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PINTO, Charleston Ribeiro. Sintese e atividade citotoxica e antioxidante de
derivados da 4-aril-3,4-di-hidrocumarinas. 118f. Il. 2010. Dissertacédo (Mestrado em
Quimica Organica) — Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Salvador,
2010.

RESUMO

As  4-aril-3,4-di-hidrocumarinas sdo produtos naturais estruturalmente e
biogeneticamente relacionados aos flavondides que exibem diferentes atividades
biologicas. Neste trabalho foram sintetizados inicialmente oito derivados de 4-aril-
3,4-di-hidrocumarina, com rendimentos baixo a moderados (4-69%). Estes derivados
foram obtidos através de reacdes de condensacéo entre derivados de fendis e de
acidos cindmicos, utilizando o &cido polifosférico como catalisador. A partir da 4-aril-
3,4-diidrocumarinas (10a) foram obtidos derivados acetilados, metilado e base de
Mannich, empregando meétodos cléssicos. Dentre as 4-aril-3,4-di-hidrocumarinas
obtidas seis séo inéditas na literatura (10f-g, 55b-c e 60). Utilizando-se a mesma
metodologia empregada no preparo das 4-aril-3,4-di-hidrocumarinas foi também
sintetizada as cumarinas herniarina (44a), 5-hidroxi-cumarina (44b) e a umbeliferona
(44c) com rendimentos de moderados a bons (42-82%). Todas as substancias
preparadas foram caracterizadas por métodos espectroscopicos. As 4-aril-3,4-di-
hidrocumarina obtidas tiveram sua citotoxicidade e capacidade antioxidante
avaliadas. Apenas 10a e 10c apresentaram atividade oxidante consideravel, com
destaque para este ultimo que demonstrou atividade comparavel aos padrdes, acido
gélico e quercetina. Nos testes de citotoxicidade contra Artemia salina, 0s
compostos apresentaram atividade moderada, destacando-se como ativo 0 novo
composto 3f (CLsp = 96,86ug/mL).

Palavras-chave: 4-aril-3,4-di-hidrocumarina, atividade citotdéxica, atividade

antioxidante



PINTO, Charleston Ribeiro. Synthesis and cytotoxic e antioxidant activities of 4-aryl-
3,4-di-hydrocoumarins derivatives. 118f. Il. 2010. Dissertation (Master’'s degree in
Organic Chemistry) — Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Salvador,
2010.

ABSTRACT

The 4-aryl-3,4-di-hydrocoumarins are natural products biogenetical and structurally
related to flavonoids that exhibit different biological activities. In this work were
synthesized initially eight derivatives of 4-aryl-3,4-di-hydrocoumarins with low to
moderate yields (4-69%). These derivatives were obtained by condensation reactions
between phenols and cinnamic acid derivatives, using polyphosphoric acid as
catalyst. From the 4-aryl-3,4-di-hydrocoumarins (10a) were obtained acetylated
derivatives, methylated and Mannich base, using classical methods. 4-aryl-3,4-di-
hydrocoumarins obtained, six of them were new compounds (10f-g, 55b-c and 60).
Using the same methodology used in the preparation of 4-aryl-3,4-di-hydrocoumarins
was also synthesized coumarins herniarin (44a), 5-hydroxy-coumarin (44b) and
umbelliferone (44c) with modest to good yields (42 -82%). All substances prepared
were characterized by spectroscopic methods. The 4-aryl-3,4-di-hydrocoumarins had
obtained their cytotoxicity and antioxidant capacity evaluated. Only 10a and 10c
showed considerable oxidant activity, especially the last one who showed activity
comparable to standards, gallic acid and quercetin. In tests of cytotoxicity against
Artemia salina, the compounds showed moderate activity, particularly the new activity
compound 10f (LCso = 96.86 mg / mL).

Palavras-chave: 4-aryl-3,4-di-hydrocoumarins, cytotoxic activity, antioxidant activity.
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1.0 INTRODUCAO

O sistema 3,4-diidrocumarina é largamente distribuido na natureza e esta
presente em diversos compostos biologicamente ativos. Em virtude da versatilidade
em atividades biolégicas, sdo consideradas candidatas atrativas a compostos-
prototipos para o desenvolvimento de novos farmacos. Por conseqiiéncia, a busca
por metodos eficientes para sintese de destas substancias tem atraido grande
interesse nesses ultimos anos (GU e XUE, 2010).

As 3,4-diidrocumarinas sdo bastante versateis e apresentam diversas
aplicacdes, sendo utilizado para os mais diversos fins, resumidos na figura 1.

Na industria farmacéutica, podem ser usadas como intermediario chave na
sintese de antagonistas de receptores de endotelina. O sistema de receptores de
endotelina esta envolvido em diversas patologias como hipertenséo arterial sistémica
e hipertenséo arterial pulmonar, este € considerado importante alvo multi-terapéutico
(MCGUIRE, SHILCRAT e SORENSON, 1999).

Por sua caracteristica flavorizante, é largamente empregado na industria
alimenticia, sendo utilizadas em uma variedade de alimentos como iogurtes e
refrigerantes. Ja na industria de cosméticos, as 3,4-diidrocumarinas sao empregadas
como fragrancias para xampus e sabonetes (HASER, WENK e SCHWAB, 2006).

Entre as 3,4-diidrocumarinas de ocorréncia natural, as 4-aril-3,4-
diidrocumarinas (neoflavononas), que constituem um subgrupo dos flavonoides, tem
recebido consideravel atencdo devido ao fato de poucos compostos contendo o
nucleo de 4-aril-3,4-diidrocumarina exibirem atividades bioldgicas importantes como,
por exemplo, inibicdo da aldose redutase, anti-herpética, atividade antioxidante,
herbicida, fungicida, e recentemente relatada, moderada atividade estrogénica
(ROELENS et al., 2005; RODRIGUES-SANTOS e ECHEVARIA, 2007; QADDER, et
al., 2007; ZHANG et al., 2008).
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Intermediario na sintese
de medicamentos

{ Industria Farmacéutica ]

Agentes aromatizantes { Logdes, sabonetes, xampus]

Industria Alimenticia - ©ij _— [ Industria de Cosméticos ]

3,4-di-hidrocumarinas

. . Sintese Organi Sintese de substancias
( Sintese de Produtos Naturais ] -~ intese Organica —_— biologicamente ativas

Figura 1. Aplicacfes gerais das 3,4-diidrocumarinas

Considerada uma classe relativamente rara de produtos naturais, as 4-aril-3,4-
diidrocumarinas sdo estruturalmente e biogeneticamente relacionadas aos
flavondides e isoflavondides, e podem ser encontradas principalmente nas familias
Guttiferae, Leguminosae, Rubiaceae, Passifloraceae, Polypodiaceae e Compositae
(DONNELLY e BOLLAND, 1993; GROTEWOLD, 2006; ROELENS et al., 2005).

