2007).

Figura 13. Estrutura da furocumarina.

As rotas sintéticas para formacéo de furocumarinas também sao de grande
interesse, como, por exemplo, a formacéo de bergapteno e angelicina (Fig. 14, p.
14), principais furanocumarinas que possuem atividades biol6gicas importantes
como fotossensibilizacdo da pele humana, com aplicagdes em medicina valiosas
em tratamento de doencas da pele, por exemplo, psoriase e vitiligo. Eles também
sdo conhecidos por serem fototoxico para insetos, fungos, virus e bactérias.
(MELLIOU et al.,, 2005). Estudos relatam a formacdo de anéis furano em
compostos cumarinicos, obtendo-se estruturas tanto lineares quanto angulares
destas substancias, os quais apresentam atividades bioldgicas semelhantes aos
produtos naturais isolados de vegetas (BRENDE et al., 1979; LEE, 1995; XIE et
al., 1999).
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Figura 14. Estrutra do bergapteno (a) e da angelicina (b)

Uma das principais rotas sinteses para furocumarinas se baseia em
rearranjos de Fries catalisada por acidos de Lewis. Por exemplo, reacdo com a
cumarina substituida 7-cloroacetoxi-4-metilcumarina com AICl;, seguida de
desidratacdo e condensacdo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos e
heteroarenos, gerando 4-metilangelicina e dimeros 2,3'-bifurano (Fig. 15, p. 15)
(TRAVEN et al, 1997). Estruturas como dihidrofuro[2,3-H]cumarona e
dihidrofuro[2,3-G]cumarona também foram conseguidas através do rearranjo Fries
de cumarinas substituidas (TRAVEN, 2000.) Outras furocumarinas obtidas por
essas reagdo foram 6-aminocoumarina, pela redugdo de 6-fenilazo-4-
metildihidrofuro[2,3-h]Jcumarona. As  substancias  6-substituidos de 4-
metildihidrofuro[2,3-hJcumarona foram convertidos a angelicina por reducdo do
grupo carbonila do anel dihidrofurano e consequente desidratacdo do alcool
obtido, demonstrando ser uma metodologia facil e mais béasica para essa classe
de substancias (TRAVEN et al., 2001).
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Figura 15. Formacéo do anel furano em cumarinas substituidas.

Outros autores relatam a sintese de furocumarinas e derivados a partir de
diendfilos de tetrazinas, em reacfes de Diels-Alder, via brominagéo, condensacédo
com aldeidos e cetonas, formacdo de oxima, acoplando com sais de benzeno
diazdnio e outros (BEGALA et al., 2003).

Reacdes de Wittig intramolecular, que consiste na formacdo de
intermediarios iletos de fésforo (molécula neutra na qual dois atomos de cargas
opostas, cada uma com um octeto de elétrons, estdo diretamente ligados um ao
outro, sendo um o carbono e o outro o fésforo) também foram usadas para
reacoes de formacdo de anel furano acoplado ao centro cumarinico a partir de
cetonas a,B-insaturadas com tributilfosfina e cloreto de acila. Os intermediarios
para a construcdo do anel furano foram cruciais, levando a uma grande variedade
de cumarinas substituidas em uma unica etapa (Fig. 16, p. 16) (JANG et al.,
2011).
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Figura 16. Formacao de furocumarinas com tributilfosfina e cloreto de acila.

Alguns pesquisadores sintetizaram derivados furocumarinicos com
substituintes nos anéis furo e piranona. GARAZD (2009), por exemplo, relata a
sintese de furocumarinicos contendo substituintes arila nas posicfes 2 e 3 do anel
piranona obtendo a 6-arilfuro[3,2-g]chromen-7-ones, baseado no nucleo 3-
arilcumarina. Substituintes 7-acetoxicumarina foram preparados por uma reacao
de Perkin-Oglialoro a partir de 2,4-dihidroxibenzaldeido e &cidos fenilacéticos
substituidos em anidrido acético e na presenca de piridina. Acidélise de 7-
acetoxicumarina formou 7-hidroxi-3-arilcoumarinas que foram utilizadas na reacao
com cetonas halogenadas, produzindo substituintes oxoéteres que, apoés
aguecimento em solucdo alcalina, cicliza em 3-substituido-6-arilfuro[3,2-
glchromen-7-ones (Fig. 17, p. 16) (GARAZD et al., 2009).
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Figura 17. Formagao de furocumarinas com cetonas halogenadas.
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A sintese dessas furocumarinas angulares tem sido alcancada por
rearranjos de claisen de 7-alliloxicumarina, rea¢des benzanulacdo de complexos
carbenos com acetilenos e acoplamento de reagente acetilénico e com
iodohidroxicumarina. Entretanto, a dificuldade no controle da regioquimica de
rearranjos de claisen nos remete a procura de melhores rotas sintéticas como
relata LEE (1995) em uma reacgéo de diazocetona com acetatos vinil seguido por
desidratacdo catalisada por acido formando derivados dihidrobenzofurano. Os
derivados dihidrobenzofuranos foram formilados usando excesso NaH em
presenca de catalisador KH e metanoato de etila em THF. Na construcdo do anel
pirona, o grupamento aldeido foi condensado com um reagente Horner-Emmons
(fosfonoacetato de trietila) e uma base (LEE, 1995).

Todas essas reacdes e seus respectivos derivados furocumarinicos
apresentados demonstram a grande importancia da sintese dessas substancias.
Logicamente, todas as substancias sintetizadas apresentaram atividades
bioldgicas interessantes, o que justifica sua producéo em laboratorio.

Bergapteno e derivados obtidos foram responsaveis por diferenciacéo
induzida em linhas de células leucémicas promielocitica aguda (HL-60)
aparentando serem, clinicamente, eficazes contra a desordem mieloproliferativas
(KAWAII et al., 1999).

Derivados sintetizados a partir de reacées de condensacdo de Pechmann
mostraram um perfil farmacologico semelhante a vasodilatadores comerciais,
portanto, um futuro promissor como anti-hipertensivos e agentes espamoliticos
(CAMPOS-TOIMIL et al., 2002). As furocumarinas lineares obtidas com a mesma
reacdo apresentaram, também, atividade citotoxica frente as células
carcinogénicas do tipo ascitico de Ehrlich, que séo células causadoras do tumor
de mama, e atividade antioxidante, capturando o radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (método DPPH) (RANGANATH et al., 2011). Outros derivados do
bergapteno também inibiram a atividade da CYP3A4, uma enzima de figado que
metaboliza a maioria dos farmacos. Essas substancias foram obtidas através de
uma desmetilacdo do bergapteno por acédo do tribormeto de boro (BBr3) e
substituicdes subsequientes com grupos alquilas e epoxidos (ROW et al., 2006).

Em sua maioria, as furocumarinas e seus derivados sdo amplamente
relacionados as atividades biologicas inerentes ao DNA, ou seja, por inibicdo de

expressdes génicas ou impedindo sua replicacéo.
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Derivados benzoquinolizinona, analogos de furocumarinas, apresentaram
atividades foto reativas com o DNA, apés irradiagbes com luz UVA. Esses
compostos possuem capacidade de intercalarem com o DNA, consistindo na
reacao de fotocicloadicdo [2+2] com as bases pirimidinas (Fig. 18, p. 18) (MIOLO
et al., 1999).
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Figura 18. Estrutura do fotoaduto entre benzoquinolizona e timina (cis—anti )

Atualmente, extensos estudos foram realizados sobre a sintese de novos
derivados psoraleno com aplicacédo na terapia da PUVA.

A fusdo de um ciclopentano, ciclohexano, benzeno ou um anel piridazina
no fragmento furano do esqueleto psoraleno e introducdo de um grupo propoxi
(dimetilamino) na posicao 5 ou 8 (para melhorar a solubilidade em agua) resultou
em mudancas na fototoxicidade, sendo o derivado com o anel piridazina fundida,
mostrou um consideravel aumento da atividade fotoantiproliferativa (LIPEEVA et
al., 2011).

Como € o caso do 5,8-dietoxipsroaleno assim como alguns derivados, 0s
quais apresentaram atividades blogueadoras em canais de potassio (Kvl1.2)
realizando interagcbes com DNA por irradiagcao (WULFF et al., 1992), o que indica
um potencial terapéutico como drogas antiarritmicas para fibrilacdo atrial (EUN et
al.,, 2006). Substéncias derivadas de 5-(4-fenilbutoxi)psoraleno também
apresentaram atividade blogueadora de canais de potassio, principalmente Kv1.3,

presente em linfocitos. Isso reduz a produgéo e proliferacédo de citocinas, sendo,
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portanto, importantes substancias para o uso como imunomoduladores em
terapias de desordem autoimune (VENNEKAMP et al., 2004).

Alias, o uso de furocumarinas em testes contra doencas auto-imunes e
inflamatorias vem se tornando comum. A exemplo recente, testes de inibicdo com
NF-kB mostrou que os derivados de psrolaenos sao relevantes no uso
terapéutico. O fator nuclear kappa B (NF-kB) é um complexo protéico que
desempenha funcédo na transcricdo e estad envolvida em processos biologicos
como regulacado do ciclo celular, expressdo de genes especificos e em respostas
celulares a estimulos. A incorreta regulagdo de NF-kB é responsavel por doencas
inflamatorias e auto-imunes (BORGATTI et al., 2011). Os derivados sintetizados
inibiram a interacdo entre NF-kB e DNA e a expressao de genes reguladas por
este complexo protéico em células de fibrose cistica, uma doenca genética,
infectadas com bactérias da propria microbiota humana, o que € muito importante
na fisiopatologia da fibrose cistica, uma vez que varias complicacdes clinicas sao

causadas por exacerbacdo da resposta inflamatoria (PICCAGLI et al., 2010).

2.2 - Atividades Bioldgicas

2.2.1 - Atividade Antiinflamatoéria

O processo inflamatério € uma resposta do organismo frente a uma
infeccdo ou a uma injaria tecidual e compreende dois mecanismos de defesa: a
resposta inespecifica (resposta inata), responsavel pelas caracteristicas da regiao
inflamada (vermelhiddo, edema, calor, dor e perda de funcdo) e a resposta
imunologica, na qual ha producdo de anticorpos especificos contra um
determinado agente agressor. Essas respostas se caracterizam pela producao e
liberacdo de mediadores quimicos do processo inflamatério, responsaveis nos
processos inflamatérios. Ambos 0s processos ocorrem através dos macrofagos
(COUTINHO et al., 2009).

Entre os mediadores quimicos de grande importancia pode-se destacar o
oxido nitrico (NO), gas soluvel que possui potente acdo vasodilatadora,
reguladora do recrutamento de leucdcitos e exerce acdo citotdxica contra micro-
organismos e a citocina TNF-a, uma proteina soluvel identificada como

pertencente a categoria de moléculas monocinas secretadas por macrofagos e
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gue possui papel central na defesa, funcionando como marcados pro-inflamatério,
recrutando neutrofilos e induzindo a sintese de citocinas e quimiocinas no
processo inflamatorio. (GEHRKE & PEREIRA, 2007; FILHO, 2002).

A oxido nitrico-sintase (NOS) € a enzima responsavel pela sintese do NO.
Essa enzima se mostra em trés isoformas, sendo uma NOS induzida (iINOS) e
duas NOS constitutivas (cNOS). O NO é formado tanto pela cNOS como pela
INOS e sua quantidade ira determina sua acdo protetora ou toxica. Embora
pequenas quantidades sejam necessarias para a homeostasia, grandes
quantidades, como aquelas produzidas na ativagdo da iINOS sdo citotdxicas. A
expressdo da iINOS é o resultado de uma resposta inflamatéria localizada ou
difusa resultante de uma infeccdo ou dano tecidual, sendo benéfica quando parte
de uma resposta a infeccdo ou sepse, porém, nociva quando parte de uma
inflamacdo anormal, isto €, respostas autoimune (CERQUEIRA & YOSHIDA,
2002).

A producédo de NO por diferentes células durante a resposta imunolégica €
controlada por diversos mecanismos. Em adi¢cdo ao papel protetor do NO, ha um
mecanismo dependente da liberacao de citocinas com fungdo autdcrina, tal como
o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (MARQUES, 2006). O principal efeito
fisiolégico do TNF-a € promover a resposta imune e a inflamatéria por meio do
recrutamento de neutréfilos e mondcitos para o local da infeccdo, além da
ativacdo de macréfagos, modulando sua funcdo fagocitaria e a sintese de
mediadores pro-inflamatdérios, assim como também a indugdo da enzima iNOS. O
TNF-a € um dos principais alvos terapéuticos em uma série de doengas
inflamatdrias crénicas (VITALE, 2007; HOWART et al., 2005).

As doencas autoimunes sdo provocadas pelo ataque do sistema imune do
organismo 0s seus proprios tecidos, ou seja, sdo provocadas por respostas
imunes inadequadas. Dessa forma, o controle da inflamacéo pode resultar em
potenciais imunomoduladores, pois sé&o capazes de interferir no processo
reacional de defesa do organismo, minimizando os danos e proporcionando maior
conforto ao paciente (NUNES et al., 2006).

Os antiinflamatérios sédo farmacos, cuja finalidade é a contencédo e a
reversdo da inflamacdo, seja ela local ou sistémica. Devem apresentar rapidez de
acado, poténcia analgésica e seguranca (MENDES, 2001).

Atualmente diversas substancias de origem natural sdo conhecidas por



21

apresentarem atividades antiinflamatoérias. Entre eles se encontram triterpenos,
esteroides, lactonas sesquiterpénicas, flavonoides, cumarinas e alcaloides. Dentre
desses, destaca-se algumas substancias das classes das cumarinas (VIEGAS JR
et al., 2006). Por exemplo, a cumarina escoparona (6,7-dimetoxicumarina) reduz o
recrutamento de células inflamatdrias diminuindo a producéo de citocinas, como
consequéncia inibe a sinalizacdo celular de fatores de transcricdo pré-
inflamatorios, além de modular a fungdo de M@ e linfocitos. Outras cumarinas
como umbeliferona (7-hidroxicumarina), esculetina (6,7-diidroxicumarina),
fraxetina (7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina) e daphnetina (7,8-diidroxicumarina)

apresentam atividades antiinflamatoérias (CORREA et al., 2008).

2.2.2 - Atividade Citotoxica

Varios meétodos para se avaliar a toxicidade de substéncias ja foram
padronizados utilizando-se células cultivadas in vitro. Nestes testes, as
substancias em contato direto ou indireto com uma cultura de células mamiferas
sao avaliadas de acordo com as alteragcOes celulares que possam ocorrer, como,
por exemplo, a inibicdo de crescimento ou incorporagdes de corantes vitais
(ROGERO et al., 2003).

Estes testes de toxicidade, utilizando células isoladas ou em conjuntos, tém
a finalidade de estudar os efeitos dos novos medicamentos, cosméticos e
produtos quimicos na sobrevivéncia e crescimento em ampla variedade de tipos
de células (RYAN, 2008).

A interferéncia induzida por agente quimico nesse processo de
crescimento/multiplicacdo celular e a maneira em que esses processos podem
ocorrer € a base dos ensaios citotéxicos. Estes ensaios tendem a simplificar os
eventos quantificados, contudo, por serem métodos simples, de baixo custo e
reprodutiveis sao extensamente empregados em processos de triagem
(FRESHNEY, 1994).

Um dos ensaios mais utilizados e aceitos de maneira confiavel no meio
cientifico € o meéetodo de reducdo de sais tetrazolio. Esse método fornece
informacdes sobre a fungdo mitocondrial através da avaliagdo da atividade da
succinato desidrogenase (DANI et al., 2010). O amarelo de tetrazodlio MTT (3-(4,5-

dimetiltiazolil-2)-2,5-brometo de difenilpirazolina) € reduzido a sal azul de
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formazina em células metabolicamente ativas, processo que envolve as
coenzimas NADH e NADPH, que estdo extremamente ligadas a respiracao celular
uma vez que uma célula totalmente ativa apresenta altas taxas de atividades das
coenzimas NADH e NADPH (BERRIDGE & TAN, 1993).

Os testes de metabolizagdo do MTT sé&o rapidos, sensiveis e baratos, e
permite avaliar a quantidade de células vivas em uma cultura ao analisar as
funcionalidades das mitocondrias. Ao medir a taxa de conversdo do MTT em azul
de formazano através de método colorimétrico, é possivel quantificar a
percentagem de células vivas. Dessa forma, € possivel definir a citotoxicidade de
determinada substancia quimica frente as células, mas ndo seu mecanismo de
acado (NUNES et al., 2011).

Entretanto, apesar de ser considerado um método conveniente e rapido
para medicdes viaveis, o ensaio MTT nem sempre tem boa correlagdo com outras
medidas de crescimento e viabilidade celular (BERRIDGE & TAN, 1993).
Contudo, é possivel converter o resultado obtido em percentual de citotoxicidade,
a fim de se comparar com o método LDH, lactato desidrogenase (MUZITANO et
al., 2006).

A lactato desidrogenase € uma enzima que atua na via de conversédo do
acido lactico em acido piravico e leva a producdo de ATP. Encontra-se dispersa
pelo citoplasma da grande maioria das células sendo liberada para o meio
extracelular quando uma célula sofre danos em sua membrana plasméatica. Dessa
forma, a sua presenca € indicativa de morte celular seguida de rompimento de
membrana, o que se denomina de necrose (NUNES et al., 2011).