O sistema de 4-aril-3,4-diidrocumarina esté presente em diversas de moléculas
naturais e é comum a outras classes de produtos naturais como flavonoides
complexos e taninos (SINGH et al., 2003; AOKI et al, 2005)

1.1 ESTRUTURA DAS 4-ARIL-3,4-DIIDROCUMARINAS

As 4-aril-3,4-di-hidrocumarinas (2), também conhecidas como neoflavononas,
juntamente com as 4-arilcumarinas e neoflavanas constituem o grupo dos
neoflavondides, termo empregado para caracterizar compostos fendlicos com 15
atomos de carbono (C;s) de ocorréncia natural arranjado em trés anéis (C6-C3-C6)
(figura 2). Os neoflavondides possuem similaridades estruturais com os flavonoéides
(1) e isoflavondides (3) (DONNELLY e BOLLAND, 1993; ROELENS et al., 2005).

A estrutura quimica base desta classe de compostos consiste em dois anéis de

seis membros fundidos contendo um heteroatomo, um atomo de oxigénio na posi¢ao
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1, grupo carbonila na posicdo 2 e grupo arila na posicdo 4, podendo apresentar
diversos grupos quimicos bem como substituintes principalmente nos anéis A e B.

(e}
C
o @ ’ o O ¢
5
C L
6'/ 2 o
B

o 5.\

w

»
1 2 3

Flavonona 4-aril-3,4-diidrocumarina

Isoflavonéide

Figura 2. Estruturas de flavonona, 4-aril-3,4-diidrocumarina e isoflavonéide

Ao contrario das flavonas, que tem os anéis A e C planares, as 4-aril-3,4-
diidrocumarinas (2) possuem os trés anéis em planos diferentes (Figura 3).

HO (0] (0]
CHj

OH
2a

Figura 3. ORTEP obtido por difracdo de raios-X da 4-aril-3,4-diidrocumarina 2a.
1.1 ESTRATEGIAS DE SINTESE DE 4-ARIL-3,4-DIIDROCUMARINAS

1.1.1 Hidrogenagdo catalitica de cumarinas
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Mcguire, Shilcrat e Sorenson (1999) realizaram a sintese assimétrica da 4-aril-
3,4-diidrocumarina (7), intermediério-chave na sintese de dois antagonista de
receptores de endotelina, utilizando catalisadores de ruténio e rédio. A utilizacdo do
sistema catalitico “in-situ” de [Rh(COD)C,],:S,S-Chiraphos, na mistura molar de 1:2,
para formacdo do composto 7 levou a um rendimento de 95%. Conforme ilustrado na
Figura 4, através dessa rota sintética foi possivel a obtengdo de 7 de forma eficiente,

utilizando um sistema catalitico quiral econémico.

MeO; o 0 MeO ONa
‘ \ \ COONa
= = NaOH = 1:2 [Rh(COD)C1]2:S,S-Chiraphos
—_—
H2

MeOH

/ ‘
Pro \/ O
4

PO
5

MeO ONa MeO o o
‘C‘”“‘ O
R —

Pro Pro’
6 7

Figura 4. Reacéo para a obtencéo do enantiomero S da 3,4-diidrocumarina 7.

1.1.2 Reacao de acidos cindmicos com fendis, mediada por acidos proténicos

ou de Lewis

As reacgdes envolvendo fendis (8) e acidos cindmicos (9) em condi¢des é&cidas
tém sido largamente empregadas para obtencdo de diversas 4-aril-3,4-di-

hidrocumarinas (10) com rendimentos razoaveis (Figura 5).
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Figura 5. Rota de obtencéo das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (10)

Devido a simplicidade e a disponibilidade de reagentes, esta reagdo € mais
frequentemente utilizada do que outros métodos para o preparo de 4-aril-3,4-
diidrocumarinas. Contudo, as desvantagens desse método residem na utilizacdo de
condigdes severas e de 4cidos corrosivos.

A primeira reacgdo desse tipo foi relatada por Liebermann e Hartmann (1891),
que utilizando acido sulftrico concentrado obtiveram 4-aril-3,4-diidrocumarinas em
baixos rendimentos. Em seguida, uma variedade de condi¢cdes acidas foram

relatadas, utilizando:

i) Acidos protogénicos: acido cloridrico fumegante (SIMPSON e STEPHEN, 1956;
SINGH et al, 2003), acido polifosférico a 50-100°C (DUPIN e CHENAULT, 1983;
HASEBE, 1962; MAJUMDER, CHATTERJEE e MUKHOTI, 2001; TALAPATRA, B,
DEB, TALAPATRA, S, 1986) e acido trifluoroacético fumegante (KIRTANY, 1993).

i) Acidos de Lewis: cloreto de aluminio ou cloreto de zinco anidro (DAS GUPTA e
DAS, 1973) e cloreto de ferro anidro (DAS, VENKATAIAH e RAVINDRANATH, 2001)
iii) Acidos de Lewis em meio acido forte sob refluxo: AICIs-HCI e ZnCl, (SPERANZA
et al, 1997).

1.1.3 Hidroarilagdo de fendis com &acidos cindmicos, mediada por acidos de

Lewis e acidos protbénicos

Rodrigues-Santos e Echevarria (2007) sintetizaram uma série de 4-aril-3,4-

diidrocumarinas por uma nova e eficiente estratégia de sintese utilizando o &cido de
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Lewis (CF3SO3)Y como catalisador em uma reagéo de hidroarilagédo intermolecular,
em condigdes livre de solvente e sob irradiagdo de microondas.

A utilizagdo do (CF3SOs)Y sob irradiagédo de microondas levou a formagao de
diidrocumarinas com bons rendimentos (65-80%) em tempos relativamente
pequenos, de 7 a 20 minutos.

A utilizagdo do sistema reacional para formacdo de 13 contendo (CF3SOs3)Y
20%, livre de solvente, sob radiacdo de microondas, levou a um rendimento de 75%
no tempo de 7 minutos. Porém, a mesma reagdo empregando um acido de Lewis
usual, o ZnCl, 40%, sob irradiacdo de microondas, forneceu o produto com um
rendimento de apenas 30% no tempo de 10 minutos (Figura 6).

OH
HO OH o OH

HO o o
(CF3SO3)Y
(20% molar)
+ / —_—
1 mw
OCHg OCHj,
12 13

Figura 6. Sintese do composto 13 através do catalisador (CF3;SO,)Y, sob radiacdo de
microondas.

Krawczyk e colaboradores (2007), utilizando o &cido trifluorometanosulfénico
(CF3SO3H) como catalisador, realizaram um método pratico de preparo de trans-3-
dietoxifosforil-4-aril-3,4-diidrocumarinas  (16) a partir de &cidos (E)-3-aril-2-
(dietoxifosforil) acrilicos (14) e de hidroxiarenos ricos em elétrons (15) (Figura 7).
Estas reagOes apresentaram-se completamente regio- e diastereoseletivas e

resultaram na formagé&o de trans-lactonas com bons rendimentos.
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(OEY),

(a) hidroxiareno (1.1 equiv), &cido trifluorometanosulfénico (2 equiv), CH,Cl,, refluxo
Figura 7. Formacéo de trans-3-dietoxifosforil-4-aril-3,4-diidrocumarinas (16).

Posteriormente, o composto 16 foi transformado na a-metileno-8-valerolactonas
(17), através da reacdo de Horner-Wadsworth—-Emmons, de forma facil e com

rendimentos na faixa de 75-95% (Figura 8).

Ar i)

| Ar
| T
/ (@) (@] / (@) (@]
16 17

(b) t-BuOK (1.2 equiv), THF, refluxo, 0.5 h; HCHO (5 equiv), THF, frefluxo,1h.

R

Figura 8. Emprego do intermediario trans-3-dietoxifosforil-4-aril-3,4-diidrocumarinico para
sintese da a-metileno-6-valerolactonas.

1.2.4 Reacao de complexos carbenos de cromio do tipo Fischer com cetais de
cetonas

Barluenga, Andina e Aznar (2006) demonstraram o uso de complexos carbenos
de Fischer na sintese de 4-aril-3,4-diidrocumarinas. Nesse trabalho, as
diidrocumarinas (20) foram obtidas através de método simples e eficiente a partir
complexos de carbenos de crémio do tipo Fischer e cetais de cetonas levando a

rendimentos entre 53-71% (Figura 9).



24

Ar
o o]
OMe
OTMS  THF, 90 °C
(CO)sCr . e - >
oM tubo selado MeO
— e
Ar Ar
18 19 20

Ar = anel aromatico substituido
Figura 9. Métodos de obtencao das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (20) utilizando de complexos
carbenos do tipo Fischer.

A formacdo destes derivados por este método pode ser explicada pelo
mecanismo proposto por Barluenga, Andina e Aznar (2006), onde primeiramente
ocorre adigcao do tipo Michael entre os complexos de carbenos do tipo Fischer (18) e

o0 acetal de cetona (19) para formagé&o do intermediario | (Figura 10).

OMe -""'.TMSQ*
Me0 ™~ s}
OTMS \_/ AN _TMSOMe
P " — OoMe T
M U Ar

M
OMe

Ar
18 19

M = Cr(CO)n

- OMe OMe

. eliminacéo o
rearranjo 1,3 reducéo
—_— —_—
- "Cr(CO)s THF"

Ar Ar Ar

1l {11} v
OMe .

OMe lactonizacdo

reacéo de Dotz
_—
+ B —
= — oMe - MeOH

Ar

Ar o]

18 v \%

Ar

20

Figura 10. Mecanismo proposto para reacéo € baseado no ataque da dupla ligacédo do cetal
ao complexo de carbeno de Fisher.
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As interacdes dos grupos metoxila e o trimetilsilila no intermediario | leva a
liberagdo de um éter de trimetilsilli conduzindo ao complexo vinilidenocromo(0),
intermediério 1l. Este sofre rearranjo 1,3 levando ao intermediario lll, que na
sequéncia sofre redugéo e eliminagéo fornecendo o composto IV. A partir de uma
reacao classica de Dotz IV reage com outro complexo de carbeno de Fisher gerando
um alcool, que em seguida sofre condensacao levando a 4-aril-3,4-diidrocumarina
(20).

1.2.5 Reacédo de fendis ativados com alquilidenos do &cido de Meldrum

Fillion e colaboradores (2004) obtiveram 3,4-diidrocumarinas-4-substituidas
(23), 4-cromanonas 2,2-dissubstituidas (24), cromonas 2-substituidas (25) e
cumarinas (26) com elevados rendimentos, pela reacdo de fendis ativados (21) e 5-

alquilidenos do &cido Meldrum (22), catalisada pelo Yb(OTf); (Figura 11).

Y .
R T
R
G F ° 2
o
: ST
Ry = H; R, =alquil, aril AN R; = R, = alquil, aril
\
R
o
AN \
“T |
/
o Ry o o
25 26
R; =Me; R, =0Me R; =H; R, =0OMe

Figura 11. Sintese de heterociclicos obtidos a partir da reacdo de fenois ativados e 5-
alquilidenos do acido Meldrum.

Foram obtidas 4-aril-3,4-diidrocumarinas (23a-e) de forma répida e eficiente,
com rendimentos entre 70-84% (Tabela 1). No entanto os autores concluem que o
protocolo de obtencéo de 3,4-diidrocumarinas é restrito a fendis ricos em elétrons e
que a regioseletividade da reacdo de anelagdo catalitica promovida pelo Yb(OTf)s é
controlada pelo grau de substituicdo do grupo alquilideno.
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Tabela 1. Resultados obtidos por Fillion e colaboradores (2004) na sintese das 4-

aril-3,4-diidrocumarinas (23a-e).

Yb(OTf)s
10 mmol
X_I _Gommoh L
CH 3NO,
100°C,1,5h (o) o)

\ /

Derivado do ) Rendimento
. 4-aril-3,4-
Entrada acido de N )
diidrocumarinas
Meldrum
OCHg OCH3 R
1 /iL
H3CO /k H3CO' [e) (¢]
2 2la R = Ph (22a) R = Ph (23a) 84
3 2la R = 4-MeOPh (22b) R = 4-MeOPh (23b) 82
4 2la R = 4-NO,Ph (22¢) R = 4-NO,Ph (23c) 81
5 2la R = 3,5-MeOPh (22d) R = 3,5-MeOPh (23d) 70
R
HsCO
H3CO
6
HCO
H3CO' O o 823
21b R = 3,5-MeOPh (22d) R = 3,5-MeOPh (23e)

a — Areagao ocorreu apos 2,5 h

1.2.6 Hidroarilacdo eletrofilica intramolecular de substratos olefinicos

catalisada por metal de transicao

As reacdes de hidroarilagdo intramolecular envolvendo acidos cindmicos e
fendis representam um das estratégias sintéticas mais eficientes e convenientes
descritos na literatura para o preparo de 4-aril-3,4-diidrocumarinas. Além de ser um
método “one pot” que exibe economia atdmica, a hidroarilacdo pode ser realizada a
partir do emprego de fendis simples.

O preparo de 4-aril-3,4-diidrocumarinas através de reacgdo hidroarilagdo
intramolecular de alcenos por arenos foi primeiramente descrita por Jia e

colaboradores (2000). Segundo esses autores o mecanismo de formacgéo das 3,4-
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diidrocumarinas envolve metalagéo eletrofilica de ligacdes C-H de anéis aromaticos
atraves de ligagfes do tipo 11, tendo como catalisador compostos de coordenagéo de
Pd (Il) em presenca de acido trifluoroacético (TFA). Com base nesta nova estratégia,
0s autores relataram uma via simples e eficiente de acesso a compostos
heterociclicos como cumarinas e quinolonas.