Muitas substancias tém sido testadas quanto a sua atividade citotoxica,
como € 0 caso das cumarinas, as quais apresentam acao antineoplasica, como
descreve KOSTOVA (2005) em seus inumeros trabalhos sobre essa classe de
substancias natural ou sintética. As substancias 7-hidroxicumarina, 4-
hidroxicumarina e seus derivados induziram a liberacdo de LDH em culturas de
hepatdcitos de ratos. Os efeitos citotdxicos em ratos dessas substancias foram
comprovados por testes de MTT. Outras cumarinas como:a 7,8-dihidroxi-6-
metoxicumarina  (fraxetina), a  3-(acetonil-4-clorobenzil)-4-hidroxicumarina
(cumacloro), a 4-hidroxi-3-(3-oxo-1-fenilbutil)cumarina (varfarina) e a 7-hidroxi-4-
metilcumarina (mendiaxon),também foram testadas e exibiram atividade
citotoxica (KOSTOVA, 2005).
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2.2.3 - Atividade Antituberculose

A tuberculose bovina (TB) é uma doenca mundialmente conhecida,
causada pela bactéria Mycobacterium bovis, que é um organismo patogénico
tanto para humanos e quanto para outros animais.

Nos seres humanos, tal bactéria causa a chamada tuberculose zoondtica,
gue é clinicamente semelhante a tuberculose, causada pela M. tuberculosis.

A M. bovis foi a causa importante de turbeculose humana, especialmente
em criancas antes do processo de pasteurizacdo do leite. Apds a adocao desse
tratamento para o leite e outros produtos lacteos, a TB caiu drasticamente (LEON
et al., 2009).

A maioria dos individuos infectados permanecerem livre de doenca ativa
durante a vida, porém, aproximadamente 10% dos infectados desenvolvem a
doenca. As caracteristicas da doenca sdo muito diversas, e diferem pelo tipo de
patologia desenvolvida nos pulmdes, na area de tecido do pulmao infectado, pela
presenca de bacilos nos escarros e pela taxa de progressdo da tuberculose
(LYADOVA et al., 2010).

Em 1908, os cientistas Albert Calmette e Camille Guérin conseguiram isolar
uma cepa do bacilo da tuberculose, produzindo culturas vivas atenuadas, que
foram usadas e denominadas como vacina Bacilo Calmette-Guérin ou BCG. Em
1944 foi inventado o primeiro antibiético, a estreptomicina, produzida a partir da
garganta de uma galinha. Entretanto, sem o apoio ao tratamento e o contato entre
doentes, surgiram bactérias resistentes ao medicamento. Para contornar o
problema, desenvolveu-se um coquetel com quatro antibiéticos (PEREIRA, et al.,
2007).

No Brasil, os procedimentos para o tratamento da tuberculose séo
padronizados desde 1979 pelo Ministério da Saude, sendo indicada a utilizagéo
de quatro drogas em um Unico comprimido com dose fixa combinada: rifampicina,
isoniazida, pirazinamida e etambutol por dois meses e, numa segunda fase,
isoniazida e rifampicina por mais quatro meses (ARBEX et al., 2010).

Além disso, existem casos de cepas das bactérias resistentes a varios
farmacos, comprometendo tanto o resultado do tratamento como programas de
controle da doenca. Esses fenbmenos da multidroga-resisténcia e da resisténcia
ao sistema imune impulsiona a pesquisa para o desenvolvimento de novos

medicamentos.
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As bactérias causadoras da tuberculose estdo ligadas aos macréfagos pela
capacidade de infecta-los. Essas bactérias sdo capazes de entrar nas células
macrofagos através de receptores da superficie celular. Uma vez dentro do
macrofago hospedeiro, as bactérias residem dentro de um vacuolo ligado a
membrana. As bactérias modificam a maturacdo deste compartimento a fim de
melhorar a sua prépria sobrevivéncia intracelular (GLICKMAN & JACOBS, 2001).

Dessa forma, diversas substancias como derivados quinoldnicos, da
ansamicina e da pirazinamida vém sendo avaliados em ensaios terapéuticos para
o tratamento de tuberculose (CAMPOS, 2007), bem como muitas outras
substancias anélogas ou de estruturas diferenciadas a estes medicamentos vem
sendo desenvolvidas para o combate a tuberculose (SOUZA, 2009).

Umas das substancias sdo os derivados cumarinicos que apresentam
atividades contra tuberculose como, por exemplo, os derivados hidrazona tiazolil
cumarina (ARSHAD et al., 2011; GURSOY & KARALI, 2003), tetriaciclodipiranil
cumarinas (LIU et al., 2010) e hidrazida benzilideno cumarinas (NARASIMHAN et
al., 2010) mostrando assim a importancia da sintese na busca de novas drogas

no tratamento de tuberculose.
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3. OBJETIVOS

3.1 - Obejtivo Geral

Esse trabalho teve como objetivo sintetizar novos produtos cumarinicos a
partir do floroglucinol e a sua avaliagdo quanto ao efeito antiinflamatorio e

antimicrobiano.

3.2 — Obejtivos Especificos

A Sintetizar derivados com estrutura cumarinica a partir do
floroglucinol.

A Avaliar o potencial antiinflamatério das substancias sintetizadas com
testes biolégicos em culturas células humanas.

A Avaliar o potencial antimicrobiano das substancias sintetizadas com

testes em micobactérias Mycobacterium bovis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 — Materiais e Equipamentos

As sinteses das substancias cumarinicas foram realizadas utilizando-se
solventes e reagentes de grau PA e vidrarias adquiridas de fontes comerciais
(Aldrich, Synth Vetec e Merck)

As sinteses foram acompanhadas por analise cromatografica em camada
delgada (TLC — gel 60 F,s4), obtida de fonte comercial (Merck).

A purificacdo das substancias obtidas foi feita por cromatografia em coluna
com silica gel 60 200-250, obtida de fonte comercial (Merck).

Foram utilizados placas de aquecimento e agitacdo das marcas Fisatom e
Fisher, evaporadores rotatorios modelos R-114 Biichi e MA120 Marconi, estufa de
secagem A-HT Fanem, camara com lampada ultravioleta (254 nm e 365 nm)
Adamo, balanca analitica AY 220 Shimadzu,

Para as analises espectroscépicas das substancias sintetizadas foram
utilizados os equipamentos:

- Espectrbmetro de ressonancia magnética nuclear, modelo Elipse (400
MHz para H e 100 MHz para *3C) Jeol, cromatdgrafo gasoso acoplado ao
espectrometro de massas, modelo CG/EM-QP-5050, SHIMADZU e espectrémetro
de infravermelho, modelo SHIMADZU FT-IR 8300, aparelho de ponto de fuséo
Kofler marca Microquimica modelo MQRPF-301, do Laboratério de Ciéncias
Quimicas da Universidade Estadual do Norte Fluminense;

- Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Brucker (AC-200
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AVANCE 400 MHz), do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro;

4.2 — Sinteses Organicas

Nesse topico, descrevemos as reacles realizadas com sucesso em
laboratorio. As reacdes propostas tem como o objetivo:

- metilacdo do material de partida floroglucinol para obtencdo de 5-
metoxiresorcinol;

- formacdo de anel lactona para obtencdo de cumarinas a partir de
produtos fendlicos;

- desmetilacao de bergapteno para obtencao de psoraleno;

- reacOes de substituicOes para obtencdo de derivados de cumarinas e

furocumarinas;

4.2.1 - Formacao de 5-metoxiresorcinol (1b).

Na primeira etapa desta reacao obteve-se o metanol acidificado, para tal foi
adicionado a um frasco dosador 20mL de &cido sulfurico concentrado. Conectou-
se o frasco dosador a um baldo de 150mL de duas bocas contendo 10g de
Cloreto de Sodio. Na boca lateral do baldo foi acoplada uma conexdo com
mangueira de silicone. A extremidade dessa conexao foi inserida em um
Erlenmeyer contendo 100mL de Metanol P.A. Em banho de gelo. Apés a
preparacao desse sistema descrito acima, abriu-se a torneira do frasco dosador e
deixou-se gotejar lentamente o acido sobre o sal presente no baldo. Apés total
consumo do acido e ao cessar a producdo de gas HCI, o metanol acidificado foi
mantido em geladeira até o uso.

Em um baldo de 50 mL, adicionou-se 100mg (1mmol) de floroglucinol (1a).
O material foi diluido em solvente dioxano e em seguida adicionou-se 35mg
(1,88mmol) de NaH ao poucos em pequenas por¢cdes. Apos total adicdo de NaH e
0 sistema cessar a reacdo com o sal, foi adicionado 40mL de Metanol acidificado.
Em seguida o sistema foi agitado e aquecido a 70°C totalmente fechado por 12
horas. ApGs o termino, a solucéo foi evaporada e o produto obtido foi submetido a

separacao por cromatografia liquida em coluna empacotada com gel de silica,
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inicialmente eluida com hexano (100%), seguida de gradiente de polaridade até a
concentracdo de acetato de etila 100%. A substancia de interesse foi eluida a uma
concentracdo de 50:50 (viv hexano:acetato de etila). O produto obtido foi

analisado por espectroscopia de IV, Massas e RMN.

OH OCH,
NaH
—_—
MeOH,*
HO OH HO OH
1a 1b

Figura 19. Representacédo da reacdo de 5-metoxiresorcinol.

4.2.2 — Formacdao de anel lactona. Sintese de 5,7-diidroxicumarina (2a)
e 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b).

Para sintese de 5,7-diidroxicumarina foram adicionadas 500mg (4mmol) de
floroglucinol (1a), 420mg (0,75mmol) de ZnCl, e 0,5 mL de propiolato de etila ao
baldo de 250 mL

Para sintese de 5-hidroxi-7-metoxicumarina, adicionou-se ao baldo de 25
mL, 200mg (1mmol) metoxiresorcinol (1b), 196mg (1mmol) de ZnCl, e 218uL de
propiolato de etila.

Apbs a solubilizacdo dos reagentes, deixou-se o sistema por cerca de 2h-
3h em agitacdo a temperatura de 100 °C. Apds esse periodo, baldo contendo a
mistura foi resfriado e, em seguida, adicionados 10 mL de HCI 5%. O precipitado
de coloracdo vermelha foi filtrado e lavado com agua quente (100° C). Os
produtos obtidos de cada reacdo foram purificados por cromatografia liquida em
coluna de gel-silica, sendo, cada coluna, inicialmente eluida com hexano (100%),
seguida de gradiente de polaridade até a concentracéo de acetato de etila 100%.
A substancia de interesse da reacdo com la foi eluida a uma concentracdo de

30:70 (v:v hexano:acetato de etila) e a substancia de interesse da reacdo com 1b
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foi eluida a uma concentracdo de 40:60 (v:v hexano:acetato de etila). Os produtos
foram submetidos a analises espectroscépicas de IV, Massas e RMN.

R,

I-':1
/©\ * M}\(OB - . = 2a:R, = OH R, =OH
2b:R,=0H;R,=CH,
R, OH 0 R 0 - .
1ab 2a<c

Figura 20. Representacdo da reacdo de formacao de lactona.

4.2.3- Formacao de bergaptol (3) por cloreto de piridina.

Cloreto de piridina - Em um baldo de 100ml foram adicionados 10ml de
piridina previamente tratada e posteriormente, a solucdo concentrada de acido
cloridrico (20 ml) foi gotejada. ApGs essa etapa o baldo foi aquecido em banho de
Oleo a 120°C a fim de retira toda a agua presente na reacdo. O sal formado foi
conservado em dessecador até que o mesmo fosse utilizado na reacdo de
desmetilacdo do bergapteno.

Em um baldo de 100 ml com duas bocas foram adicionados 1,2g (15mol)
do cloreto de piridina e o sistema foi agitado e aquecido a uma temperatura de
220°C por 25 minutos. Em seguida, 216mg (1mmol) do bergapteno foram
adicionados ao baldo deixando o sistema em refluxo por mais 25 minutos. Apés
esse tempo, a mistura reacional, ainda quente, foi vertida em uma solucéo de 350
ml de &cido cloridrico a 1M. O precipitado formado foi lavado com &gua e
colocado na estufa por 4h a 80°C. %. O produto obtido foi purificado por
cromatografia liquida em coluna de gel-silica, inicialmente eluida com hexano
(100%), seguida de gradiente de polaridade até a concentracdo de acetato de
etila 100%.A substancia de interesse foi eluida a uma concentra¢do de 35:65 (v:v
hexano:acetato de etila). O produto foi submetido a analises espectroscopicas de

IV e Massas.
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Figura 21. Representacédo da reacao de formacéo do bergaptol por cloreto de

piridina.

4.2.4- Formacdao de bergaptol (3) por acido de Lewis BBr3.

Preparou-se em um Becker uma solucdo de 2ml de diclorometano
contendo 100mg (0,231mmol) de bergapteno. Em seguida, preparou-se um baldo
de 25 mL com 3mL de diclorometano, trocando-se a atmosfera por N, gasoso e
mantendo-se em frasco com gelo. Em outro recipiente de vidro manteve-se o
acido de Lewis tribrometo de boro sob temperatura baixa evitando que se libere
muito vapor do acido devido sua reatividade.

Na etapa seguinte, transfere-se para o baldo em gelo, 0,5mL de BBrs.
Adicionou-se ao baldo a aliquota de bergapteno diluida em solvente. Apds esse
procedimento, o baldo foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente por 2 a 3
horas. Em seguida, verteu-se a solu¢do do baldo em 20mL de agua destilada.
Posteriormente, filtrou-se a solucdo aquosa e lavou-se o precipitado com agua. O
produto obtido foi purificado por cromatografia liquida em coluna de gel-silica,
inicialmente eluida com hexano (100%), seguida de gradiente de polaridade até a
concentracdo de acetato de etila 100%. A substancia de interesse foi eluida a uma
concentracdo de 35:65 (viv hexano:acetato de etila). Os produtos foram

submetidos analises espectroscopicos de IV e Massas.
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Figura 22. Representacgao da reacdo de formagao do bergaptol por acido de Lewis

4.25- Formacdo de derivados cumarinicos, sintese da 5-(3-
bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a) e da  5-(4-bromobutoxi)-7-
metoxicumarina (4b).

Adicionou-se 100mg de 7-hidroxi-5-metoxicumarina (2b) (Immol) em dois
baldes (A e B) de 25 mL e diluidos em dimetilformamida (DMF). Em seguida,
adicionou-se 18,8mg do reagente NaH (1,5 mmol) em cada balédo, aos poucos até
cessar a producdo de gas. ApOs essa etapa adicionou-se 465uL de 1,3-
dibromopropano (8 mmol) ao baldo A e 540uL de 1,4-dibromobutano (8mmol) ao
baldo B. A mistura foi deixada em agitacdo e aquecimento (60°C) por 2h. Apos
esse periodo, verteu-se a solucéo contida no baldo em H,O destilada e extraiu-se
0 produto de reagdo com os solventes diclorometano e acetato de etila. A fase
organica obtida de cada reacéao foi evaporada e o produto seco foi purificado por
cromatografia liguida em coluna de gel-silica, sendo, cada coluna, inicialmente
eluida com hexano (100%) e seguida de gradiente de polaridade até a
concentracdo de acetato de etila 100%. As substancias de interesse foram eluidas
a uma concentracdo de 40:60 (v:v hexano:acetato de etila). Os produtos foram

submetidos analises espectroscopicos de IV, Massas e RMN.
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Figura 23. Representacéo dareacdo de formacao dos derivados cumarinicos.

4.2.6- Formacdo de derivados furocumarinicos. Sintese do 5-
bromopropoxipsoraleno (5a) e do 5-bromobutoxipsoraleno (5b).

Adicionou-se 100mg do bergaptol (3) (1 mmol) em dois balbGes (A e B) de
25 mL e diluidos em dimetilformamida (DMF). Em seguida, adicionou-se 18mg do
reagente NaH (1,5 mmol) em cada baldo, aos poucos até cessar a producao de
gas. Apds essa etapa adicionou-se 442uL do 1,3-dibromopropano (4 mmol) ao
baldo A e 514pL do 1,4-dibromobutano (4 mmol) ao baldo B. A mistura foi deixada
em agitacdo e aquecimento (60°C) por 4h. Apdés esse periodo, verteu-se a
solugéo contida no baldo em H,O destilada e extraiu-se o produto de reacdo com
os solventes diclorometano e acetato de etila. A fase organica obtida de cada
reacao foi concentrada em evaporador rotarério e o produto seco foi purificado por
cromatografia liguida em coluna de gel-silica, sendo, cada coluna, inicialmente
eluida com hexano (100%) e seguida de gradiente de polaridade até a
concentracdo de acetato de etila 100%. As substancias de interesse foram eluidas
a uma concentracdo de 30:70 (v:v hexano:acetato de etila). Os produtos foram

submetidos analises espectroscopicos de IV, Massas e RMN.

OH 0 "R,
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Figura 24. Representacdo da reacao de formacéo dos derivados furocumarinicos
5a-b.
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4.2.7- Formacdo de ligantes cumarinicos. Sintese de 5-{4-[bis(2-
piridinilmetil)Jamino]propoxi}-7-metoxicumarina (6a) e 5-{4-[bis(2-
piridinilmetil)amino]butoxi}-7-metoxicumarina (6b).

Preparou-se 2 bal6es A e B de 25 mL. Adicionou-se ao baldo A, 145,9mg
da 7-(3-bromopropoxi)-5-metoxicumarina (4a) (1 mmol) e ao baldo B, 163,8mg da
7-(4-bromobutoxi)-5-metoxicumarina (4b) (1 mmol). Em seguida, adicionoua-se
em cada baldo 276,8mg do reagente N-bis-(2-metilpiridil)amina (3 mmol), 1 mL de
Trietilamina e 100mg de K,CO3; (1 mmol). A mistura foi dissolvida em DMF (1,5
mL) e submetida & agitacdo e aquecimento (60°C) por 7 dias. Ao término desse
periodo, a mistura foi feito uma extracdo por solvente diclorometano. A fase
organica foi recolhida e concentrada. O produto seco foi purificado por
cromatografia liquida em coluna de gel-silica, inicialmente eluida com hexano
(100%), seguida de gradiente de polaridade até a concentracdo de acetato de
etila 100%. As substancias de interesse foi eluida a uma concentracdo de 50:50
(v:v hexano:acetato de etila). O produto foi submetido analises espectroscopicas
de IV e RMN.