Esses autores, utilizando o sistema reacional contendo Pd(OAc), 1%, TFA e
CH.CI, na temperatura ambiente, por 10 horas, obtiveram a 4-aril-3,4-diidrocumarina

28 com 96% de rendimento, conforme a figura 12 (JIA et al, 2000).

OCH3 HLCo © °
\ COOH H3CO Pd(OAC), (1%) ‘
/©/\/ . TFA CH,Cl, .
TA,10h
H3CO HsCO oH OCHs
n : e

28

OCH3

Figura 12. Reacdo para a obtenc¢éo da diidrocumarina 28 (JIA et al., 2000).

Posteriormente, Li, Foresee e Tunge (2005), estudando as reagdes de
hidroarilacdo de acidos cindmicos com fendis obtiveram resultados divergentes de
Jia e colaboradores. (2000). Os autores concluiram que as hidroarilagdes ndo eram
catalisadas por Pd(OAc); e sim pelo &cido trifluoroacético.

Ao empregar o sistema TFA e CH,CIl, com 1 % de Pd(OAc), para a formagao
do composto 28, Jia e colaboradores (2000) obteve rendimento de 96%, consistente
com os dados relatados anteriormente. Contudo, a mesma reagdo quando
conduzida na auséncia de Pd(OAc) , levava a formacéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina
28 com 99% de rendimento (LI , FORESEE e TUNGE, 2005). Esses achados
levaram os autores a afirmar que os relatos prévios eram erréneos e que uso de
catalisadores de paladio nas reacdes de hidroarilacbes era desnecessério. Os
autores também discutiram a influéncia dos grupos doadores de elétrons dos fendis
na eficiéncia da reacdo e concluem que hidroarilagbes intramoleculares séo mais

faceis do que as intermoleculares (Figura 13).
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Figura 13. Sintese do composto 31, através das rotas de hidroarilagédo intramolecular (A) e
hidroarilagéo intermolecular (B)

No mesmo ano, Aoki e colaboradores (2005), motivados pelos resultados
descritos por Li, Foresee e Tunge (2005) exploraram o uso do &cido trifluoroacético
frente a 4cidos cinamicos (32) e fendis (33) ricos em elétrons com intuito de preparar
4-aril-3,4-diidrocumarinas (34). Com base nesta estratégia, os autores propuseram
um mecanismo de formagdo das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (Figura 14). Esse
mecanismo inclui inicialmente protonagdo de 32 com o &cido trifluoroacético
resultando na formacao do intermediario catiénico I. Em seguida ocorre substituicao
eletrofilica do fenol 33 pelo intermediario | levando a formagdo do 3-(2-
hidroxifenil)propiolato (Il), que sofre imediatamente transesterificagéo intramolecular

para formar a diidrocumarina 34.
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Figura 14. Mecanismo de formacdo das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (34) com base no
mecanismo de atuacao do acido trifluoroacético.

1.2.7 Ciclizacao oxidativa direta de acidos 3-arilpropiénicos com PIFA e Oxona

Recentemente, foi reportada a obtencdo de vérias 3,4-diidrocumarinas (36),
sintetizadas a partir de &cidos 3-arilpropidnicos (35), através de ciclizagdo oxidativa
direta, utilizando o feniliodina(lll) bis(trifluoroacetate) (PIFA) ou oxona como agente
oxidante (Figura 15). Nessa reacéo, a utilizagdo do BF;.OEt;, na temperatura de
30°C, levou a formacéo de 3,4-diidrocumarinas com bons a excelentes rendimentos
(44-82%) (GU e XUE, 2010).

R, o R,
PIFA (1,5 equiv) ou
| X oH Oxona (2,0 equiv) I X
Ri—] BF,.OEt, (L5 equiv) T
= TFA, 30°C, 12-24 h P
) o
35 36

Figura 15. Sintese de 3,4-diidrocumarinas a partir de acidos 3-arilpropiénicos (GU e XUE,
2010).

1.3 — PROPRIEDADES BIOLOGICAS DAS 4-ARIL-3,4-DIIDROCUMARINAS
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1.3.1 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante de uma série de 4-aril-3,4-diidrocumarinas foi
avaliada utilizando o método de seqestro do radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) e foi observado que o composto 37 (Figura 16), na concentragéo de 0,1mM
era responsavel pelo sequestro de 95% do radical DPPH, exibindo bioatividade
antioxidante comparavel a esculetina (38) (LEE. J, TSENG e LEE, Y, 2001).

HO l o o Homo
HO
OH 38 (Esculetina)

OH

OH

37

Figura 16. Estrutura da 4-aril-3,4-diidrocumarina 37 e da cumarina 38.

A 4-aril-3,4-diidrocumarina (39) foi isolada da Aloe vera apresentou
propriedades antioxidantes, apresentando porcentagem de inibicdo do ion
superoéxido e do radical hidroxil de 29,3% e 43,67%, respectivamente (ZHANG et al.,
2006) (Figura 17).

Figura 17. 4-aril-3,4-diidrocumarina isolada da Aloe vera.
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1.3.2 Atividade estrogénica

Em estudo fitoquimico de frutos da Pistacia chinensis, Nishimura e
colaboradores (2000) isolaram dois 3,3”-dimeros da 3,4-diidro-4-(4’-hidroxifenil)-7-
diidroxicumarina (40-41) com potente atividade estrogénica quando comparada ao

isoflavonoide gesnisteina (Figura 18).

Figura 18. 4-aril-3,4-diidrocumarinas (40-41) com atividade estrogénica isoladas da Pistacia
chinensis

Mais recentemente Roelens e colaboradores (2005) realizaram a avaliacdo da
atividade estrogénica, in vitro, de nove novas (%)-8-alquil-5,7-diidroxi-4-(4-
hidroxifenil)-3,4-diidrocumarinas 42a-i através do ensaio YES (Yeast Estrogenic
Screen) utilizando cepas de Saccharomyces cerevisiae. Quando comparado aos
controles positivos (17B-estradiol, 8-prenilnaringenina e gesnisteina) foi observado
baixa a moderada atividade estrogénica das 4-aril-3,4-diidrocumarinas testadas, com
destaque para o composto 42d (Figura 19). Foi observado também que a alquilacdo
no C8 pode induzir afinidade pelo receptor de estrogeno e que a insercdo de grupos

volumosos nessa posigao reduz atividade.
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HO o O
R =CHjg; 42a
R = (CH,),CH,; 42b
R = (CHp)sCHg; 42¢
R = (CH,),CH,; 42d
OH R = CH(CHg),; 42e
R = C(CH,); 42f
R = CH,CH(CHy)3; 429
R = CgHs; 42h
R = CH,CgHs 42i
OH

42a-i
Figura 19. Estrutura das (x)-8-alquil-5,7-diidroxi-4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidrocumarinas (42)
sintetizadas.

1.3.3 Atividade imunomoduladora

A 4-aril-3,4-diidrocumarina (37) demonstrou uma potencial atividade
imunomoduladora frente a capacidade fagocitica de macrofagos obtidos da cavidade
peritoneal de ratos (Figura 16). Esta atividade imunomoduladora foi justificada

devido a presencga do grupo lacdnico do nucleo cumarinico (ZHANG et al., 2006).
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2.0 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar 4-aril-3,4-diidrocumarinas (10a-h) e caracteriza-las através de

espectroscopia de IV, EM, 'H e **C.

10a, R, = R, = R;=Rg = H; R,= OH

Ry o o
10b,R, =R, =R, =R.=H; R, = OH
10c, Ry =R, =R,=H; R;=Rg= OH
10d,R; = Ry =Rg = H; R,=OCHg; R, =OH

10e, R, = R,= Ry = H; R, = OCH,; R, = OH

R3 R2 10f, R, = R; =Ry =H; R, =R, = OCH,
109, R, = Ry= R,= H; R, = Rg =OCH,
10h, R, = OH; R, = Ry= Rg= H; R, = OCH,

Ry

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Sintetizar derivados acilados (55a-d), metilado (55e) e base de Mannich (60)
obtidos a partir da 7-hidroxi-4-aril-3,4-diidrocumarina (10a) e caracteriza-los através

de espectroscopia de IV e EM.

HO o o
_0 o o GH2
R HO o o
O

Composto R Composto R
o

g)l\ 55d §)‘\©
o
55b g)‘\/ CH,
55
gj\/\

55

55a

55¢
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» Avaliar a atividade antioxidante e acgdo citotdxica das 4-aril-3,4-diidrocumarina

sintetizadas.

* Obter cumarinas através da reacdo de &cidos cindmicos com 2-metoxi-fenol

empregando o acido polifosforico.



35

3.0 MATERIAIS E METODOS
3.1EQUIPAMENTOS

As reagOes foram rotineiramente monitoradas por cromatografia em camada
fina (CCF) em silica gel (placas Fzss Merck® e os produtos visualizados com luz
ultravioleta (254 e 365 nm).

Os espectros de RMN *H e '3C foram registrados em espectrometro de RMN
Varian®. GEMINI 2000, operando a 300 MHz (*H) e 75 MHz (*3C), utilizando-se
CDCl;, como solvente. O sinal de H e de *C do solvente foi utilizado como
referéncia interna em relagéo ao tetrametilsilano (TMS).

Os espectros obtidos na regido do infravermelho foram registrados em um
espectrometro Nicolet Magna® IR 760. As amostras foram preparadas na a forma de
filme liquido sobre pastilha de KBr ou na forma sélida dispersa KBr.

O espectros de massa foram obtidos em um espectrometro CGMS-QP2010 da
SHIMADZU®, através de injecéo direta, ionizagdo por impacto de elétrons (70 eV),
com fonte de ions a 300°C e com variagdo da temperatura da probe de 80° - 340°C a
20°C/min.

Os pontos de fus&o foram determinados em um aparelho Quimis® e nao foram
corrigidos.

Nas purificagdes realizadas por cromatografia em coluna, utilizou-se realizadas
utilizando-se silica gel 60 com 35-70 mesh Acros Organics®.

As solucbes organicas foram secas sobre sulfato de sédio anidro e os

solventes orgéanicos foram removidos sob presséo reduzida em evaporador rotatorio.
3.2 MATERIAIS

Os reagentes utilizados neste capitulo foram obtidos das empresas Aldrich®

Acros Organics® e Merck®, os reagentes foram:

Anidrido fosférico

Acido ortofosférico

Resorcinol

2-metoxi-fenol
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= 3-metoxi-fenol

= Pirrogalol

= Acido cinamico

= Acido orto-hidroxi-cinamico
= Acido meta-hidroxi-cinamico
= Acido para-hidroxi-cindmico
= Acido orto-metoxi-cinamico
* Anidrido acético

* Anidrido propilico

» Anidrido butilico

= Morfolina

= Cloreto de benzoila

* Formaldeido

= NaHCO;

= KOH

= N,N-dimetilaminopiridina (DMAP)

= p-toluil-sulfonil-metil-nitrosamida

Todos os solventes utilizados foram de grau P. A. provenientes da Quemis®. Os

solventes utilizados foram:

= Acetato de etila
= Acetona

» Cloroférmio

= Etanol

= Eter

= Metanol

= Pjridina
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Procedimento geral para preparo do acido polifosférico

O &cido polifosforico foi preparado seguindo os procedimentos descritos por
Branddo (2007) e Majumder, Chatterjee e Mukhoti (2001). Foram adicionados em
um baldo de 50 mL, 12,5 g de anidrido fosférico (P,Os) e 20 mL de &cido
ortofosforico (HsPO,) (d = 1,75 g/mL). A mistura formada foi aquecida a 100°C, sob
agitacdo vigorosa, por 2-3 horas (Tabela 2). Apés este tempo, desligou-se o
aquecimento e agitagéo, deixou-se 0 sistema atingir temperatura ambiente, sendo

obtida uma mistura viscosa de cor cristalina (Figura 20).

0 o] 0
O ﬁ ﬁ o I [ [
° wP P~ JPR
NOH—P—OH + o=p—0—P=0 —> Ho™ | / o \//
I ah I °wo N
e) OH OH
HaPO, P,0; PPA

Figura 20. Preparo do acido polifosfarico.

3.3.2 Procedimento geral para sintese das 4-aril-3,4-diidrocumarinas 10a-h

Em um baldo de fundo redondo contendo o 20 mL de &cido polifosférico, a
temperatura ambiente, foram adicionados 9,09 mmol de &cidos cindmicos
substituidos e 9,09 mmol de fendis e derivados. As misturas foram aquecidas a
temperatura de 80°C, sob agita¢do, por trés horas. Em seguida o meio reacional foi
tratado com 4gua gelada, e a mistura extraida com cloroférmio (3 x 20 mL). A fase
organica foi separada, tratada com solugcdo de NaHCOgj;, seca com sulfato de
magnésio anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. Os residuos obtidos
foram submetidos & coluna cromatografica utilizando-se Silica gel tipo “flash”
eluindo-se com CHCI; para se obter os produtos (10a-h) com rendimentos de 4-

69% (Tabela 2).
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Tabela 2. Rendimentos, tempo de reacdo e pontos de fusdo das diidrocumarinas
10a-h

Compostos Rendimentos (%) Tempo (horas) Ponto de fuséo (°C)
10a 69 (83)° 3 137-139 (141-142)®
10b 11 3 0
10c 64 (67)° 3 169-171 (172)°
10d 13 2 b
10e 4 2 232-235
10f 52 2 123-125
10g 27 2 107-109
10h 55 3 176-179

2 BENNARDI et al, 2008; ” liquido viscoso; ©° MAJUMDER, CHATTERJEE e MUKHOTI,
2001.

3.3.3 Sintese de derivados da 7-hidroxi- 4-aril-3,4-diidrocumarina (10a)

3.3.3.1 Procedimento geral para sintese dos derivados acilados da 7-hidroxi- 4-

aril-3,4-diidrocumarinas (55a-c)