0
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4a: R,=CH, 6a: R,=CH,
4b: R,= C,H, 6b: R,= C,H,

Figura 25. Representacao dareacao de formacao de ligantes cumarinicos 6a-b

4.2.8 — Formacao de derivados cumarinicos 7-(2,2-dietoxietoxi)-5-
hidroxicumarina (7a), 5,7-bis(dietoxietoxi)cumarina (7b) e 5-(dietoxietoxi)-7-
metoxicumarina (7c). Substituicdo com grupos acetais.

Estabeleceu-se a seguinte reacdo para formacdo dos produtos 7-

dietoxietoxi-5-hidroxicumarina (7a), 5,7-bisdietoxietoxicumarina (7b) e 5-
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dietoxietoxi-7-metoxicumarina (7c):

Para a sintese de 7a e 7b, adicionou-se a um baldo de 25mL, 300mg
(1,68mmol) de 5,7-diidroxicumarina (2a) e solubilizou-se em DMF (10mL). Em
seguida, adicionou-se 60mg (2,53mmol) de NaH em pequenas partes, até o
cessar das bolhas antes de cada adi¢cdo. Ao término da adicdo e formacéo de
bolhas, aplicou-se 0,282mL de 3-bromo-1,1-dietoxipropano .

Para a sintese de 7c, adicionou-se a um baldo de 25mL, 100mg
(0,216mmol) de 7-hidroxi-5-metoxicumarina (2b) e solubilizou-se em DMF (3mL),
15mg (0,259mmol) de NaH e 93pL de 3-bromo-1,1-dietoxipropano seguindo-se
mesmos procedimentos descritos acima.

ApoOs as adi¢cdes, manteve-se 0 sistema em agitacdo a temperatura de 160
a 180 °C por 18h. Apos esse periodo, a mistura foi dissolvida em solucéo saturada
de cloreto de sddio e extraida com acetato de etila. O produto seco foi purificado
por cromatografia liquida em coluna de gel-silica, inicialmente eluida com hexano
(100%), seguida de gradiente de polaridade até a concentracdo de acetato de
etila 100%. As substancias de interesse foram eluidas a uma concentracao de
40:60 (v:iv hexano:acetato de etila). O produto foi submetido analises

espectroscopicas de IV, Massas e RMN.
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Figura 26. Representacéo da reacdo de formacao derivados cumarinicos 7a-c.

4.2.9- Formacao de anel furano (8)

Estabeleceu-se a seguinte reagcdo para sintese de bergaptol (3),
isobergaptol (8a), difurocumarina (8b):

Para sintese de 3 e 8a, adicionou-se 20mg (1mmol) de 7a em baldo de
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25mL. Em seguida, adicionou-se 6,6mg (1,4mmol) de acido polifosférico (HzPO,)
e solubilizou-se a mistura em 5mL de benzeno. Para a sintese de 8b, adicionou-
se 10,4mg (Immol) de 7b, 11,3mg (2,2mmol) de H3PO, e 5mL de benzeno em
baldo de 25mL.

Apés adicdes, manteve-se 0 sistema em agitacdo a temperatura de 60°C
por 2h. Ao término do periodo, o solvente foi concentrado por evaporador

rotarorio.
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Figura 27. Representacgao da reacdo para formacgao do anel furano 8a-b.

4.2.10- Sintese da 5-epoxipsoraleno (9)

Em um baldo com capacidade de 25ml adicionou-se uma soluc¢ao contendo
148mg (1mmol) de bergaptol em 10mL de metanol. A solucdo foi agitada e
aquecida a 50°C e em seguida adicionou-se 78mg (0,87mmol) de Na,COs.
Manteve-se mistura reacional em refluxo a 62°C por 48h para total formag&o do
fenolato de sédio. ApOs esse periodo adicionou-se 70uL (1,2mmol - excesso de
20%) epicloridina no sistema e a reacao foi agitada por 48h até total reacédo de
substituicdo e consequentemente formacao de NaCl. O produto reacional foi

filtrado e lavado com metanol.
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Figura 28. Representacdo da reacao para formacado da epoxicumarina.

4.2.11- Sintese do ligante com epoxipsoraleno: Formacado 4-(3-{bis[2-
(2-piridinil)etiljJamino}-2-hidroxipropoxi)psoraleno (10).

Em um baldo de 25 mL adicionou-se 206mg do epdéxido 9 (Lmmol), obtido
da reacdo anterior, dissolvido previamente em 10 mL de metanol. Em seguida,
adicionou-se o ligante N-bis-(2-metilpiridil)Jamina 171,3mg (Immol). Manteve-se o
sistema reacional em agitacdo a temperatura ambiente por um periodo de 5 dias.

O produto reacional foi concentrado até total remocéo do solvente.
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Figura 29. Representacado da reacdo para sintese do ligante com epoxipsoraleno

o

4.2.12 - Sintese de 7-cloroacetoxi-5-metoxicumarina (11)
Em um balédo de reagdo 25mL, adicionou-se 100mg de 5-metoxicumarina
(2b) (15,9mmol) em 500uL de cloreto de cloroacetila. Uma porcdo da base 4-

(dimetilamino)-piridina foi adicionada para catalisar a reagdo. A mistura foi
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submetida a agitacdo e aquecimento (100°) por um periodo de 5h. ApOs este
intervalo, a mistura foi vertida em gelo e o precipitado foi agitado por um periodo
de 30min, sendo, em seguida, realizada uma extracdo com o0 solvente
diclorometano. A fase organica foi recolhida e evaporada sob baixa pressédo. O
produto seco foi purificado por cromatografia liquida em coluna de gel-silica,
inicialmente eluida com hexano (100%), seguida de gradiente de polaridade até a
concentracdo de acetato de etila 100%. A substancia de interesse foi eluida a uma
concentracdo de 30:70 (v:v hexano:acetato de etila). O produto foi submetido

analises espectroscopicas de IV e Massas.

OH NG

NN
~o 0" o cl HC
Cloreto de cloroacetila

2b 11

Figura 30. Representacéo da reacdo de formacé&o do derivado cumarinico 11.

4.3 - Testes Bioldgicos

Os testes biologicos foram realizados no Laboratério de Biologia do
Reconhecer do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual do Norte
Fluminense (UENF) em parceria com Thatiana Lopes Bi4 Ventura (Doutoranda
em Biociéncias e Biotecnologia/UENF) e Michelle Muzitano Frazdo (Doutora em
Quimica dos Produtos Naturais/UFRJ).

As substancias 5,7-diidroxicumarina (2a), 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b),
5-hidroxipsoraleno (3), 5-(3-bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a) e 5-(4-
bromobutoxi)-7-metoxicumarina (4b), 5-bromopropoxipsoraleno (5a) e 5-
bromobutoxipsoraleno (5b) foram testadas em ensaios biolégicos com o objetivo
de se avaliar suas atividades de inibicdo de NO, inibicdo de TNF-q, citotoxicidade

e antituberculose.
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Figura 31. Substancias submetidas aos testes bioldgicos.

4.3.1- Preparacao de macréfagos para ensaios in vitro

Linhagens como RAW 264.7 também foram utilizadas. As células foram
contadas em Camara de Neubauer e, com a permanéncia do exsudato no gelo,
distribuidas em placa de 96 pocos, 5X10* células/poco, com meio DMEM-F12 +
5%SFB, em um volume de 0,2 ml/poco. Manteve-se a placa em estufa de 37°C/
5%CO,, e centrifugada por 2 min a baixa rotacdo, apenas para baixar possiveis
células soltas. Os macrofagos foram ativados por LPS (1ug/ml) e logo em seguida
foi efetuado os tratamentos com as substancias em 4 diferentes concentracdes
100, 20, 4 e 0,8 ug/mL.

4.3.2- Producéo de 6xido nitrico (NO)

A producédo de NO foi estimada indiretamente, medindo-se a concentracao
de nitrito. 50ul dos sobrenadantes (obtido conforme item 4.3.1) foram misturados
aos 100ul de reagente de Griess (p-aminobenzenosulfonamida 1% + diidrocloreto
de naftilenodiamino 0,1% em 5% de acido fosforico, Sigma Chemical Co.), recém
preparado. Apés 10 min, a absorbancia foi medida no comprimento de onda de
570nm em espectrofotdmetro de placa. A concentracdo de nitrito no sobrenadante

foi determinada usando como referéncia uma curva de nitrito de s6dio decrescida
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do valor obtido com os aditivos sem células. Utilizou-se como controle macréfagos
estimulados com LPS a lug/ml e macréfagos ndo estimulados, ambos nao

tratados com as amostras.

4.3.3- Producao de TNF-a

As células L929 (linhagem de fibroblasto murino) foram tratadas com
solucdo de tripsina 0,025%+ EDTA 0,2% e plaqueadas na concentracdo 2 X 10°
células/ml com meio DMEM-F12 contendo 10% de SFB e 2001g/ml de
gentamicina, em placa de 96 poc¢os. Apos a incubacgéo a 37°C por 24h, o meio da
cultura foi removido e adicionou-se 50ul de meio de cultura com actinomicina D
(2ug/ml) em cada poco. ApGs nova incubacao por 24h a 37°C, a viabilidade celular

foi determinada técnica do MTT, descrita no préximo item.

4.3.4- Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade dos extratos foi efetuado utilizando o ensaio de
LDH e de MTT. Para o MTT, as células foram plaqueadas na concentracéo 2X10°
células/poco e preparadas na condi¢éo de cultura acima citados, hum volume final
de 100ul. Ap6s 2 horas para a aderéncia dos macrofagos, as células foram
estimuladas ou ndo com lug/ml de LPS sozinho ou em combinagdo com os
extratos ou fragdes por 24horas. Ao fim da incubacgao, adicionou-se 5 ul of 3-
(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5- difenil tetrazol (MTT, 5mg/ml) em cada poc¢o e 2h depois
o sobrenadante na placa foi removido e os cristais formados serédo solubilizados
por HCI (4mM) adicionado em isopropanol. A leitura foi feita por espectofotdmetro
de placa a 570nm.

No caso do LDH, para analisar o teor da enzima lactato desidrogenase no
meio, as culturas também foram mantidas em incubacdo por 24h e 50ul do
sobrenadante da amostra foi coletado e acrescido de 100pL de solugdo de
alumen férrico e substrato, mantendo-se a 37°C por 3 min. Apds, acrescentou-se
100pL da solucdo de NAD e fenasina metasulfato, mantendo-se a 37°C por mais
5min (Kit comercial Labrax). A leitura também foi feita em espectrofotbmetro de
placa a 490nm. Para obtencdo da lise maxima utilizou-se Triton 0,1%, e lise

minima, o sobrenadante de cultura de macréfagos néo tratados.
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4.3.5- Teste de antimicrobiano contra Mycobacterium bovis

Os extratos foram avaliados quanto a sua atividade direta no parasita,
através de experimento in vitro em cultura de Mycobacterium para a cepa
avirulenta M. bovis-BCG.

A - Obtencéo e cultivo das micobactérias

A vacina de BCG (vacina onco-BCG viva, cepa Moreau) foi cedida pelo
Instituto Butantan/SP e cultivada em meio 7H9, acrescido de 0,05% Tween 80 e
suplemento ADC (albumina, dextrose, catalase) até a fase mid-log durante 7 dias.
Antes da execucdo dos experimentos, a cultura foi sonicada por 1 minuto para
dispersédo dos grumos (FATTORINI et al., 2002) e incubada em estufapor 3 dias.

B - Atividade Micobactericida

A suspensao de Mycobacterium (3 x 107 CFU/ml) foi preparada segundo
item A. Na fase logaritmica de crescimento, 50ul foramplaqueados em placa de 96
pocos (1 x 106 CFU/pogo) junto com as amostras (50ul), adicionadas em
concentracdo 2 vezes maior do que a concentracdo final desejada. A placa entao
foi incubada a 37 °C por 7 dias. Apds esse periodo, adicionou-se 10 ul de MTT e 3
horas depois, 100ul de tampé&o de lise. A leitura foirealizada no espectrofotdmetro
de placa a 570 nm. Como controle positivo utilizou-se meio de cultura acrescido
de bactérias e rifampicina e como controle negativo pocos acrescidos de bactérias

e nao tratados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Sinteses Organicas

Nesse topico estdo representadas, na figura 32 a seguir (p.42) as
estruturas das substancias sintetizadas, tempo de reacao e o rendimento obtido.

No total foram obtidas e caracterizadas 12 substancias, sendo 3 cumarinas:
5,7-diidroxicumarina (2a), 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b), 5-hidroxipsoraleno (3);
e 9 derivados cumarinicos inéditos: 5-(3-bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a), 5-
(4-bromobutoxi)-7-metoxicumarina  (4b), 5-bromopropoxipsoraleno (5a), 5-
bromobutoxipsoraleno (5b), 5-{4-[bis(2-piridinilmetil)amino]propdxi}-7-
metdxicumarina (6), 7-(2,2-dietoxietoxi)-5-hidroxicumarina (7a), 5,7-
bis(dietoxietoxi)cumarina (7b), 5-(dietoxietoxi)-7-metoxicumarina (7c) e 5-
cloroacetoxi-7-metoxicumarina (11).

Nos tépicos seguintes, serdo discutidos os resultados para cada reacao

realizada.
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Figura 32. Estrutura, tempo de reacdo e rendimento das substéncias sintetizadas.
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5.1.1 — Sintese do 5-metoxiresorcinol (1b).

Nessa primeira sintese, ocorreu a reacdo de alquilacdo em um hidroxila
fendlica, presente no material de partida 1,3,5-tri-hidroxibenzeno (floroglucinol). A
reacdo ocorre por mecanismo de substituicdo nucleofilica por deslocamento direto
(Sn2) entre o ion fenolato de sédio, formado a partir do floroglucinol e o metanol
acidificado (Fig. 33, p.40)

Primeiramente, foi adicionado o NaH, a fim de capturar o hidrogénio de
uma das hidroxila fendlica presente no produto de partida, pela producdo do gas
H, e, consequentemente, formacdo do anion fenolato. Em seguida, esse ion
reage com o metanol acidificado, através do ataque nucleofilico entre 0 atomo de
oxigénio aniénico e o atomo de carbono metandlico. Como consequéncia dessa
reacdo, ocorre liberacdo do grupo de saida H,O e formacéo de 5-metoxiresorcinol
com um rendimento de 58% (58mg). Esse material se apresentou como um solido

na forma de p6 de cor branca.

H “;;‘ :ﬁNsﬁ
4 0 H,C

HO OH HO OH

HO OH
Figura 33. Mecanismo de reagéo para formacgéo de 1b.

No Espectro de IV (Espectro 1, p.44) identifica-se as bandas de
estiramento de OH, em v3250 cm™, de C-H em v2950 cm™, de C=C de anel
aromatico em 1620 e 1500 cm™. Observam-se também as deformacées axiais
assimétricas de CHz; em 12850 cm™, simétrica de CH; em 012926 cm™
confirmando a presenca de metil do grupo metoxila. Aléem disso, a analise por
espectroscopia de massas (Espectro 2, p. 44) confirma a estrutura pela deteccéo
do sinal m/z 144 relativo ao ion molecular com a férmula molecular C;HgO3

O 5-metoxiresorcinol foi confirmado através dos dados de RMN de 'H,
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espectroscopia de Infravermelho e massas. A andlise realizada no espectro de
RMN de 'H (Espectro 3, p.45) mostrou um sinal com o deslocamento quimico em
3,71 ppm (singleto), atribuido ao carbono metilénico do grupo metoxila ligado ao
sistema aromatico, indicando que a reacdo de metilacdo do grupo hidroxila foi
alcancada. Os sinais com o deslocamento quimico em 5,90 (singleto) e 5,81
(singleto) ppm sé&o referentes aos atomos de hidrogénio aromaticos.
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Espectro 1. Espectro no IV da substancia 1b.
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Espectro 2. Espectro de massas da substancia 1b.
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Espectro 3. Espectro de RMN de 1H (400MHz) em CDCl; da substancia 1b

5.1.2 — Formacao do anel lactdnico. Sintese da 5,7-diidroxicumarina
(2a) e da 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b).

Essa etapa é considerada a mais importante e fundamental para todo o
trabalho realizado. Nessas reacdes sao obtidas as substancias bases para as
sinteses posteriores a partir da formacéo da estrutura basica de um anel lactona
condensado. A sintese é baseada na reacdo de ciclizacao-esterificacéo,
catalisada por acido de Lewis. A figura 34 (p.46) representa o mecanismo dessa
sintese.

Essa reacdo consiste na formagdo de um anel lactona condensado
acoplado a cadeia aromatica de um fenol utilizando um éster como reagente. O
cloreto de zinco foi utilizado nessa reacao formando um complexo com a hidroxila
fendlica e com a carboxila do éster. Essa complexacdo reduz a energia de
ativacdo do estado de transicdo promovendo a reacdo de substituicdo eletrofilica
ao anel aromatico do floroglucinol. O intermediario formado, por fim, cicliza
formando o anel lactona, tendo como produto uma molécula de etanol e a
substancia de interesse

Essa reacédo foi utilizada na obtencdo das cumarinas 5,7-diidroxicumarina
(2a), com 86% (430mg) de rendimento e 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b), com
75% (315mg) rendimento. A substancia 2a apresentou-se na como sélido na
forma de po de cor branca e a substancia 2b apresentou-se como solido na forma

de po de cor amarelo claro.
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Figura 34. Mecanismo de reacdo para formagao de 2a-b.

Os espectros de Infravermelho das duas substancias confirmam a
formacao do anel lactona pela presenca de banda de estiramento dupla de vC=0
de a-lactonas em 01678 cm™, para 2a e em V1698 cm™, para 2b (chamado de
ressonancia de Fermi) e pela banda de estiramento de C-O em 01248, V1157 e
1074 cm™ para a substancia 2a e em v1240, v1199 e V1159 para substancia 2b.
Os espectros mostram as bandas larga de ligacdo de OH intramolecular em
regido de V3242 cm™ para 2a e em 103200 cm™ para 2b. Observa-se as bandas
de estiramento de C-H em 12980 cm™, de C=C de anel aromatico em 01625,
01597, V1560 e V1481 para substancia 2a e de C-H em 02960 cm™?, de C=C de
anel aromatico em 01600, V1508, V1479 e V1429 cm™ para a substancia 2b. Para
a substancia 2b, observam-se, também, as bandas de estiramento assimétrica de
CH3; em 12880 cm™ e simétrica em 03000 cm™, caracterizando o grupo metil da
metoxila (Espectro 4, p.47 e Espectro 10, p. 50).

O espectro de massas (Espectro 5, p. 45) da substancia 2a mostra o sinal
m/z 178 relativo ao ion molecular compativel com a formula molecular CgHgO4 da
estrutura obtida.

O espectro de RMN de 'H (Espectro 6, p. 49) mostrou 6 sinais

caracteristicos da cumarina, observados por dois dupletos em 6,00 e 8,01 ppm
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atribuidos aos atomos de hidrogénio da ligacdo dupla de configuracdo cis da
por¢do pirona da cumarina e outros dois sinais duplos em 6,20 e 6,18 sao
referentes as dois atomos de hidrogénios de anel aromatico nas posicoes H6 e
H8.

O espectro de RMN de *C (Espectro 6, p. 49) da substancia 2a mostrou 5
sinais relativos aos &tomos de carbono quartenario, sendo o grupo de sinais
162,5, 163,2, 156,7 e 156,2 ppm atribuidos aos carbonos diretamente ligados a
atomo de oxigénio nas posicdes C1, C5, C7 e C9, respectivamente. O sinal 102,5
ppm representa o atomo de carbono quartenario na posicdo C4. O espectro
mostra, também, sinais de atomo de carbono metinico aromético, compreendendo
o grupo de sinais 108,0, 140,3, 98,1 e 94,0 ppm nas posi¢cdes C2, C3, C6 e C8,
respectivamente. O mapa de contornos HMQC (Espectro 7, p. 49) da substancia
2a mostra as correlagbes entre os nucleos de carbono e de hidrogénio,
correspondente a uma ligacdo (*Jcy). Através do mapa de contornos HMBC
(Espectro 8, p. 50) foi possivel obter o correto posicionamento dos atomos de
carbono na estrutura 2a por mostrar as correlacdes a longa distancia (*Jcr € 2Jch).
Na tabela 1 (p. 48) estéo reunidos os sinais atribuidos aos atomos de carbono e
hidrogénio e as suas correlagdes.
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Espectro 4. Espectro no IV da substancia 2a.
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Espectro 5. Espectro de massas da substancia 2a.

Tabela 1: Dados de RMN de *H (400MHz) e RMN de **C (100MHz) da substancia 5,7-
diidroxicumarina (2a), em MeOD e as correlagdes observadas nos mapas de
contornos HMQC e HMBC.

HMQC (‘Jcy) HMBC (“Jcy € “Jcp)
Atribuicéo °C (ppm) 'H (ppm)
(n°C)

1 162,5 - -

2 108,0 6,00 (d; J = 8,0Hz) 102,5 (C4); 162,5 (C1)

3 140,3 8,01 (d; J = 8,0Hz) 156,6 (C9); 162,5 (C1)

4 102,5 - -

5 163,2 - -

6 98,1 6,20 (s) 94,0 (C8); 156,7 (C7); 163,2

(C5); 102,7 (C4)
7 156,7 - -
8 94,0 6,18 (s) 98,1 (C6); 156,2 (C9); 102,7

(C4);
9 156,2 - -
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Espectro 6. Espectro de RMN de *H (400MHz) e de **C (100MHz) em MeOD da

substancia 2a.
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Espectro 7. Mapa de contornos HMQC em MeOD da substancia 2a.
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Espectro 8. Mapa de contornos HMBC em MeOD da substéncia 2a.

O espectro de massas (Espectro 10, p. 52) da substancia 2b mostra o sinal
m/z 192 relativo ao ion molecular compativel com a férmula molecular C1o0HgO4 da
estrutura obtida.

O espectro de RMN de *H (Espectro 11, p. 53) da substancia 2b mostrou 7
sinais. Os sinais caracteristicos da cumarina podem ser observados por dois
dupletos em 6,13 e 8,07 ppm atribuidos aos atomos de hidrogénio da ligacdo
dupla de configuracdo cis da porcdo pirona da cumarina e outros dois sinais
duplos em 6,36 e 6,32 relativos a dois hidrogénios de anel aromético na posi¢ao
H6 e H8, respectivamente. O sinal simples em 3,92 ppm € caracteristico dos
atomos de hidrogénio da metoxila ligada ao anel aromético.

O espectro de RMN de **C (Espectro 11, p. 53) da substancia 2b mostrou 5
sinais relativos aos atomos de carbono quartenarios, sendo o grupo de sinais
162,6, 162,8, 157,6 e 156,6 ppm, atribuidos aos carbonos diretamente ligados a
atomo de oxigénio nas posi¢des C1, C5, C7 e C9, respectivamente. O sinal 102,4
ppm representa ao atomo de carbono quartenario na posicdo C4. O espectro
mostra sinais de atomos de carbono metinico com o deslocamento quimico em
compreendendo o grupo de sinais 108,0, 140,3, 98,1 e 94,0 ppm, que

corresponde as atomos de carbono nas posicbes C2, C3, C6 e C8,
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respectivamente. Diferentemente da substancia anterior, o espectro de RMN **C
mostra um sinal em 55,2 ppm atribuido ao atomo de carbono da metoxila.

O mapa de contornos HSQC (Espectro 12, p. 54) da substancia 2b mostra
as correlacdes entre os nucleos de carbono e hidrogénio a uma ligacdo (*Jcn),
mostrando assim a correlagao entre o H10 em & 3,92 ppm e C10 em & 55,2 ppm,
confirmando a presenca de grupo metoxila.

Através do mapa de contornos HMBC (Espectro 13, p. 54) obtém-se as
correlacdes a longa distancia entre os ntcleos de hidrogénio e de carbono (*Jc €
3Jch), permitindo o correto posicionamento dos atomos de carbono na estrutura
2b. Observa-se que os sinais dos hidrogénios H2 (6,13 ppm) e H3 (8,07 ppm) do
anel pirona se correlacionam com carbono quartenario 162,6 ppm, sendo
atribuido esse sinal ao carbono C1 devido a auséncia de outra correlacdo entre
hidrogénios. A correlagdo dos hidriogénios H3 e H6 (6,36 ppm) com sinal 162,38
ppm, confirma a atribuicdo deste sinal ao carbono quartenario C5. Esses mesmos
hidrogénios correlacionam com o sinal 102,5 ppm, atribuido ao carbono C4 por
este ndo apresentar ligacdo com atomos de oxigénio, confirmando sua posicao. A
correlacao entre H10 (3,92 ppm) e C7 (157,6 ppm) confirma a presenca do grupo
metoxila na posicao 7 da cumarina, o que indica que o mecanismo marjoritario da
reacao ocorre para formacado de 2b. Na tabela 2 (p. 53) estdo reunidos o0s sinais

atribuidos aos atomos de carbono e hidrogénio e as suas correlacdes.
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Tabela 2: Dados de RMN de 'H (400MHz) e RMN de *C - experimento DEPTQ -
(100MHz) da substancia 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b), em MeOD e as
correlagdes observadas nos mapas de contornos HSQC e HMBC.

HMQC (“Jcw) HMBC (“Jcn € “Jew)
Atribuicdo °C (ppm) *H (ppm)
(n°C)
1 162,6 - -
L 102,4 (C4); 162,8 (C5);
2 108,6 6,13 (d: J = 9,6H2) T626 (1)
L 156,6 (C9); 162,8 (C5);
3 139,5 8,07 (d; J = 10Hz) 1625 (01)
4 102,4 - -
5 162,8 - -
94,6 (C8); 157,6 (C7); 162,8
6 94.8 6,36 (s) (C5): 102,7 (C4)
7 157,6 - -
94.8 (C6); 156,6 (C9); 102,7
8 94,6 6,32 (s) (C4)
9 156,6 - -
10 55,2 3,92 (s) 157,7 (C7)
* fm:' \ |H10

6.3219

= 6.3603
o
| 3]

H20 [ e

2
= 80742
fae]
e PP )

10 8 6

-
n
T
°
2

(@]
—
(@]
-
139.8725

Q
L ©
@]

108.6894
(@]
=
97.0902
94.8413
55,1708

(@]
9]

C10

0
-
e N2

102.7087 £

O
=)

162.8306
162.5701
157.5886
156.6094

(@]
=

1

200 150 100 50 [ppm]

Espectro 11. Espectro de RMN de *H (400MHz) e *C (100MHz) em MeOD da

substancia 2b.



+~H10-C10

H6-C6.
H8-cs*

© H2-C2

H3-C3.

8 6 4

Espectro 12. Mapa de contornos HSQC em MeOD da substéncia 2b.

| i

H6-C8 % H8-C6
H6-C4% ™ H2.C4

W "

|

H3-C1 " n o H2-C1

Espectro 13. Mapa de contornos HMBC em MeOD da substéancia 2b.

H10-C7 §

5.1.3- Sintese de bergaptol (3) por cloridrato de piridina.
Inicialmente essa reacdao foi utilizada para retirar o grupo metil da metoxila,
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resultando em um grupo hidroxi, com o intuito de se obter um sitio de
substituices na furocumarina para outras reagoes.

O produto em contato com cloreto de piridina sofre uma clivagem na
ligacdo carbono-oxigénio na metoxila, sendo formado um grupo hidroxila na
posicédo C5 da furocumarina.

Apesar do bom rendimento, esta reacao apresenta alguma dificuldade e
risco pelos seguintes motivos: o preparo do cloreto de piridina € dificultado pelo
alto teor de umidade no ambiente. Embora os frascos estejam vedados é
inevitdvel & absorcdo de agua durante o transporte de material ha montagem e
término do preparo, na pesagem do sal antes da reacao e no término da reacéo,
devido a alta hidrofilicidade do cloridrato de piridina. Outro fator € a alta
temperatura de reacdo, em torno de 200° C, prejudicando o rendimento devido ao
bergaptol sublimar facilmente nessa temperatura.

O rendimento obtido dessa reacdo foi de 66% (142,6mg), resultando em
uma substancia solida na forma de pé de cor branca. Uma nova rota de reacéo foi
proposta para a desmetilacdo do bergapteno, utilizando o &cido de Lewis

tribrometo de boro a temperatura ambiente, que seréa discutida no item 5.1.4.
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Figura 35. Mecanismo de reacao para formacéo de 3 por cloridrato de piridina.
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O espectro de Infravermelho (Espectro 15, p. 57) da substancia confirma a
desmetilacdo pela presenca de banda larga de ligagdo de OH intramolecular em
regido de v3304 cm™, ausente no espectro do bergapteno (Espectro 14, p. 56).
Observam-se, também, as bandas de estiramento dupla de C=0O de a-lactonas
em 01699 cm™ (ressonancia de Fermi), banda de estiramento de C-O em v11686,
01149 e 1138 cm™. O espectro mostra as bandas de estiramento de C-H em
03126 cm?, de C=C de anel aromatico em 11633, 01620, V1431 e 01450
confirmando a estrutura furocumarinica.

O espectro de massa (espectro 16, p. 57) mostra o sinal m/z 202 relativo
ao ion molecular compativel com a férmula molecular C1;HgO4 da estrutura obtida,

confirmando a formacé&o da substancia 3.

4004 3600 200 2500 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1002 E00 EDD 400

Espectro 14. Espectro de IV do material de partida bergapteno.
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Espectro 15. Espectro no IV da substancia 3 obtida por cloridrato de piridina.
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Espectro 16. Espectro de massas da substancia 3 obtido por cloridrato de piridina.

5.1.4- Formacao de bergaptol (3) por acido de Lewis BBrs3.

Essa etapa do trabalho consiste em uma reagdo semelhante a utilizada
com cloridrato de piridina. Essa reagao foi mais eficiente em comparagcdo com o
uso de cloridrato de piridina, através do rendimento de 73% (73mg) de bergaptol
formado. Esse material apresentou-se como um sélido na forma de po6 e cor
branca.

A desmetilagdo do bergapteno nessa reagdo ocorre através de ligagbes
intermediarias com o acido de Lewis tribrometo de boro. A formacéo do bergaptol,

tanto com cloreto de piridina quanto com o BBr; trata-se de uma desmetilacdo de
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aril metil éteres através de complexo formado entre o atomo de oxigénio etérico e
0 reagente em uso. Estes mecanismos é resumido em ativagdo do grupo metil da
metoxila pela coordenacéo entre o reagente eletrofilico com o oxigénio etérico, o
que gera ion bromo, possibilitando um ataque nucleofilico e concomitante
clivagem de ligagdo C-O da metoxila gerando o bromoalcano CH3Br,. O complexo
formado entre a substéncia e o acido de Leiwsé entdo desfeito pela adicdo de
agua no meio, resultando em um produto com grupo funcional hidroxila, o

bergaptol, além dos acidos borico e hidrobromidrico.

Br _ Br Br Br
<R~ B |
H3C'x0-._._.—-——!"?\) BFI‘-E:: ® B B
Br (;0/ ~Br O~ “Br
2
7 — N — 7 ) + CHgBr
o 0”0 0 0 o

O’H
( ® 3H
A X HOHB/OH
— Y —_— i + | + 2HBr
0 0~ >0 0 00 OH

Figura 36. Mecanismo de reacédo para formagéo de 3 por BBrs3.

O espectro de Infravermelho (Espectro 17, p. 59) da substéncia 3 confirma
a desmetilacéo pela presenca de banda larga de ligacao de OH intramolecular em
regido de v3308 cm™, ausente no espectro do bergapteno. Observam-se,
também, as bandas de estiramento dupla de C=0 de a-lactonas em v1705 cm™
(ressonancia de Fermi), banda de estiramento de C-O em 01250, V1180, V1130 e
11075 cm™. O espectro mostra as bandas de estiramento de C-H em v3135 cm™,
de C=C de anel aromatico em 01629, 01608, V1570 e V1450 confirmando a
estrutura furocumarinica.

O espectro de massa (Espectro 18, p. 59) mostra o sinal m/z 202 relativo



59

ao ion molecular compativel com a férmula molecular C;:HgO,4 da estrutura obtida,

confirmando a formacé&o da substancia 3 pela reacdo com BBrs.
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Espectro 17. Espectro no IV da substancia 3 obtido por BBrs.
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Espectro 18. Espectro de massas da substancia 3 obtido por BBra.
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5.1.5- Sintese dos derivados cumarinicos. Sintese de 5-(3-
bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a) e 5-(4-bromobutoxi)-7-
metoxicumarina (4b).

As reacOes para formacao de derivados sdo de facil execucéo. Os produtos
4a e 4b foram obtidos com rendimentos de 69% (69mg) e 80% (80mg),
respectivamente. As duas substancias se apresentaram como soélido na forma de
cristais agulha de cor amarelo claro.

Essa sintese foi feita através da substituicdo de um atomo de bromo nos
dibromos alifaticos pelo &tomo de oxigénio do fenolato na posi¢do C7 da cumarina
2a. Como a reagdo se processa por mecanismos de Sy2, utilizou-se um solvente
aprotico polar dimetilformamida (DMF), favoravel por dissolver bem os compostos
ibnicos e solvatar os cations formados na reacao. Por ser um solvente ndo doador
de protons, ou seja, ausencia de intera¢des ion-dipolo com hidrogénio, a molécula
de DMF tem uma carga parcial negativa superficial que pode solvatar os cétions,
enquanto a carga parcial positiva ocorre internamente na molécula, tendo baixa
acessibilidade. Além disso, o nucledfilo estando desimpedido no meio reacional
pode atacar mais facilmente o sitio do carbono eletrofilico. Dessa forma, a efetiva
desprotonacao da hidroxila fendlica pelo anion hidreto possibilita, entdo, o ataque
nucleofilico do ion alcéxido no carbono terminal do reagente, liberando o ion

bromo e formando o grupo éter na posicdo C7 da cumarina.

t Na Na /r"_'_."'
H . NRAN
0~ -._..Ff"/ EIO Br*J 1 Br
= —
— -
07 ™0 ol 07 ™0 o
D/ﬁ\R1ﬂBr
1: R,= -CH,
’ - + NaBr® 2:R=-CH,
0% ™0 o~

Figura 37. Mecanismo de reacdo para formacéao de 4a-b.
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Com base na substancia 2a utilizada como produto de partida, a estrutura
das substéncias obtidas foi identificada por técnicas espectroscopicas de
Infravermelho, de massas e de RMN de 'H, de *C e COSY 'H-'H. Esses dados
foram suficientes para confirmar o resultado da reacéo identificando as mudancas
previstas na estrutura.

O espectro de Infravermelho (Espectro 19, p. 62) da substancia 4a mostra
as bandas de estiramento dupla de C=O de o-lactonas em 11720 cm™
(ressonancia de Fermi), banda de estiramento de C-O em v1237, V1186, V1163 e
01134 cm™. O espectro mostra as bandas de estiramento de C-Haomaticos €M
03105 e 3015 cm™, de C=C de anel aromatico em V1612, V1500, V1465 e v1379.
Observam-se, também, as bandas de estiramento assimétrica de C-O-C alifatico
em 01245 cm?, de assimétrico de CH, em 02941 cm™ e simétrico de CH, em
02845 cm™, de deformacdo angular do anel (B-anel) em 3830 cm™ e estiramento
C-Br em v630 cm™.

O espectro de massas (Espectro 20, p. 63) da substancia 4a mostra o sinal
m/z 314 relativo ao ion molecular compativel com a férmula molecular C13H1304Br
da estrutura obtida.