Partindo-se de 500 mg (2,08 mmol) de 7-hidroxi-4-aril-3,4-diidrocumarina e
adicdo dos respectivos anidridos (acético, propilico e butilico;1,1 eq), piridina (2
equiv), em presenca de quantidades cataliticas de DMAP, sob agitacdo constante, a
mistura foi mantida a temperatura ambiente por 12 h. A reacdo foi acompanhada por
CCDC constatando-se formag&o de um unico produto. Em seguida, foi vertido agua
gelada no meio reacional, e a mistura foi extraida com CHCI3 (3 x 20 mL). A fase
organica obtida foi tratada com sulfato de magnésio anidro, filtrada e concentrada
sob pressdo reduzida. Os residuos obtidos foram submetidos a coluna “flash”
eluindo-se com CHCI; para se obter os produtos (55a-c) com rendimentos de 72-
81% (Tabela 3).
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Tabela 3. Rendimentos, tempo de reacdo e pontos de fusdo das diidrocumarinas
acetiladas 55a-d.

Compostos Rendimentos (%) Tempo (horas) Ponto de fusao (°C)
55a 81,3 (83)° 12 84-86 (85-86 °C)?
55b 79,1 12 ’
55¢ 72,4 12 4
55d 32,8 4 148 — 150 (153)°¢

3 SINGH et al, 2003; ° liguido viscoso; © SIMPSOM e STEPHEN , 1956

3.3.3.2 Procedimento geral para sintese do derivado acilado da 7-hidroxi- 4-aril-
3,4-diidrocumarinas (55d)

Em baldo de fundo redondo conectado a um tubo de cloreto de célcio seco
foram adicionados 2 mmol da 7-hidroxi-4-aril-3,4-diidrocumarina e 4 mmol de cloreto
de benzoila em 10 ml de piridina até completa dissolugdo. A mistura foi aquecida a
100°C. A reacdo foi acompanhada por CCDC. Apés seis horas de aquecimento a
mistura reacional foi resfriada e em seguida vertida em béquer contendo gelo. O
residuo formado foi extraido com CHCI;. A fase organica obtida foi lavada com
solugcdo saturada de NaHCOgj;, seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e
concentrada sob pressédo reduzida. O residuo foi entdo purificado através de coluna
cromatogréafica de silica flash eluindo-se com CHCI; obtendo o produto 55d com

32,8% de rendimento.

3.3.3.3 Procedimento geral para sintese do derivado metilado (55e) da 7-

hidroxi- 4-aril-3,4-diidrocumarina

Em um bal&o volumétrico de 100mL foram dissolvidos 1,149 de p-toluil-sulfonil-
metil-nitrosamida em 15mL de éter, adicionando aos poucos, em gelo. Sobre a
solugdo etérea formada adicionou-se uma solugdo de 0,2g de KOH em 5mL de
etanol, utilizando sistema préprio de preparo do diazometano. Ap6s 5 minutos, o
novo sistema formado foi destilado em manta térmica a 60-65°C. O diazometano
produzido foi recolhido em um baléo coletor contendo 1 g (4,14 mmol) do composto
10a. Esse procedimento forneceu um rendimento de aproximadamente 15mL de

solugéo etérea contendo 0,16 a 0,18g de diazometano (VOGEL, 1989). A solucédo
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resultante foi deixada em repouso por 48 h até completa remo¢cédo do éter e o

produto final obtido com 100% de rendimento (Tabela 4).

Tabela 4. Rendimentos, tempo de reacdo e pontos de fusdo das diidrocumarinas
55e e 60.

Composto Rendimento (%) Tempo Ponto de fusao (°C)
55e 100 20 min 113-114 (112)°®
60 39 6 horas °

3SIMPSON e STEPHEN , 1956; ° liquido viscoso

3.3.3.4 Procedimento geral para sintese da base de Mannich (60) da 7-hidroxi-

4-aril-3,4-diidrocumarina

Em baldo de fundo contendo 2 mL de etanol a 95% foram dissolvidos 2 mmol da 4-
aril-3,4-diidrocumarina (10a) e, em seguida foram adicionados 2 mmol de morfolina e
0,2 mL de formaldeido a 37%. O sistema obtido foi mantido sob refluxo durante 6
horas. Em seguida a mistura reacional foi resfriada e vertida em um béquer contendo
10 mL de agua gelada. O produto foi extraido com CHCI; (3 x 20 mL), e purificado
através de CC em silica “flash”, eluindo-se com CHClI; para se obter o produto (60)

com rendimento de 39% (Tabela 4).

3.3.4 Procedimento geral para sintese das cumarinas (44a-c)

Em um baldo de fundo redondo contendo 20 mL de &cido polifosférico, a
temperatura ambiente, foram adicionados 9,09 mmol do acido cinamico e derivados
e 9,09 mmmol do 3-metoxi-fenol. As misturas foram aquecidas a temperatura de
80°C, sob agitacdo, por trés horas. Em seguida o meio reacional foi tratado com
adgua gelada, e a mistura extraida com cloroférmio (3 x 20 mL). A fase organica foi
separada, tratada com solu¢cdo de NaHCO3, seca com sulfato de magnésio anidro,
filtrada e concentrado sob presséo reduzida. Os residuos obtidos foram submetidos
a coluna cromatografica em silica gel “flash” eluindo-se com CHCI; para se obter os

produtos (44a-c) com rendimentos de 11-82% (Tabela 5).



41

Tabela 5. Pontos de fusdo das cumarinas 44a-c.

Compostos Rendimento (%) Ponto de fuséo (°C)
44a 17 115-117 (117-120)°
44b 52 223-224 (224-225)°
44c 11 229-230 (234-237)°

2VALIZADEH e VAGHEFI, 2009 .” DAS GUPTA e DAS, 1968. ¢ IQBAL, BHAT e AZAM,
2009.

3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os ensaio do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) avalia habilidade da substancia
testada de sequestrar o radical livre estavel DPPHe. Para sua realizacdo foram
preparadas solugbes de DPPH 45 pg/ml e solugbes com as substancias testes e
padrbes em 3 concentragdes diferentes (120, 60 e 30 pg/mL) em MeOH. Neste
ensaio utilizou-se &cido galico e a quercetina como substancias referéncia
considerando-as com poder de sequestrar 100% dos radicais.

As atividades antioxidantes das 4-aril-3,4-diidrocumarinas foram mensuradas
através do monitoramento do decaimento da absorbancia, a 515 nm, apo6s 15

minutos. Os testes foram realizados em triplicata.