O espectro de RMN de 'H (Espectro 21, p. 64) da substancia 4a mostrou
8sinais. Os sinais caracteristicos da cumarina podem ser observados por dois
dupletos em 6,19 e 7,99 ppm atribuidos aos hidrogénios da ligacdo dupla de
configuracédo cis da porcéo pirona da cumarina e outros dois sinais em 6,32 e 6,46
relativos a dois hidrogénios de anel aromético nas posicoes H6 e H8,
respectivamente. O sinal simples em 3,88 ppm € caracteristico de hidrogénios da
metoxila ligada ao anel aromatico. Os sinais 4,18, 2,37 e 3,63 ppm foram
atribuidos ao hidrogénios metilénicos da cadeia alifatica nas posi¢cdes H11, H12 e
H13, respectivamente. Os deslocamentos observados em H11 (4,18 ppm) e em
H13 (3,63 ppm) ocorrem devido as liga¢des direta com o atomo de oxigénio ligado
a aromatico e o atomo de bromo, respectivamente.

O espectro de RMN de **C - experimento DEPTQ - (Espectro 22, p. 64) da
substancia 4a mostrou sinais relativos aos atomos de carbono quartenario, sendo
0 grupo de sinal 162,7, 161,3, 156,7 e 156,4 ppm, atribuidos aos carbonos
diretamente ligados a atomo de oxigénio nas posi¢cbes Cl, C5, C7 e C9,
respectivamente. Osinal 103,2 ppm representa ao atomo de carbono quartenario

na posi¢cao C4. O espectro mostra sinais de atomos de carbono metinico com o
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deslocamento quimico compreendendo o grupo de sinais em 111,2, 138,7, 95,0 e
93,5 ppm, que corresponde aos &tomos de carbono nas posicdes 2, 3, 6 e 8,
respectivamente. Os sinais em 65,9, 29,5 e 32,0 ppm foram atribuidos aos
carbonos metilénicos nas posi¢cdes Cl1l, C12 e C13, respectivamente. Esses
deslocamentos sé&o atribuidos as ligagdes direta com o atomo de oxigénio ligado a
aromatico e o atomo de bromo, respectivamente.. O sinal em 56,0 ppm
representa o carbono de grupo metil da metoxila.

Através do mapa de contornos *H-'H COSY (Espectro 23, p. 65) obtém-se
0s acoplamentos entre atomos hidrogénios. Os acoplamentos entre hidrogénios
H11-H12 e H12-H13 indicam que o atomo de hidrogénio em 2,37 ppm esta ligado
ao carbono central da cadeia alifatica (C12).

Na tabela 3 (p. 63) estdo os sinais atribuidos aos atomos de hidrogénio e

carbono e as correlacdes *H-'H (COSY) da substancia 4a.
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Espectro 19. Espectro no IV da substancia 4a.
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Espectro 20. Espectro de massas da substancia 4a.

Tabela 3: Dados de RMN de 'H (400MHz) e RMN de *C - experimento DEPTQ -
(L0O0OMHz) da substancia 7-(3-bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a), em CDCl; e as
correlagdes observadas no mapa de contornos ‘H-'H COSY.

HMQC (“Jcn) COSY ‘H-H
Atribuicao BC (ppm) "H (ppm)
(n°C)

1 162,7 - ]

2 111,2 6,19 (d; J = 9,6Hz) 7,66 (H3)

3 138,7 7,99 (d; J = 9,6Hz) 6,16 (H2)

4 103,2 ; ]

5 161,3 - -

6 95,0 6,32 (s) -

7 156,7 - -

8 93,5 6,46 (s) -

9 156,4 ; ]

10 56,0 3,88 (s) -

11 65,9 4,18 (m) 2,37 (H12)
12 29,5 2,37 (m) 4,18 (H11); 3,63 (H13);
13 32,0 3,63 (m) 2,37 (H12)
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Espectro 21. Espectro de RMN de 'H (400MHz) em CDCl; da substancia 4a.
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Espectro 23. Mapa de contornos *H-H COSY em CDCI; da substancia 4a.

Assim como a substancia 4a, a elucidacdo estrutural da substancia 4b foi
feita través da analise espectroscopica por infravermelho, espectroscopia de
massas e RMN de *H, 3C e *H-'H COSY, que foram suficientes para confirmar o
resultado da reacao.

O espectro de Infravermelho (Espectro 24, p.67) da substancia 4b observa-
se as bandas de estiramento dupla de C=O de a-lactonas em 11720 cm™
(ressonancia de Fermi), banda de estiramento de C-O em v1226, V1163, v1116 e
01047 cm™. O espectro mostra as bandas de estiramento de C-Haomaticos €M
13010 e 3084 cm™, de C=C de anel aromatico em V1608, V1500, V1465 e V1361.
Observam-se, também, as bandas de estiramento assimétrica de C-O-C alifatico
em 051243 cm?, de assimétrico de CH, em 1v2924 cm™ e simétrico de CH, em
12880 cm™, de deformacédo angular do anel (B-anel) em 3831 cm™ e estiramento
C-Br em v570 cm™.

O espectro de massas (Espectro 25, p. 67) da substancia 4b mostra o sinal
m/z 328 relativo ao ion molecular compativel com a férmula molecular

C14H1504B|’.
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O espectro de RMN de *H (Espectro 26, p. 68) da substancia 4b mostrou 9
sinais. Os sinais caracteristicos da cumarina podem ser observados por dois
dupletos em 6,18 e 7,99 ppm atribuidos aos hidrogénios da ligacdo dupla de
configuracéo cis da porc¢éo pirona da cumarina e outros dois sinais em 6,31 e 6,42
relativos a dois hidrogénios de anel aromético nas posicoes H6 e HS8,
respectivamente. O sinal simples em 3,96 ppm é caracteristico de hidrogénios da
metoxila ligada ao anel aromatico. Os sinais 4,06, 2,01, 2,06 e 3,52 ppm foram
atribuidos ao hidrogénios metilénicos da cadeia alifatica nas posi¢cdes H11, H12,
H13 e H14, respectivamente. Os deslocamentos observados em H11 (4,06 ppm) e
em H14 (3,52 ppm) ocorrem devido as ligacdes direta com o atomo de oxigénio
ligado a aromatico e o atomo de bromo, respectivamente.

O espectro de RMN de *3C - experimento DEPTQ - (Espectro 27, p. 69) da
substancia 4b mostrou sinais relativos aos atomos de carbono quartenario, sendo
0 grupo de sinal 162,9, 161,5, 157,0 e 156,8 ppm, atribuidos aos carbonos
diretamente ligados a atomo de oxigénio nas posi¢cbes C1, C5, C7 e C9,
respectivamente. O sinal 104,1 ppm representa ao atomo de carbono quartenério
na posi¢do 4. O espectro mostra sinais de atomos de carbono metinico com o
deslocamento quimico compreendendo o grupo de sinais em 111,0, 138,7, 95,1 e
93,3 ppm, que corresponde aos atomos de carbono nas posicées C2, C3, C6 e
C8, respectivamente. Os sinais em 67,5, 29,4, 27,7 e 33,1 ppm foram atribuidos
aos carbonos metilénicos nas posi¢cdes C11, C12, C13 e C14, respectivamente.
Esses deslocamentos séo atribuidos as ligacdes direta com o0 atomo de oxigénio
ligado a aroméatico e o atomo de bromo aos carbonos Cll e Cl4,
respectivamente. O sinal em 56,0 ppm representa o carbono de grupo metil da
metoxila.

Através do mapa de contornos *H-*H COSY (Espectro 28, p.69) obtém-se
os acoplamentos entre hidrogénios. Os acoplamentos entre hidrogénios H11-H12
e H13-H14 indicam que o &tomo de hidrogénio em 2,01 e 2,06 ppm estao ligados
aos carbonos centrais da cadeia alifatica (C12 e C13, respectivamente).

Na tabela 4 (p. 68) estdo os sinais atribuidos aos atomos de hidrogénio e
carbono e as correlagdes *H-'H (COSY) da substancia 4a.
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Tabela 4: Dados de RMN de 'H (400MHz) e RMN de *C — experimento DEPTQ -
(100MHz) da substancia 5-(4-bromobutoxi)-7-metoxicumarina (4b), em CDCI; e as
correlagdes observadas no mapa de contornos ‘*H-'H COSY.

HMQC (*Jcn) COSY ‘'H-'H
Atribuicdo °C (ppm) *H (ppm)
(n°C)
1 162,9 - -
2 111,0 6,18 (d, J = 7,6Hz) 7,99 (H3)
3 138,7 7,99 (d, J = 8,0Hz) 6,18 (H2)
4 104,1 - -
5 161,5 - -
6 95,1 6,31 (s) -
7 157,0 - -
8 93,3 6,42 (s) .
9 156,8 - -
10 56,0 3,96 (s) -
11 67,5 4,06 (m) 2,01 (H12)
12 29,4 2,01 (m) 4,06 (H11); 2,06 (H13);
13 27,7 2,06 (m) 2,01 (H12); 3,52 (H14);
14 33,1 3,52 (m) 2,06 (H13);
B H13 HI11
r\/\/\o
H14  HI2
il =
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Espectro 26. Espectro de RMN de 'H (400MHz) em CDCl; da substancia 4b.
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5.1.6- Formagdo de derivados furocumarinicos. Sintese de 5-
bromopropoxipsoraleno (5a) e 5-bromobutoxipsoraleno (5b).

As rotas sintética que leva a formacdo dos derivados furocumarinicos
foram as mesmas que utilizadas nas reacdes de formacéo de 4a e 4b, sendo o
bergaptol (3) utilizado como material de partida. Os rendimentos foram de 50%
(50mg) para sintese de 5a e de 72% (72mg) para sintese de 5b. As duas
substancias se apresentaram como solidos na forma de cristais agulha de cor

amarelo claro.

® Na®
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07 « : g
0L, — 08
0 0”0 0

0
Ofﬁ\ﬂ{.v"’ﬁ"xBr
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— N . NaBr® 2: R,=-C,H,
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Figura 38. Mecanismo de reacéo para formacéo de 5a-b.

Os espectros de Infravermelho (Espectro 29, p. 72) da substancia 5b
observam-se as bandas de estiramento dupla de C=0O de a-lactonas em 01724
cm? (ressonancia de Fermi), banda de estiramento de C-O em v1190, 01152,
V1135 e 01040 cm™. O espectro mostra as bandas de estiramento de C-Haromaticos
em 03132 e 3105 cm™, de C=C de anel aromatico em 11640, V1610, V1577,
V1456 e 1350 cm™. Observam-se, também, as bandas de estiramento
assimétrica de C-O-C alifatico em 041223 cm™, de assimétrico de CH, em

0252957 cm™ e simétrico de CH, em 152854 cm™, de deformagédo angular do anel
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(B-anel) em 5821 e 5750 cm™ e estiramento C-Br em v600 cm™.

O espectro de massas (Espectro 30, p. 72) da substancia 5a mostra o sinal
m/z 322 relativo ao ion molecular compativel com a formula molecular C,4H;104Br
da estrutura obtida.

O espectro de RMN de *H (Espectro 31 p. 74) da substancia 5a mostrou 8
sinais. Os sinais caracteristicos da cumarina podem ser observados por quatro
dupletos de hidrogénios cis de ligagdo dupla em 6,33 e 8,16 ppm, atribuidos aos
hidrogénios H2 e H3 presentes no anel pirona da cumarina e em 7,03 e 7,64 ppm,
atribuidos aos hidrogénios H10 e H11 presentes no anel furano O sinal em 7,21
ppm € caracteristico de hidrogénio aromatico, sendo atribuido ao H8. O grupo de
sinal em 4,60, 2,46 e 3,71 ppm sao atribuidos aos hidrogénios metilénicos da
cadeia alifatica, nas posi¢des H12, H13 e H14. Os deslocamentos observados em
H12 (4,60 ppm) e em H14 (3,71 ppm) ocorrem devido as ligagBes direta com o
atomo de oxigénio ligado a aromatico e o a&tomo de bromo, respectivamente.

O espectro de RMN de *3C — experimento DEPTQ - (Espectro 32, p. 74) da
substancia 5a mostrou 6 sinais relativos aos atomos de carbono quartenarios
caracteristicos da estrutura furocumarina, sendo o grupo de sinais em 162,7,
149,9, 158,9 e 153,9 ppm, atribuidos aos carbonos diretamente ligados a atomo
de oxigénio e os sinais 103,3 e 114,9 ppm representa os carbonos quartenarios
ligados a atomos de carbono. Identifica-se, também, os sinais de carbonos
metinos aromaticos, compreendendo o grupo de sinais 113,0, 138,9, 94,3, 104,9 e
145,1 ppm. Os sinais em 70,3, 32,7 e 29,4 sao referentes aos metilenos da cadeia
alifatica nas posicdes C12, C13 e C14, respectivamente.

O mapa de contornos HSQC (Espectro 33, p. 74) da substancia 5a mostra
as correlacbes entre dos nicleos de carbono e de hidrogénio geminais (*Jcn).
Nesse espectro observam-se as importantes correlacdes que identificam as
ligacBes dos quatros dupletos e o0s seus respectivos carbonos metinicos.

Através do mapa de contornos HMBC (Espectro 34, p. 75) obtém-se o
correto posicionamento dos atomos de carbono na estrutura 5a por mostrar as
correlacbes a longa distancia (*Jcu e 3Jch). Observa-se que os sinais dos
hidrogénios H2 (6,33 ppm) e H3 (8,16 ppm) do anel pirona se correlacionam com
a carboxila lactdnica em 162,7 ppm, na posi¢cado C1.. O hidrogénio aromatico H8 e
as suas correlagbes a longa distancia possibilitaram a identificacdo das posi¢des

corretas dos carbonos quartenarios C6, C9 e C7 presentes na estrutura. Outra
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importante correlacdo ocorre entre H12 (4,60 ppm) e C5 (144,9 ppm) confirma a
presenca da cadeia alifatica na estrutura. Além dessas correlagdes, as interacoes
entre o atomo de hidrogénio na posicdo H10 e atomo de carbono na posicédo C11,
possibilitaram o correto posicionamento dos carbonos no anel furano. Todas as

correlagOes estao descritas na tabela 5 (p. 73).
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Espectro 29. Espectro no IV da substancia 5a.
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Espectro 30. Espectro de massas da substancia 5a.
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Tabela 5: Dados de RMN de 'H (400MHz) e RMN de *C - experimento DEPTQ -
(100MHz) da substéancia 5-bromopropoxipsoraleno (5a), em CDCI; e as correlacfes
observadas nos mapas de contornos HSQC e HMBC.

HMQC (Jcw)

HMBC (ZJCH e SJCH)

Atribuicdo °C (ppm) *H (ppm)
(n°C)
1 162,7 - -
2 113,0 6,33 (d, J = 7,8H2) 103,3 (C4); 162,7 (C1);
3 138,9 8,16 (d, J = 7,8Hz) 153,6 (C9); 149,9 (C5);
162.7 (C1);
4 103,3 - -
5 149,9 - -
6 114,9 - -
7 158,9 - -
8 94,3 7,21 (s) 114,9 (C6); 103,3 (C4);
153,6 (C9); 158,9 (C7):
9 153,9 - -
10 104,9 7,03 (d, J = 1,9Hz) 145,1 (C11): 114,9 (C6);
158,9 (C7);
1 1451 764(d,J=1,8Hz) 114, 9 (C6); 158, 9 (C7);
12 70,3 4,60 (m) 29,4 (C14); 32,7 (C13);
149,9 (C5);
13 32,7 2,46 (M) 29,4 (C14): 70,3 (C12);
14 29,4 3,71 (m) 32,7 (C13); 70,3 (C12);
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Os espectros de Infravermelho (Espectro 35, p. 77) da substancia 5b
observam-se as bandas de estiramento dupla de C=0O de a-lactonas em v1760
cm™ (ressonancia de Fermi), banda de estiramento de C-O em 11210, v1157,
V1136 e V1099 cm™. O espectro mostra as bandas de estiramento de C-Haromaicos
em v3122, de C=C de anel aromatico em v1635, 01600, V1577, V1458 e 1344 cm’
! Observam-se, também, as bandas de estiramento assimétrica de C-O-C
alifatico em v,51243 cm™, de assimétrico de CH, em 0452924 cm™ e simétrico de
CH, em 152875 cm™, de deformac&o angular do anel (B-anel) em 3817 e 5746 cm’
! e estiramento C-Br em 0570 cm™.

O espectro de massas (Espectro 36, p. 78) da substancia 5b mostra o sinal
m/z 336 relativo ao ion molecular compativel com a formula molecular C15H1304Br
da estrutura obtida.

O espectro de RMN de *H (Espectro 37, p. 79) da substancia 5b mostrou 8
sinais. Os sinais caracteristicos da cumarina podem ser observados por quatro
dupletos de hidrogénios cis de ligacdo dupla em 6,32 e 8,17 ppm, atribuidos aos
hidrogénios H2 e H3 presentes no anel pirona da cumarina e em 6,97 e 7,62 ppm,
atribuidos aos hidrogénios H10 e H11 presentes no anel furano O sinal em 7,17
ppm € caracteristico de hidrogénio aromatico, sendo atribuido ao H8. O grupo de
sinal em 4,53, 2,09, 2,17 e 3,55 ppm séo atribuidos aos hidrogénios metilénicos
da cadeia alifatica, nas posicbes H12, H13, H14 e H15. Os deslocamentos
observados em H12 (4,60 ppm) e em H15 (3,71 ppm) ocorrem devido as ligacbes
direta com o atomo de oxigénio ligado a aromatico e o atomo de bromo,
respectivamente.