3.5 ATIVIDADE CITOTOXICA DAS 4-ARIL-3,4-DIIDROCUMARINAS FRENTE A
ARTEMIA SALINA

Os ensaios para a avaliagdo da atividade citotoxica foram realizados utilizando
método de Meyer e colaboradores(1982), sendo modificado para melhor se adequar
as condi¢bes de nosso laboratorio, sendo realizado etapas de incubacao dos cistos,
exposicdo das larvas de A. salina e por fim a contagem das larvas mortas para fins
de célculo da concentragéo letal (CLso).

Foram incubados 500 mg de cistos de A. salina em aquério de vidro contendo
solucéo de NaCl marinho (3,82g/L), sob iluminagéo artificial, a temperatura ambiente
de 28° C e estado de saturacdo de oxigénio conseguido através de uma bomba de
ar conectada ao fundo do aquario. O aquério utilizado foi dividido em dois

compartimentos através de diviséria contendo pequenos furos para migragdo das
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larvas fototropicas. A parte do sistema com os cistos de A. salina foi coberta com
papel aluminio, para que os organismos, ao eclodirem, fossem atraidos pela luz do
outro lado do sistema, forcando-os a atravessar a divisoria.

Apos 48 horas, foram transferidos 10 camardes para cada frasco contendo as
amostras a serem testadas, em seguida o volume dos frascos foram completados
até 5 mL com agua do mar artificial. Os testes foram feitos em triplicata para cada
nas concetrac¢des de 50, 100, 200 e 250 pg/mL para cada composto.

ApoOs 24 horas de exposicdo, as larvas vivas e mortas foram contadas e a

concentracao letal média foi estimada através do método PROBIT.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE

Foram sintetizadas 14 4-aril-3,4-diidrocumarinas (10a-h), (55a-e) e 60. Este

trabalho descreve pela primeira vez a sintese dos compostos 10e-g, 55b-c e 60.

4.1.1 Retroandlise para obtencao das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (10a-h)

A metodologia empregada na sintese dos derivados 10a-h baseou-se na
andlise retrossintética representada na Figura 21. As desconexfes de duas ligacdes
C-O (a) e uma ligacado C-C (b) permitiu identificar que as 4-aril-3,4-diidrocumarinas
podem ser obtidas através da reagcdo de condensagdo “one pot”, seguido de
ciclizacdo entre um fenol (8) e um acido cindmico (9), que podem ser adquiridos
comercialmente.

Em virtude da simplicidade operacional e do baixo custo da maioria dos
reagentes empregados para seu preparo, optou-se por utilizar o acido polifosférico

como agente condensante na reagao.

Condensagdo

Ciclizagdo

10
Figura 21. Andlise retrossintética das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (10).

4.1.2 Sintese de 4-aril-3,4-diidrocumarinas
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As 4-aril-3,4-diidrocumarinas 10a-h foram sintetizadas explorando-se a reacao
de condensacédo entre fendis e acidos cinamicos utilizando catalise acida com o
acido polifosférico, empregando metodologias desenvolvidas por Branddo (2007) e
Majumder, Chatterjee e Mukhoti (2001) (Figura 22).

As condi¢cbes reacionais empregadas para obtencédo das 3,4-diidrocumarinas
baseou-se em trabalho realizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa.
Utilizando CLAE-UV, Branddo (2007) monitorou doze diferentes condigdes
reacionais para sintese da 7-hidroxi-4-aril-3,4-diidrocumarina (10a) e da 5-hidroxi-4-
aril-3,4-diidrocumarina (10b). A melhor condicao reacional obtida foi a 80°C, porém,
com 3 horas de reacgao, diferente das condi¢des relatadas por Majumder, Chatterjee
e Mukhoti (2001) e Talapatra, B., Deb e Talapatra, S. (1986).

Seguindo as condigbes descritas, foram sintetizadas sete 4-aril-3,4-
diidrocumarinas, com rendimentos baixos a moderados, na faixa de 4 - 69%, sendo

que trés destas (10e-g) séo inéditas na literatura.

Ry Rs
R; OH o OH R4 o) o)
+ G PPA
—_——
3h,80°C
828, R;=OH,R,=H R, Rs R,
8b, R; = OH, R, = OH
8¢,R; =OCHj; R, =H
8d, R, =H,R, =OCH, Ry Ry
92 R.=R.=H 10a, R; = R, = Ry=R.= H; R, = OH; 69%
TR T
9b, R, = H; R, = OMe 10b,R; =R,=R,= R, R, = OH; 11%
’ 1_ y -
gc’ RI:OH;RZ:H 1OC, RI:RZ:R3: H;R4: RS:OH,64%

10d,R, =Ry =R, = H; R, = OCH,; R, = OH; 13%
10e, R; = R,= Rg= H; R, = OCHg; Ry = OH; 4%
10f, R, =R; = Rg= H; R, = R, = OCH,; 52%

109, R, = Ry=R,= H; R, =Rg = OCHj; 27%

10h, R, = OH; R,= Ry= Rs= H; R, = OCHg; 55%

Figura 22. 4-aril-3,4-diidrocumarinas (10a-h) sintetizadas.

Assim como observado neste trabalho, estudos anteriores descrevem a

obtencdo de 4-aril-3,4-diidrocumarinas também com rendimentos baixos a



45

moderados. (TALAPRATA, B., DEB e TALAPATRA, S., 1986; MAJUMDER,
CHATTERJEE e MUKHOTI, 2001).

Na reacao do resorcinol 8a com o &cido cindmico 9a, foi obtido uma mistura de
dois regiosémeros (10a e 10b), na proporgéao de 6,3:1. Adicionalmente, ao reagir o
fenol 8a com o acido a,B-insaturado 9b, também foi observado a formacédo de dois
regioisobmeros, os compostos (10d e 10e), na proporcédo de 3:1. Esses resultados
indicam que tais reagfes ndo sao estereosseletivas.

A formacédo desses regioisdmeros pode estar associado as diferentes formas
como o resorcinol se condensa com o &cido cindmico. Na reagéo de condensacéo, o
resorcinol pode assumir duas orientagdes distintas (A e B), levando
consequentemente a intermediarios e a produtos diferentes. A aproximagéo (B)
favorece a formagdo do produto minoritario (10b) por levar a formacdo de
intermediarios (I') desestabilizado por efeito estérico (Figura 23).

Na figura 23 estdo apresentadas duas possiveis orientacées (A e B) do
resorcinol (8a) em relagdo ao ion acilio (43), intermediario obrigatério nas reacdes
entre fendis e acidos a,B-insaturados catalisados pelo PPA segundo Majumder,
Chatterjee e Mukhoti (2001).

43

Figura 23. Possiveis orientacdes do resorcinol (8a) em relagéo ao ion acilio (43) na reacéo
de condensacéo.
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Fendbmeno semelhante foi descrito por Das et al. (2000) que ao reagir a
resorcinol com alquilcinamato em preseca de FeCl; obteve uma mistura de
regioisbmeros (10a e 10b) na proporgéo de 3,8:1.