O espectro de RMN de **C - experimento DEPTQ - (Espectro 38, p. 79) da
substancia 5b mostrou 6 sinais relativos aos atomos de carbono quartenarios
caracteristicos da estrutura furocumarina, sendo o grupo de sinais em 161,7,
148,7, 158,3 e 152,7 ppm, atribuidos aos carbonos diretamente ligados a atomo
de oxigénio e os sinais 106,7 e 113,2 ppm representa os carbonos quartenarios
ligados a atomos de carbono. ldentifica-se, também, os sinais de carbonos
metinos aromaticos, compreendendo o grupo de sinais em 112,7, 138,2, 94,1,
105,0 e 144,9 ppm. Os sinais em 71,9, 28,9, 29,4 e 33,1 sao referentes aos
metilenos da cadeia alifatica nas posicbes C12, C13, Cl4 e C15,
respectivamente.

O mapa de contornos HSQC (Espectro 39, p. 80) da substancia 5b mostra
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as correlacdes entre dos nucleos de carbono e de hidrogénio geminais (*Jch).
Nesse espectro observam-se as importantes correlacdes que identificam as
ligacdes dos quatros dupletos e 0s seus respectivos carbonos metinicos.

Através do mapa de contornos HMBC (Espectro 40, p. 80) obtém-se o
correto posicionamento dos atomos de carbono na estrutura 5a por mostrar as
correlagbes a longa distancia (*Jcy e *Jcp). Observa-se que os sinais dos
hidrogénios H2 (6,32 ppm) e H3 (8,17 ppm) do anel pirona se correlacionam com
a carboxila lacténica em 161,7 ppm, na posicdo C1. O hidrogénio aromatico H8 e
as suas correlacdes a longa distancia possibilitaram a identificacdo das posicoes
corretas dos carbonos quartenarios C6, C9 e C7 presentes na estrutura. Outra
importante correlacao ocorre entre H12 (4,53 ppm) e C5 (148,7 ppm) confirma a
presenca da cadeia alifatica na estrutura. Além dessas correlacfes, as interacoes
entre o &tomo de hidrogénio na posicao H10 e atomo de carbono na posicao C11,
possibilitaram o correto posicionamento dos carbonos no anel furano. Todas as

correlacBes estdo descritas na tabela 6 (p. 78).
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Espectro 35. Espectro no IV da substancia 5b.
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Espectro 36. Espectro de massas da substéancia 5b.

Tabela 6: Dados de RMN de *H (400MHz) e RMN de *C - experimento DEPTQ -
(100MHz) da substancia 5-bromobutoxipsoraleno (5b), em CDCI; e as correlacfes
observadas nos mapas de contorno HMQC e HMBC.

HMQC (Jcn) HMBC (“Jci € “Jcn)
Atribuicdo C (ppm) "H (ppm)
(n°C)

1 161,7 - -

2 112,7 6,32 (d, J = 9,8Hz) 161,7 (C1); 106,7 (C4):

3 139,2 8,17 (d, J = 9,8Hz) 161,7 (C1); 148,7 (C5);

152,7 (C9);

4 106,7 - -

5 148,7 - .

6 113,2 - -

7 158,3 - -

8 94,1 7,17 (s) 106,7 (C4); 113,2 (C6);
152,7 (C9); 158,3 (C7);

9 152,7 - -

10 105 6,97 (d, J = 2,4Hz) 113,2 (C6); 158,3 (C7);

144,9 (C11);

11 144,9 7,62 (d, J = 2,4Hz) 113,2 (C6); 158,3 (C7);

12 71,9 4,53 (m) 148,7 (C5); 29,4 (C14);

13 28,9 2,09 (m) 71,9 (C12); 29,4 (C14); 33,1

(C15);
14 29,4 2,17 (m) 71,9 (C12); 28,9 (C13); 33,1
(C15);

15 33,1 3,55 (m) 28,9 (C13);
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Espectro 37. Espectro de RMN de *H (400MHz) em CDCl; da substancia 5b.
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Espectro 38. Espectro de RMN de *3C - experimento DEPTQ - (L00MHz) em CDCl; da
substancia 5b.
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Espectro 39. Mapa de contornos HSQC em CDCI; da substéncia 5b.
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Espectro 40. Mapa de contornos HMBC em CDCI; substancia 5b.

5.1.7- Formacdo de ligantes cumarinicos. Sintese de 5-{4-[bis(2-

piridinilmetil)amino]propoxi}-7-metoxicumarina (6a) e 5-{4-[bis(2-
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piridinilmetil)amino]butoxi}-7-metoxicumarina (6b).

Nessa etapa do projeto foi proposta a adicdo de bis-(2-piridilmetil)amina
aos produtos 5a e 5b para obtencdo de novos derivados cumarinicos. Essa
reacdo consiste em uma substituicdo nucleofilica, processo que ocorre pelo
ataque de elétrons livres do a&tomo de nitrogénio da amina presente no reagente
ao carbono terminal do grupo etérico, presente na posi¢do 5 da cumarina.

No entanto, essa reacdo se mostrou lenta, provavelmente pelo efeito
estérico e pela dificuldade de estabilizar os ions formados durante a reacdo. Para
isso utilizou-se catalisadores aminados para facilitar a retirada de H* do sal de
amina quartenario formado durante o ataque nucleofilico.

Embora tenha facilitado o direcionamento da reac¢do para formacdo dos
produtos, ndo foi possivel detectar seu rendimento absoluto devido a presenca de
impurezas e materiais de partidas no meio. Além disso, a baixa volatilidade do
produto impede de se realizar a anélise em cromatdgrafo gasoso e espectrémetro
de massa.

Contudo, a andlise de RMN de 'H e *3C foi possivel detectar a presenca
dos sinais da estrutura final para a substancia 6a apenas. O material apresentou-

se como um 6leo de coloracdo castanha. Entretanto € necessario realizar uma

purificacdo do material obtido.
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Figura 39: Mecanismo de reacéo para formacéo de 6a-b.

O espectro de Infravermelho (Espectro 41, p. 84) da substancia 6a mostra
as bandas de estiramento dupla de C=O de o-lactonas em 101726 cm™
(ressonancia de Fermi), banda de estiramento de C-O em v1213, V1159, v1114 e
01038 cm™. O espectro mostra as bandas de estiramento de C-Haomaticos €M
03028 e 3105 cm™, de C=C e C=N de anel aromatico em v1610, V1500, V1467,
V1365 e 1350 cm™ e de C-Naomaica €M 1320 cm™, confirmando a presenca de
grupos aminados. Observam-se, também, as bandas de estiramento assimétrica
de C-O-C alifatico em v,51224 cm™, de assimétrico de CH, em 0,s2926 cm™ e
simétrico de CH, em 12854 cm™, de deformacdo angular do anel
heteroaromatico (B-anel) em 5893, 5823 e 5763 cm™.

O espectro de RMN de 'H (Espectro 42 p.86) da substancia 6a mostrou 5
sinais caracteristicos da estrutura cumarinica, sendo eles, dois dupletos em 6,16
e 7,97 ppm, atribuidos a H2 e H3, hidrogénios cis do anel lactona, e em 6,30 e
6,43 ppm dos hidrogénios aromaticos, atribuidos a H6 e H8. O sinal em 3,87 ppm
é atribuido ao atomo de hidrogénio da metoxila presente em posicdo 7 da
cumarina. Trés sinais dos atomos de hidrogénio metilénico séo identificados em
4,18, 2,07 e 3,94 ppm, sendo atribuidos, respectivamente aos &atomos de

hidrogénio nas posi¢cbes H1l, H12 e H13. Os demais sinais mostrados no
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espectro confirmam a presenca do substituinte ligado a cadeia alifatica da
cumarina. O sinal duplo em 4,82 ppm, é referente aos atomos de hidrogénio
metilénico na posi¢do H14. O grupo de sinais em 7,37, 8,23, 7,69, 7,87, 7,23,7,46,
8,62 e 8,61 ppm representam o0s hidrogénios aromaticos dos anéis piridinicos.
Esses dados confirmam a presenca desse grupo estrutural na molécula, além de
indicar um arranjo espacial assimétrico através dos diferentes deslocamentos
quimicos tanto de carbono quanto de hidrogénio, da porcdo bis(2-
piridinilmetil)amino.

O espectro de RMN de **C — experimento DEPTQ - (Espectro 43, p. 87) da
substancia 6a também mostra os sinais caracteristicos da estrutura cumarinica e
outros sinais relativos aos substituintes. Os sinais em 161,9, 163,0, 157,0 e 156,7
ppm séo atribuidos aos atomos de carbono diretamente ligados a atomo de
oxigénio e o sinal 104,0 ppm representa o carbono quartenério ligados a a&tomos
de carbono. Nesse espectro é possivel identificar os sinais de metinos aromaticos
110,9, 138,8, 95,5, 93,5 ppm do ndcleo cumarinico nas posi¢cdes C1, C5, C7 E
C7. O sinal 55,9 ppm corresponde ao atomo de carbono da metoxila na posicao 7.
Os sinais em 70,3, 32,7 e 29,4 correspondem aos metilenos da cadeia alifatica
ligada em posicdo 5 na cumarina. O sinal em 44,7 ppm corresponde aos
metilenos na posicado 14 do substituinte. O carbono quartenario presente no anel
piridinico ndo foi observado no espectro, entretanto, estima-se que ocorra em,
aproximadamente, 158,9 ppm. Os sinais dos carbonos piridinicos podem ser
identificados pelo grupo em 122,0, 122,3, 136,9, 137,3, 122,4, 126,2, 148,3 e
149,3 ppm, confirmando a presenca da estrutura e demonstrando a diferenca de
sinais devido ao ambiente quimico espacial assimétrico.

O mapa de contornos HSQC (Espectro 44, p. 87) da substancia 6a mostra
as correlacdes entre dos nucleos de carbono e de hidrogénio geminais (*Jch).
Nesse espectro observam-se as importantes correlacdes que identificam as
ligagbes dos dupletos e dos hidrogénios aromaticos e seus respectivos carbonos
metinicos.

Através do mapa de contornos HMBC (Espectro 45, p. 88) obtém-se o
correto posicionamento dos atomos de carbono na estrutura 6a por mostrar as
correlacbes a longa distancia (PJcy e 3Jcn). Observa-se que os sinais dos
hidrogénios H2 (6,16 ppm) e H3 (7,97 ppm) do anel pirona se correlacionam com

a carboxila lactonica em 161,9 ppm, na posicdo C1. O hidrogénio aromatico H8 e
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as suas correlacdes a longa distancia possibilitaram a identificacdo das posi¢oes
corretas dos carbonos quartenarios C4, C6, C9 e C7 presentes na estrutura.
Outra importante correlacdo ocorre entre H11 (4,18 ppm) e C5 (163,0 ppm)
confirma a presenca da cadeia alifatica na estrutura. Além dessas correlacdes, as
interacdes entre o atomo de hidrogénio na posicdo H10 e atomo de carbono na
posicdo C11, possibilitaram o correto posicionamento dos carbonos no anel
furano. As diferentes correlacbes observadas entre os grupos de hidrogénios
aromaticos na porcao bis(2-piridinilmetillamino indicam um arranjo espacial

assimétrico. Todas as correlacdes estdo descritas na tabela 7 (p. 85).
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Espectro 41. Espectro no IV da substancia 6a.
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Tabela 7: Dados de RMN de 'H (400MHz) e RMN de *C - experimento DEPTQ -
(100MHz) da substancia 5-{4-[bis(2-piridinilmetil)amino]propoxi}-7-metoxicumarina
(6a), em CDCI; e as correlacdes observadas nos mapas de contornos HMQC e

HMBC.
HMQC (‘Jcw) HMBC (“Jcn € “Jcn)
Atribuicdo *H (ppm) C (ppm)
(n°C)
1 - 161,9 -
2 6,16 (d, J = 7,7Hz) 110,9 104,0 (C4); 161,9 (C1);
3 7,97 (d, J = 7,7Hz) 138,8 156,7 (C9); 161,9 (C1);
4 - 104,0 -
5 - 163,0 -
6 6,30 (s) 95,5 104,0 (C4); 93,5 (C8); 163,0
(C5); 157,0 (C7);
7 - 157,0 -
8 6,43 (s) 93,5 104,0 (C4); 95,5 (C6); 156,7
(C9); 163,0 (C5);
9 - 156,7 -
10 3,87 (s) 55,9 157,0 (C7);
11 4,18 (m) 65,8 31,9 (C12); 59,5 (C13);
163,0 (C5);
12 2,07 (m) 31,9 59,5 (C13); 65,9 (C11);
13 3,94 (m) 59,5 31,9 (C12); 65,9 (C11);
14 4,82 (s) 44,7 122,0 (C16); 158,6 (C15)*;
14’ 4,82 (s) 44,7 123,0 (C16'); 158,6 (C15)*;
15 - (~158,9) -
15' - (~158,9) -
16 7,37 (m) 122,0 122,4 (C18)
16' 8,23 (m) 122,3 126,2 (C18')
17 7,69 (m) 136,9 148,3 (C19);
17 7,87 (m) 137,3 149,3 (C19";
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Tabela 7, Cont.

HMQC (“Jcn) HMBC (“Jcn € “Jen)
Atribuico 'H (ppm) °C (ppm)
(n°C)
18 7,23 (m) 122,4 122,0 (C16);
18’ 7,46 (m) 126,2 123,0 (C16');
19 8,62 (s) 148,3 122,4 (C18); 136,9 (C17)
19’ 8,61 (s) 149,3 126,0 (C18'); 137,3 (C17))
18
19 17
N| 216
1=
\( 1 11
16’ O I
17" 6 S
L U/l
ls'\l\f T T 0 T
T T H14 oo | ‘
H16" 4 ‘ H14'
H17' H18' :
NI R
2.4 | ] | | | | i
Qe 11 1 DR L -
, H?i H16
8 6 4 £

Espectro 42. Espectro de RMN de 'H (400MHz) em CDCl; da substancia 6a.
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Espectro 43. Espectro de RMN de **C — experimento DEPTQ - (L00MHz) em CDCl;
da substancia 6a.
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Espectro 44. Mapa de contornos HSQC em CDCIl; da substancia 6a.
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Espectro 45. Mapa de contornos HMBC em CDCI; da substéncia 6a.

5.1.8 — Formacdo de derivados cumarinicos 7-(2,2-dietoxietoxi)-5-
hidroxicumarina (7a), 5,7-bis(dietoxietoxi)cumarina (7b) e 5-(dietoxietoxi)-7-
metoxicumarina (7c). Substituicdo com grupos acetais.

As substancias 7a e 7b foram obtidas na reacéo entre a substancia 2a com
0 reagente 3-bromo-1,1-dietoxipropano, enquanto o 7c¢ foi obtido pela reacdo do
mesmo reagente com a substancia 2c. A substituicdo dos atomos de hidrogénio
fenolicos por grupos alquil acetais mostrou um 6timo rendimento global que foi de
aproximadamente 80%, apesar da formagcdo de dois produtos 7a com 56%
(168mg) e 7b com 22% (66mg) de rendimento na rea¢cdo com a substancia 2a. A
substancia 7c foi obtida com o rendimento de 79% (79mg). Todas as sustancias
se apresentaram como um sélido na forma de p6 com cor amarelo claro.

Essas duas reacfes consistem em uma simples substituicdo nucleofilica,
através do ataque nucleofilico do ion alcoxido ao carbono terminal do reagente,
liberando ion bromo no meio e resultando em grupo acetal na posicdo 7 da
cumarina na substancia 7a, posicdo 5 na substancia 7c, e ambas posi¢cdes na
substancia 7b. Essa dupla substituicdo, ndo esperada, pode ter ocorrido devido a
relagcdo molar entre 0os reagentes e a cumarina, o que possibilitou a insergcédo do

grupo na posi¢ao 5. O maior rendimento para formacgao de 7a indica que 0 grupo
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hidroxi na posicéo 7 € mais favoravel para a formacgéo de ion alcoxido. Esse efeito
ocorre por melhor estabilizacdo do ion pelo grupo éster da lactona, por efeito de
ressonancia mais efetiva, deslocando a carga negativa do ion alcéxido para o
oxigénio da carboxila. Esse efeito facilita a captura do hidrogénio da hidroxila,
formando um intermediério estabilizado por ressonéncia capaz de realizar o

ataque nucleofilico ao reagente.

H
0.-’

NS 5
~ Hy ——= OEt
-
O 0] O’H OEt
m /\/I\

OEt
NE o OFEt
W Na® - Br’/\/LOEt ,\)\
o <~ 5 0 OEt
07 ™0 o~ 07 N0 N o 07 >0 o~

Figura 40. Mecanismo de reacédo para formacéao de 7a-c.
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O espectro de Infravermelho (Espectro 46, p. 92) da substancia 7a mostra
as bandas de estiramento dupla de C=O de a-lactonas em 101682 cm™
(ressonancia de Fermi), banda de estiramento de C-O em v1195, V1160, 1140 e
11075 cm™ e banda de ligacdo OH intramolecular em 03248 cm™. O espectro
mostra as bandas de estiramento de C-Haomaticos €M 03075 cm™, de C=C de anel
aromatico em v1640, V1600, V1525, V1475 e 1398 cm™. Observam-se, também,
as bandas de estiramento assimétrica de C-O-C alifatico em 0451270 cm™, de
assimétrico de CH3 em 0452955 e simétrica em 052856 cm™ e de deformacéo
angular do anel heteroaromatico (B-anel) em 3814 cm™.

O espectro de massas (Espectro 47, p. 93) da substancia 7a mostra o sinal
m/z 296 relativo ao ion molecular compativel com a férmula molecular C15H160g
da estrutura obtida.

O espectro de RMN de *H (Espectro 48, p. 94) da substancia 7a mostrou 4
sinais caracteristicos da estrutura cumarinica, sendo eles, dois dupletos em 6,09
e 8,06 ppm, atribuidos a H2 e H3, hidrogénios cis do anel lactona, e em 6,34 e
6,36 ppm dos hidrogénios aromaticos, atribuidos a H6 e H8. O sinal em 4,06 ppm
representa os hidrogénios metilénicos na posi¢cdo H10. Os sinais em 3,96 e 3,80
ppm foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos, ambos nas posicdes, H12 e
H12’. O deslocamento observado ocorre devido as ligacGes entre os atomos de
carbonos com atomos de oxigénio. O sinal em 4,96 ppm foi atribuido ao
hidrogénio metinico na posicdo H11l. O sinal em 1,23 ppm representa 0s
hidrogénios metilicos nas posi¢des terminais H13 e H13'.

O espectro de RMN de **C - experimento DEPTQ - (Espectro 49, p. 94) da
substancia 7a também mostra os sinais caracteristicos da estrutura cumarinica e
outros sinais relativos aos substituintes. Observa-se o0s sinais relativos aos
atomos de carbono quartenéario, sendo o grupo de sinais 162,4, 162,7, 156,6,
156,4 ppm atribuidos aos carbonos diretamente ligados a &tomo de oxigénio nas
posicoes C1, C5, C7 e C9, respectivamente e o sinal 102,8 ppm representa o
atomo de carbono quartenario na posicdo C4. Nesse espectro € possivel
identificar os sinais de metinos aromaticos 108,9, 139,4, 95,9 e 95,1 ppm nas
posi¢cdes nas posicdes C2, C3, C6 e C8. O sinal em 68,6 foi atribuido ao carbono
metilénico na posicdo C10. Os sinais em 100,2 ppm, atribuido ao carbono
metinico na posicdo C11, em 62,6 ppm, atribuido aos dois carbonos metilénicos

nas posicoes C12 e C12° e em 14,3 ppm, atribuido aos carbonos metilicos



91

terminais nas posi¢coes C13 e C13’ confirmam a presencga do substituinte alqui
acetal.

O mapa de contornos HSQC (Espectro 50, p. 95) da substancia 7a mostra
as correlages entre dos nucleos de carbono e de hidrogénio geminais (*Jcn).
Nesse espectro observam-se as importantes correlacdes que identificam as
ligacBes dos dupletos e dos hidrogénios aromaticos e seus respectivos carbonos
metinicos.

Através do mapa de contornos HMBC (Espectro 51, p. 95) obtém-se o
correto posicionamento dos 4tomos de carbono na estrutura 7a por mostrar as
correlagbes a longa distancia (*Jcy e *Jcp). Observa-se que os sinais dos
hidrogénios H2 (6,09 ppm) e H3 (8,06 ppm) do anel pirona se correlacionam com
a carboxila lacténica em 162,4 ppm, na posi¢cdo C1. O hidrogénio aromatico H8 e
as suas correlacdes a longa distancia possibilitaram a identificacdo das posi¢oes
corretas dos carbonos quartenarios C4, C6, C9 e C7 presentes na estrutura.
Outra importante correlacdo ocorre entre H10 (4,06 ppm) e C7 (156,6 ppm)
confirma a presenca da cadeia alquil acetal na posicdo 7 da cumarina Todas

estdo descritas na tabela 8 (p. 93).
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Tabela 8: Dados de RMN de 'H (400MHz) e RMN de *C - experimento DEPTQ -
(100MHz) da substancia 5-(2,2-dietoxietoxi)-7-hidroxicumarina (7a), em CDCI; e as
correlagdes observadas nos mapas de contornos HMQC e HMBC.

HMQC (“Jch)

HMBC (“Jcy € “Jcn)

Atribuicdo "H (ppm) BC (ppm)
(n°C)
1 - 162,4 -
2 6,09 (d, J = 9,4Hz) 108,9 104,0 (C4); 161,9 (C1);
3 8,06 (d, J = 9,6H2) 139,4 156,7 (C9): 161,9 (C1);
4 - 102,8 -
5 - 162,7 -
6 6,34 (s) 95,9 104,0 (C4): 93,5 (C8); 163,0
(C5): 157,0 (C7):
7 - 156,6 -
8 6,36 (s) 95,1 104,0 (C4): 95,5 (C6); 156,7
(C9): 163,0 (C5);
9 - 156,4 -
10 4,06 (s) 68,3 157,0 (C7);
1 4,93 (s) 100,2 31,9 (C12); 59,5 (C13);
163,0 (C5);
12 3,69 A (m); 3,80 B 62,6 59,5 (C13); 65,9 (C11);
(m)
12 3,69 A (m): 3,80 B 62,6 31,9 (C12); 65,9 (C11);
(m)
13 1,25 (m) 14,3 122,0 (C16); 158,6 (C15)*:
13’ 1,25 (m) 14,3 123,0 (C16"); 158,6 (C15)*;
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O espectro de Infravermelho (Espectro 52, p. 98) da substancia 7b mostra
as bandas de estiramento dupla de C=O de a-lactonas em 101738 cm™
(ressonancia de Fermi) e banda de estiramento de C-O em v1178, 01135, V1122
e 01060 cm™. O espectro mostra as bandas de estiramento de C-Haomaticos €M
03080 cm™, de C=C de anel aromatico em V1612, V1560, V1500 e V1442 cm™.
Observam-se, também, as bandas de estiramento assimétrica de C-O-C alifatico
em 0251240 cm™, de assimétrico de CHz em 0452975 e simétrica em V52879 cm™ e
de deformacao angular do anel heteroaromatico (B-anel) em 5840 e v862 cm™.

O espectro de massas (Espectro 53, p. 98) da substancia 7b mostra o sinal
m/z 410 relativo ao ion molecular compativel com a formula molecular C,;H300g
da estrutura obtida.

O espectro de RMN de *H (Espectro 54, p. 100) da substancia 7b mostrou
4 sinais caracteristicos da estrutura cumarinica, sendo eles, dois dupletos em
6,16 e 8,04 ppm, atribuidos a H2 e H3, hidrogénios cis do anel lactona, e em 6,48
e 6,49 ppm dos hidrogénios aromaticos, atribuidos a H6 e H8. O sinais em 4,09 e
4,07 ppm representa os hidrogénios metilénicos na posicdo H10 e H10’,
respectivamente. Os dois sinais em 3,69 e 3,70 ppm foram atribuidos aos
hidrogénios metilénicos nas posigbes H12, H12’, H12” e H12"”. O deslocamento
observado ocorre devido as ligacbes entre os atomos de carbonos com atomos
de oxigénio. Os sinais em 4,93 e 4,87 ppm foram atribuido aos hidrogénios
metinicos nas posicbes H1l e H11’, respectivamente. O sinal em 1,25 ppm
representa os hidrogénios metilicos nas posi¢cdes terminais H13, H13’, H13” e
H13".

O espectro de RMN de *C — experimento DEPTQ - (Espectro 55, p. 100)
da substancia 7b também mostra 0s sinais caracteristicos da estrutura cumarinica
e outros sinais relativos aos substituintes. Observa-se 0s sinais relativos aos
atomos de carbono quartenéario, sendo o grupo de sinais 161,9, 162,9, 156,3,
156,1 ppm atribuidos aos carbonos diretamente ligados a atomo de oxigénio nas
posicoes C1, C5, C7 e C9, respectivamente e o sinal 104,0 ppm representa o
atomo de carbono quartenario na posicdo C4. Nesse espectro € possivel
identificar os sinais de metinos aromaticos 110,3, 139,9, 95,9 e 93,6 ppm nas
posi¢coes nas posicoes C2, C3, C6 e C8. Os sinais em 68,6 e 68,7 ppm foram
atribuidos aos carbonos metilénicos nas posi¢cdes C10 e C10’. Os sinais em 100,2
e 100,3 ppm foram atribuidos aos carbonos metinicos nas posi¢cées C11 e C11’,
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respectivamente. O sinal em 62,6 ppm, atribuido aos quatro carbonos metilénicos
nas posicoes C12, C12’, C12” e C12”” e em 14,3 ppm, atribuido aos carbonos
metilicos terminais nas posi¢cées C13, C13’, C13” e C13”, confirmam a presenga
do substituinte alqui acetal.

O mapa de contornos HSQC (Espectro 56, p. 101) da substancia 7b mostra
as correlaces entre dos nucleos de carbono e de hidrogénio geminais (*Jch).
Nesse espectro observam-se as importantes correlacdes que identificam as
ligacdes dos dupletos e dos hidrogénios aromaticos e seus respectivos carbonos
metinicos.

Através do mapa de contornos HMBC (Espectro 57, p. 101) obtém-se o
correto posicionamento dos atomos de carbono na estrutura 7b por mostrar as
correlacbes a longa distancia (*Jcn e 3Jch). Observa-se que os sinais dos
hidrogénios H2 (6,16 ppm) e H3 (8,04 ppm) do anel pirona se correlacionam com
a carboxila lactébnica em 161,9 ppm, na posi¢do C1. O hidrogénio aromético H8 e
as suas correlacdes a longa distancia possibilitaram a identificacdo das posicoes
corretas dos carbonos quartenarios C4, C6, C9 e C7 presentes na estrutura.
Outra importante correlagédo ocorre entre H10 (4,09 ppm) e C7 (156,3 ppm)
confirma a presenca da cadeia alquil acetal na posicdo 7 da cumarina Observa-
se, também, a correlagcao entre H10’ (4,07 ppm) e C5 (162,9 ppm), confirmando a

segunda substituicdo na posicado 5 da cumarina. Todas estédo descritas na tabela 9
(p. 99).
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Tabela 9: Dados de RMN de 'H (400MHz) e RMN de *C — experimento DEPTQ -
(100MHz) da substancia 5,7-bis(dietoxietoxi)cumarina (7b), em CDCIl; e as
correlagdes observadas nos mapas de contornos HMQC e HMBC.

HMQC (Jcw)

HMBC (ZJCH e SJCH)

Atribuicdo *H (ppm) C (ppm)
(n°C)
1 - 161,9 -
2 6,16 (d, J = 9,6Hz) 110,3 104,0 (C4); 161,9 (C1);
3 8,04 (d, J = 9,6H2) 139,9 156,1 (C9); 161,9 (C1):
4 . 104 -
5 - 162,9 -
6 6,48 (s) 95,9 104,0 (C4); 93,6 (C8); 156,3
(C7): 162,9 (C5);
7 - 156,3 -
8 6,49 (s) 93,6 104,0 (C4); 95,9 (C6): 156,1
(C9): 162,9 (C5);
9 - 156,1 -
10 4,09 (s) 68,9 100,2 (C11); 156,3 (C7);
10 4,07 (s) 68,7 100,2 (C11); 162,9 (C5);
1 4,93 (s) 100,2 62,6 (C12, C12)
171’ 4,87 (s) 100,3 62,6 (C12", C12™)
12,12 3,69 A(m) 3,79 B 62,6 14,3 (C13, C13Y): 100,2
(m) (C11);
127 12" 3,69A(m)3,79 B 62,6 14,3 (C13", C13"); 100,3
(m) (C11Y);
13,13 1,25 (m) 143 62,6 (C12, C12)
13", 13" 1,25 (m) 143 62,6 (C12, C12)
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Espectro 57. Mapa de contornos HMBC em CDCI; da substéncia 7b.
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O espectro de Infravermelho (Espectro 58, p. 103) da substancia 7¢c mostra
as bandas de estiramento dupla de C=O de a-lactonas em 101740 cm™
(ressonancia de Fermi) e banda de estiramento de C-O em v1164, V1150, 01125
e 01067 cm™. O espectro mostra as bandas de estiramento de C-Haomaticos €M
03078 cm™, de C=C de anel aromatico em 01612, V1563, V1505, V1429 e V1342
cm™. Observam-se, também, as bandas de estiramento assimétrica de C-O-C
alifatico em 0551230 cm™, de assimétrico de CHs em 052976 e simétrica em
V52899 cm™ e de deformacdo angular do anel heteroaromatico (B-anel) em 5829
cm™.

O espectro de massas (Espectro 59, p. 104) da substancia 7c mostra o
sinal m/z 296 relativo ao ion molecular compativel com a férmula molecular
C16H2006 da estrutura obtida.

O espectro de RMN de *H (Espectro 60, p. 105) da substancia 7c mostrou
4 sinais caracteristicos da estrutura cumarinica, sendo eles, dois dupletos em
6,16 e 7,96 ppm, atribuidos & H2 e H3, hidrogénios cis do anel lactona, e em 6,34
e 6,41 ppm dos hidrogénios aromaticos, atribuidos a H6 e H8. O sinal em 3,89
ppm representa os sinais dos hidrogénios metilicos do grupo metoxila na posi¢ao
7 da cumarina. O sinal em 4,05 ppm representa os hidrogénios metilénicos na
posicdo H1l. Os sinais em 3,66 e 3,70 ppm foram atribuidos aos hidrogénios
metilénicos, ambos nas posi¢des, H13 e H13'. O deslocamento observado ocorre
devido as ligacbes entre os atomos de carbonos com atomos de oxigénio. O sinal
em 4,85 ppm foi atribuido ao hidrogénio metinico na posicdo H12. O sinal em 1,23
ppm representa os hidrogénios metilicos nas posi¢coes terminais H14 e H14’.

O espectro de RMN de *C - experimento DEPTQ - (Espectro 61, p. 105)
da substancia 7c também mostra os sinais caracteristicos da estrutura cumarinica
e outros sinais relativos aos substituintes. Observa-se os sinais relativos aos
atomos de carbono quartenéario, sendo o grupo de sinais 161,5, 162,6, 157,0,
156,7 ppm atribuidos aos carbonos diretamente ligados a atomo de oxigénio nas
posicoes C1, C5, C7 e C9, respectivamente e o sinal 104,2 ppm representa o
atomo de carbono quartenario na posicdo C4. Nesse espectro € possivel
identificar os sinais de metinos aromaticos 111,2, 138,7, 95,2 e 93,7 ppm nas
posi¢cdes nas posi¢cdes C2, C3, C6 e C8. O sinal em 68,8 foi atribuido ao carbono
metilénico na posicdo C1l. Os sinais em 100,1 ppm, atribuido ao carbono

metinico na posigdo C12, em 62,7 ppm, atribuido aos dois carbonos metilénicos
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nas posicoes C13 e C13’ e em 15,3 ppm, atribuido aos carbonos metilicos
terminais nas posigbes C14 e C14’ confirmam a presencga do substituinte alqui
acetal.

O mapa de contornos HSQC (Espectro 62, p. 105) da substancia 7c mostra
as correlages entre dos nucleos de carbono e de hidrogénio geminais (*Jcn).
Nesse espectro observam-se as importantes correlacdes que identificam as
ligacdes dos dupletos e dos hidrogénios aromaticos e seus respectivos carbonos
metinicos.

Através do mapa de contornos HMBC (Espectro 63, p. 106) obtém-se o
correto posicionamento dos atomos de carbono na estrutura 7c por mostrar as
correlacbes a longa distancia (*Jcn e 3Jch). Observa-se que os sinais dos
hidrogénios H2 (6,16 ppm) e H3 (7,96 ppm) do anel pirona se correlacionam com
a carboxila lactbnica em 161,5 ppm, na posi¢do C1. O hidrogénio aromético H8 e
as suas correlacdes a longa distancia possibilitaram a identificagcdo das posi¢coes
corretas dos carbonos quartenarios C4, C6, C9 e C7 presentes na estrutura.
Outra importante correlacdo ocorre entre H11 (4,05 ppm) e C7 (157,0 ppm)
confirma a presenca da cadeia alquil acetal na posicdo 7 da cumarina. Todas
estdo descritas na tabela 10 (p. 104).
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Espectro 58. Espectro no IV da substancia 7c.
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Tabela 10: Dados de RMN de *H (400MHz) e RMN de *C (100MHz) da substancia 5-
(dietoxietoxi)-7-metoxicumarina (7c), em CDCI; e as correlagbes observadas nos
mapas de contornos HMQC e HMBC.

HMQC (“Jcn) HMBC (“Jcn € “Jc)

Atribuicio H (ppm) C (ppm)
(n°C)
1 - 161,5 -
2 6,16 (d, J = 9,6H2) 11,2 104,2 (C4); 161,5 (C1);
3 7,96 (d, J = 9,6Hz) 1387 156,7 (C9): 161,5 (C1);
4 - 104,2 -
5 - 162,6 -
6 6,34 (s) 95,2 104,2 (C4): 93,7 (C8): 162,6
(Cs);
7 - 157 -
8 6,42 (s) 93,7 104,2 (C4): 95,2 (C6): 156,7
(C9);
9 - 156,7 -
10 3,89 (s) 56 156,0 (C7);
1 4,05 (m) 68,8 100,1 (C12); 162,6 (C5);
12 4,85 (m) 100,1 62,6 (C13, C13)
13, 13 3,66 A(m)3,77B 62,7 15,3 (C14)
(m)
14,14’ 1,26 (m) 15,3 62,7 (C13)
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Espectro 60. Espectro de RMN de 'H (400MHz) em CDCl; da substancia 7c.
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Espectro 61. Espectro de RMN de **C (100MHz) em CDCl; da substancia 7c.
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Espectro 63. Mapa de contornos HMBC em CDCI; da substancia 7c.
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5.1.9- Formacéo de anel furano (8).

Essa sintese consiste em uma ciclizacdo do anel furano acoplado ao anel
benzeno da cumarina. Utilizou-se os produtos obtidos 7a e 7b submetendo-o ao
meio em presenca de PPA. Esse processo constitui em hidrdlise de cetal para
gerar aldeido. Posteriormente, ocorre ciclizacdo de Claisen seguida de
desidratacdo, formando, assim, o anel furano. Através de analises em
cromatografia de camada delgada verificaram-se manchas de diferentes Rf em
comparacdo o produto de partida, além de florescéncia azul no produto de
reacdo, ausente nas substancias 7a e 7b. Entretanto, ndo foi possivel realizar
analises espectroscopicas do material devido pouco massa obtida na sintese. Sao
necessarios novos procedimentos e melhor caracterizacdo para melhorar a

sintese desses derivados pretendidos.

5.1.10- Formacao de epoxido. Sintese da 5-epoxipsoraleno (9).

Nessa reacdo, o produto formado n&o foi submetido a purificacdo em
coluna de gel-silica devido a possibilidade de abertura do anel epéxido em meio
acido. Com isso, a andlise quimica mais precisa e o célculo de rendimento néo foi
efetuado. Essa reacdo consiste em uma substituicdo nucleofilica, que ocorre na
hidroxila fendlica presente na posi¢cado 5 da furocumarina. O ion alcéxido formado
pela captura do hidrogénio da hidroxila pelo ion carbonato, proveniente da
dissolugdo do sal de potassio, ataca o carbono secundario do anel epoxido,
ocorrendo abertura do anel da epicloridrina que, em seguida, ciclizara novamente,
pelo ataque nucleofilico ao carbono terminal halogenado, liberando o ion cloro. O
controle da reacdo foi realizado por cromatografia de camada delgada de silica,
onde se verificou a formagcdo de produto durante o decorrer da sintese em
comparacdo com o padrdo, no caso, 0 produto de partida 3. ApOs a reacao ser
finalizada, iniciou-se a préoxima etapa que consiste na sintese de 4-(3-{bis[2-(2-

piridinil)etillamino}-2-hidroxipropoxi)psoraleno.
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Figura 41. Mecanismo de reacdo para formacéo de 9.

5.1.11- Formacdo de ligante com epoxipsoraleno: Sintese de 4-(3-
{bis[2-(2-piridinil)etillamino}-2-hidroxipropoxi)psoraleno (10).

Devido a pequena quantidade utilizada na sintese, nao foi possivel realizar
uma metodologia eficiente para purificagdo. O controle da reacgéo foi realizado por
cromatografia de camada delgada de silica, onde se verificou a formacao de
produto durante o decorrer da sintese em comparacdo com o padrdo, no caso, 0
produto de partida 3. Entretanto, ndo foi possivel submeter a analise por
espectroscopia. A reacao foi considerada sem resultados suficientes para

comprovacao da formacao do produto.
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Figura 42. Mecanismo de reacdo para formacéao de 10.

5.1.12 - Sintese de 7-cloroacetoxi-5-metoxicumarina (11)

Essa sintese consiste em uma substituicdo nucleofilica que ocorre na
hidroxila presente na posi¢do 5 da cumarina. O ion alcéxido formado pela captura
do hidrogénio da hidroxila pelo ion hidreto, ataca o carbono metilénico do
reagente, liberando ion cloro e substancia de interesse. Através de andlises em
cromatografia de camada delgada verificaram-se manchas diferentes tempos de
retencdo em comparacdo com o padrdo, que no caso, é substancia 2b.

O espectro de Infravermelho (Espectro 64, p. 110) da substancia 11 mostra
as bandas de estiramento dupla de C=0 de a-lactonas e C=0 de haleto de acila
préximos em v1705 cm™ (ressonancia de Fermi) e banda de estiramento de C-O
em 11200, V1152 e V1125 cm™. O espectro mostra as bandas de estiramento de
C-Haromaticos €M 03078 cm™, de C=C de anel aromatico em v1600, 01490, V1435 e
01360 cm™. Observam-se, também, as bandas de estiramento assimétrica de C-
O-C alifatico em 0451240 cm™, de assimétrico de CHz em 0452986 e simétrica em
052848 cm™ e de deformagdo angular do anel heteroaromatico (B-anel) em 5827
cm™. De acordo com o sinal m/z 268do espectro de massa (Espectro 65, p.111)
para reacéo de 7c, relativo a formula molecular C14H1606,cOmprova-se que etapa
da reacéo foi alcangada.

No entanto, ndo se pode verificar o rendimento da reacdo devido a
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pequena quantidade utilizada. Sdo necessarias novas reagdes para verificacdo do

rendimento e caracterizacdo da substancia.
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Figura 43. Mecanismo de reagédo para formagéo de 11.
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Espectro 64. Espectro no IV da substancia 11.



111

Linef#:7 R Time:18.3(Scan#f:1895)

100 < =

T
S
/

149 ‘ l
49 Bl o 3 | 268 |
4 Fevortorbbli el 14'1 f i, 175 i 205 239 f J

L
T prerrprrH T

107 120 135
30 40 50 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270

Espectro 65. Espectro de massas da substéncia 11.

5.1 - Testes Bioldgicos

As substancias 5,7-diidroxicumarina (2a), 7-hidroxi-5-metoxicumarina (2b),
5-hidroxipsoraleno (3), 7-(3-bromopropoxi)-5-metoxicumarina (4a) e 7-(4-
bromobutoxi)-5-metoxicumarina (4b), 5-bromopropoxipsoraleno (5a) e 5-
bromobutoxipsoraleno (5b) (Fig. 44, p. 111) foram testadas a fim de se avaliar
suas atividades de inibicdo de NO, inibicdo de TNF-a, citotoxicidade e

antituberculose.
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Figura 44. Estruturas das substancias avaliadas biologicamente.
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5.2.1- Producéo de 6xido nitrico (NO)

Os resultados obtidos nos testes foram tratados estatisticamente e
expresso em grafico de inibicdo da producdo de NO contra a concentracdo da
substancia em pg/mL (Grafico 1, p. 113 e grafico 2, p. 113) tomando como
controle positivo (100% de inibicdo) valores obtidos dos macréfagos nao
estimulados por LPS e controle negativo (0% de inibigcdo) valores obtidos dos
macrofagos estimulados por LPS e sem tratamento com as amostras.

Os graficos mostram que as substancias inibiram a producdo de NO em
mais de 60% na concentracdo de 100ug/mL em culturas de macrofagos (RAW
264.7) estimuladas por lipolissacarideo (LPS).

Na concentracdo de 20ug/mL , observa-se que as substancia 2a, 4a, 4b e
5a apresentaram atividade de inibicio em mais de 80%. Nessa mesma
concentracéo, as substancias 2b, 3 e 5b apresentaram atividades abaixo de 60%
de inibicdo.

Em concentracdo de 100ug/mL, as substancias 2a, 2b, 3, 4a, 4b e 5a
apresentaram atividade de inibicio em mais de 80%. Nessa mesma
concentracéo, a substancia 5b apresentou inibicdo abaixo de 70%.

Esses resultados conclui que as substancias mais ativas foram a 2a, 4a, 4b
e 5a. As menos ativas foram as substancias 2b, 3 e 5b.

Esses resultados indicam que as substancias sintetizadas possuem
capacidade inibitoria de NO em células do sistema imune, portanto, possivel
atividade antiinflamatéria das mesmas.

Embora os resultados indiqguem atividades de inibicdo de NO, é necessario

realizar testes mais elaborados para avaliagdo dos mecanismos de acéo inibitoria.
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Gréfico 1. Grafico em linhas dos resultados de inibicdo de NO para 5,7-
diidroxicumarina (2a), 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b), 5-hidroxipsoraleno (3), 5-(3-
bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a) e 5-(4-bromobutoxi)-7-metoxicumarina (4b),
5-bromopropoxipsoraleno (5a) e 5-bromobutoxipsoraleno (5b)
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Gréfico 2. Grafico em linhas dos resultados de inibicdo de NO para 5,7-
diidroxicumarina (2a), 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b), 5-hidroxipsoraleno (3), 5-(3-
bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a) e 5-(4-bromobutoxi)-7-metoxicumarina (4b),
5-bromopropoxipsoraleno (5a) e 5-bromobutoxipsoraleno (5b)
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5.2.2- Producéao de TNF-a

Os resultados obtidos nos testes foram tratados estatisticamente e
expresso em grafico de concentracdo de TNF-a contra a concentragdo da
substancia em ug/mL (Grafico 3, p. 114 e grafico 4, p. 115) tomando com controle
positivo (100% de inibicao) os valores obtidos de fibroblastos nédo estimulados e
como controle negativo (0% de inibicdo) os valores obtidos de fibroblastos
estinulados e nao tratados com as amostras.

Observa-se que os resultados para as substancias 4a e 4b indicam a
reducdo de TNF-a em mais de 50%, na concentragao de 20ug/mL, demonstrando
uma capacidade antiinflamatodria. As substancias 2a e 3 ndo apresentaram tal
atividade durante os testes. As demais substancias obtiveram acao
antiinflamatoéria, reduzindo em mais de 50% TNF-a quando na concentracdo de
100ug/mL.

Percebe-se, com esses resultados, que a inclusdo de grupos alquila na
cadeia cumarinica favoreceram a acao biologica obtida no teste realizado contra
TNF-a.

4000+
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Grafico 3. Grafico em linhas dos resultados de inibicdo de TNF-a para 5,7-
diidroxicumarina (2a), 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b), 5-hidroxipsoraleno (3), 5-(3-
bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a) e 5-(4-bromobutoxi)-7-metoxicumarina (4b),
5-bromopropoxipsoraleno (5a) e 5-bromobutoxipsoraleno (5b)
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Grafico 4. Grafico em barras dos resultados de inibicdo de TNF-a para 5,7-
diidroxicumarina (2a), 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b), 5-hidroxipsoraleno (3), 5-(3-
bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a) e 5-(4-bromobutoxi)-7-metoxicumarina (4b),
5-bromopropoxipsoraleno (5a) e 5-bromobutoxipsoraleno (5b)

5.2.3- Teste de citotoxicidade

No ensaio de MTT, o percentual de viabilidade obtido foi convertido a
percentual de citotoxicidade, a fim de comparar com o método de LDH. Sendo
assim, os resultados obtidos nos testes foram tratados estatisticamente e
expresso em grafico de porcentagem de citotoxicidade pelo método MTT contra a
concentracdo da substancia em ug/mL (Grafico 5, p. 116 e gréafico 6, p. 116) tendo
como controle positivos (0% de citotoxicidade) os valores obtidos de macrofagos
nao tratados e controle negativos (100% de citotoxicidade) os valores obtidos de
macrofagos tratados com solucdo de Triton. Nesse teste € observado que apenas
as substancias 2a, 4a e 4b obtiveram altos valores de citotoxicidade, com mais de
80% de inibicdo do crescimento celular, em concentracdes de 100ug/mL . As
substancias 5a e 5b apresentaram valores entre 50 e 70% de citotoxicidade
indicando acdo moderada em concentracdo de 100ug/mL. As substancias 2b e 3
obtiveram resultados de menos de 40% de inibicdo, demonstrando a fraca acao
citotéxica das mesmas. Em concentracdo de 20ug/mL apenas a substancia 5b

demonstrou acao citotoxica acima de 50%.
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Gréfico 5. Grafico em linhas dos resultados citotoxicidade por MTT para 5,7-
diidroxicumarina (2a), 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b), 5-hidroxipsoraleno (3), 5-(3-
bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a) e 5-(4-bromobutoxi)-7-metoxicumarina (4b),
5-bromopropoxipsoraleno (5a) e 5-bromobutoxipsoraleno (5b)
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Gréfico 6. Grafico em barra dos resultados citotoxicidade por MTT para 5,7-
diidroxicumarina (2a), 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b), 5-hidroxipsoraleno (3), 5-(3-
bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a) e 5-(4-bromobutoxi)-7-metoxicumarina (4b),
5-bromopropoxipsoraleno (5a) e 5-bromobutoxipsoraleno (5b).
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Essas atividades citotoxicas podem ser confirmadas pelos resultados do
método LDH. Os resultados de liberacdo de LDH foram convertidos em
porcentagem de citotoxicidade e expresso no grafico de porcentagem de
citotoxicidade contra a concentracdo da substancia em pug/mL (Gréafico 7, p. 118 e
grafico 8 p. 118 ) tendo como controle positivos (0% de citotoxicidade) os valores
obtidos de macréfagos nao tratados e controle negativos (100% de citotoxicidade)
os valores obtidos de macrofagos tratados com solucdo de Triton. Os graficos
monstram que as substancias 2a, 4a e 4b foram as que apresentaram maior acao
citotdéxica (entre 60 e 80%), as substancias 5a, 5b e 2b com a¢do moderada
(entre 30 e 50%) e a substancia 3 com fraca acao de citotoxicidade (<15%).

Dessa forma, percebe-se que as hidroxilas presentes em 2a podem
influenciar na citotoxicidade. A inclusdo de grupo metila, conforme em 2b, diminui
a atividade citotoxica da cumarina. No entanto, a segunda substituicdo na posi¢ao
5 da cumarina por grupos alquilas, conforme em 4a e 4b resultou em acao
citotoxica comparada a 2a.

As substancias 5a e 5b foram as menos ativas quanto a citotoxicidade, o
gue pode indicar que o anel furano presente na cadeia, conforme em 3, 5a e 5b,
diminue a agao citotoxica.

Embora os resultados indiquem baixa atividades de citotoxicidade de modo
geral, faz-se necesséario a realizacdo novos testes, a fim de avaliar o mecanismo

da acao citotoxica.
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Gréfico 7. Grafico em linhas dos resultados citotoxicidade por LDH para 5,7-
diidroxicumarina (2a), 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b), 5-hidroxipsoraleno (3), 5-(3-
bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a) e 5-(4-bromobutoxi)-7-metoxicumarina (4b),
5-bromopropoxipsoraleno (5a) e 5-bromobutoxipsoraleno (5b).
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Gréfico 8. Grafico em barra dos resultados citotoxicidade por LDH para 5,7-
diidroxicumarina (2a), 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b), 5-hidroxipsoraleno (3), 5-(3-
bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a) e 5-(4-bromobutoxi)-7-metoxicumarina (4b),
5-bromopropoxipsoraleno (5a) e 5-bromobutoxipsoraleno (5b).
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5.2.4- Teste de antimicrobiano contra Mycobacterium bovis

Os resultados obtidos nos testes de BCG foram tratados estatisticamente e
expresso em grafico de porcentagem de inibicdo do crescimento de M. bovis
contra a concentracdo da substancia em pug/mL (Gréfico 9, p. 119 e gréafico 10, p.
120) tendo como controle positivos (100% de inibicdo) os valores obtidos de
cultura tratada com rifampicina e controle negativos (0% de inibicdo) os valores
obtidos de cultura ndo tratada com as amostras. As substancias testadas
apresentaram atividade inibitéria moderada na concentracdo de 20ug/mL, com
valores de 40 a 70% de inibicdo e atividade satisfatéria na concentracdo de
100pg/mL, com valores acima de 90% de inibigéo, exceto para a substancia 5b,
gue apresentou inibicdo entre 60 a 70%.

Embora os resultados sejam significativos, sdo necessarias novas analises

para avaliar o mecanismo de acao inibitoria das substancias.

2b

4a
4b
-8 5a
-A- 5b

I

Inibigao do crescimento
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0 0,8 4 20 100
Concentragao (png/mL)

Grafico 9. Gréafico em linhas dos resultados de atividade antimicrobiana contra
Mycobacterium bovis para 5,7-diidroxicumarina (2a), 5-hidroxi-7-metoxicumarina
(2b), 5-hidroxipsoraleno (3), 5-(3-bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a) e 5-(4-
bromobutoxi)-7-metoxicumarina (4b), 5-bromopropoxipsoraleno (5a) e 5-
bromobutoxipsoraleno (5b).
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Grafico 10. Gréfico em barras dos resultados de atividade antimicrobiana contra
Mycobacterium bovis 5,7-diidroxicumarina (2a), 5-hidroxi-7-metoxicumarina (2b), 5-
hidroxipsoraleno (3), 5-(3-bromopropoxi)-7-metoxicumarina (4a) e 5-(4-
bromobutoxi)-7-metoxicumarina (4b), 5-bromopropoxipsoraleno (5a) e 5-
bromobutoxipsoraleno (5b).



121

6. CONCLUSAO

Este projeto permiti concluir que as metodologias empregadas nas sintese
das 3 cumarinas 5,7-diidroxicumarina, 5-hidroxi-7-metoxicumarina, 5-
hidroxipsoraleno e dos 9 derivados cumarinicos inéditos 5-(3-bromopropoxi)-7-
metoxicumarina, 5-(4-bromobutoxi)-7-metoxicumarina, 5-bromopropoxipsoraleno,
5-bromobutoxipsoraleno, 5-{4-[bis(2-piridiniimetil)amino]propoxi}-7-
metoxicumarina, 7-(2,2-dietoxietoxi)-5-hidroxicumarina, 5,7-
bis(dietoxietoxi)cumarina e 5-(dietoxietoxi)-7-metoxicumarina e 5-cloroacetoxi-7-
metoxicumarina foram adequados, uma vez que essas rea¢fes se mostraram
rapidas, de baixo custo e com bons rendimentos.

Os resultados das sinteses de formacdo do anel lactbnico mostram que
reacdo de esterificacdo-ciclizacdo acontece de forma rapida e satisfatoria,
proporcionando bons rendimentos. O estudo dessa reacdo possibilitou
compreender e desenvolver um mecanismo reacional, mostrando as influéncias
do impedimento estérico do grupo metila e a importancia do uso de catalisadores
como ZnCl, na formagéo do anel lactonico.

Outra reacao estudada foi a desmetilagcdo do bergapteno, a fim de se obter
0 bergaptol. Essa reacdo se mostrou mais efetiva com o uso do acido de Lewis
BBr; em comparagdo com o uso do cloreto de piridina, uma vez que a alta
temperatura e umidade prejudicam o rendimento dessa reacgao.

Os resultados dos testes bioldgicos mostraram que as substancias

avaliadas apresentaram atividades antiinflamatérias e antibacteriana contra
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bactérias causadoras da tuberculose, o que se conclui que tais substancias
apresentam grande potencial para serem utilizadas em tratamento de doencas
autoimunes e da tuberculose. Entretanto, sdo necessarios testes mais avancados
para maior caracterizacdo farmacoldgica das substancias antes destas serem

comercializadas no mercado farmacéutico.
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