Contraditoriamente, trabalhos anteriores ndo citam a formac¢éo da 5-hidroxi-4-
aril-3,4-diidrocumarina (10b) como produto da reagdo do fenol 8a com o &cido
cinamico (9a) em presencga do PPA (TALAPRATA, B., DEB e TALAPATRA, S., 1986;
ADITYACHAUDHURY et al., 1971; MAJUMDER, CHATTERJEE e MUKHOTI, 2001).

Segundo Majumder, Chatterjee e Mukhoti (2001), o curso dessas reagdes e a
natureza dos produtos obtidos sdo dependentes de varios fatores como natureza
dos fendis, posi¢do e natureza dos substituintes do grupo fenila no &cido cindmico,
estereoquimica dos reagentes, composi¢cdo do PPA, temperatura, tempo da reagéo,
solvente e etc..

Curiosamente, a reacdo envolvendo o fenol 8c e o acido cinamico 9b, levou a
formacdo da 4-aril-3,4-diidrocumarina 10f como produto majoritario (52%) e a

cumarina 44a como produto minoritario (42%) (Figura 24).

l OCH,

10f

H3CO i ~OH o OH H3;CO S S HzCO o) 0
* - O * \Oij
F 80°C F
8c 44a
OCH;
"
9b

Figura 24. Produtos obtidos a partir da reacdo de condensacao entre o fenol 8c e o acido

cinamico 9b.

Adicionalmente, assim como descrito por Brandao (2007) e Barreiros (2005), a
reacao do resorcinol (8a) com o &cido cinamico (9a) levou a formacéo das 4-aril-3,4-
diidrocumarinas 10a-b e a flavonona 45a como produto minoritario (1,6%) (Figura
25).
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HO o
Ry o o HO o
HO OH
N PPA
80°C, 3h +
8a
R» o

45a

9a
10

R; =0OH; R, = H; 10a
R; =H; R, =0H; 10b

Figura 25. Produtos obtidos a partir da reacdo de condensacédo de a partir da condensacéao
do fenol 8a com o acido cinamico 9a.

Estudos anteriores demonstraram que uso do PPA como agente condensante
nas reacbes envolvendo &cidos cinamicos e fendis, além de fornecer 4-aril-3,4-
diidrocumarinas como produtos majoritarios, também podem levar a formacgéo de
cumarinas (44), flavononas (45), indanonas (46) e chalconas (47) como produtos
minoritarios (Figura 26). Este resultados sugerem que a reacdo de condensacao de

fendis com acidos a,p-insaturados utilizando o PPA nédo séo regiosseletivas.

R

‘ N o o
g
a4 HO o o
Cumarinas (44) \ R O
R

—_ + o

= Flavanona (45)

/ \TR
———

\_/

o Z Chalconas (47)

Indanona (46)

N
R
10

4-aril-3,4-diidrocumarinas

Figura 26. Produtos obtidos a partir da reacdo de condensacado de fenois com acidos a,f3-
insaturados utilizando o PPA.
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4.1.3 Mecanismos propostos para formagao das 3,4-di-hidrocumarinas com

base na atuagdo do PPA

O PPA é um efetivo agente condensante largamente empregado na sintese de
uma variedade de sistemas heterociclicos, funcionando simultaneamente com &cido
prético, acido de Lewis e agente fosforilante, sendo considerado um dos mais
efetivos reagentes para desenvolvimento de reagfes acilagéo, alquilagéo, ciclizagéo
e catalisadas por acidos (KRONGAUZ e RUSANOV, 1970; SO e HEESCHEN,
1997).

Apesar do largo nimero de publicacdes retratando as mais variadas aplicacdes
sintéticas do PPA, pouco se conhece acerca do mecanismo preciso das reacdes
catalisadas pelo PPA. A alta viscosidade e complexidade de composi¢cdo do PPA
sdo apontados como fatores que dificultam estudos mecanisticos de atuacdo do
PPA nas reacdes (KRONGAUZ e RUSANOV, 1970; SO e HEESCHEN, 1997).

Embora o PPA seja utilizado na preparacéo de 4-aril-3,4-diidrocumarinas desde
da década de 50, seu papel exato nas reagfes envolvendo fendis com acidos a,(-
insaturados ainda permanece obscuro.A primeira proposta mecanicista plausivel
para essas reacgdes foi descrita por Chenaul e Dupin (1983).

Em seguida, Majumder, Chatterjee e Mukhoti (2001), que baseando-se em
experimentos, ampliaram a proposta inicial de Chenaul e Dupin (1983), contrapondo
a idéia da formacao dos arilcinamatos como intermediario-chave nessas reagoes.

Ambos os autores acima propdem mecanismos que levam em consideracdo a
natureza dos diferentes produtos (4-aril-3,4-diidrocumarinas, chalconas, cumarinas e
etc..) obtidos a partir das reacdes envolvendo fendis e acidos a,p-insaturados
catalisadas pelo PPA. Contudo a proposta de Majumder, Chatterjee e Mukhoti
(2001) mais abrangente e consistente com observagdes experimentais de ambos
autores.

As propostas mecanisticas para obtencdo das 4-aril-3,4-diidrocumarinas

encontram-se racionalizados a seguir:

4.1.3.1 - Mecanismo proposto para formagao das 3,4-diidrocumarinas segundo
Chenaul e Dupin (1983)
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Chenaul e Dupin (1983) assumem a formacgdo dos arilcinamatos como
intermediarios chave obrigatorios nessas reacdes, além de discutir a influéncia da
posicao dos grupos metoxilas do acido cindmico no curso da reacdo. Estes autores
prop6em um mecanismo que leva em consideragao a natureza dos demais produtos
obtidos, tais como flavononas, chalconas e cumarinas.

O mecanismo proposto inicia-se com a formagéo do fenil-cinamato (48) obtido
a partir da reacdo de desidratagdo do &cido cindmico com fenol. Em seguida ocorre
complexacdo do PPA com o atomo de oxigénio do carbono acila formando o
complexo de coordenacdo I'. A ciclizagdo de Friedel-Crafts seguida de hidrolise leva
a 4-aril-3,4-diidrocumarina (51) (Figura 27). Estes autores apontam a presenca de
grupos metoxilas na posigéo 2 e 4 do cinamato (efeito eletro-doador) como requisito
estrutural importante para o favorecimento da formagdo do complexo de

coordenacdo entre o PPA e o 4tomo de oxigénio da carbonila do grupo éster.

»)

(“ HO. o
HO . o.-\_/
Z
8a X
\ R
F
9

'S o PPA

o o
Desidratacéo\©/ /
-H,0
R
48

HO o ;

Hidrolise
-HO——PPA

50 51
Figura 27. Mecanismo proposto para formagdo das 4-aril-3,4-diidrocumarinas (51) segundo
Chenaul e Dupin (1983)
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4.1.3.2 - Mecanismo proposto para formagao das 3,4-diidrocumarinas segundo
Majumder, Chatterjee e Mukhoti (2001)

Os autores, partido de observagdes experimentais, ampliam a proposta inicial
de Chenaul e Dupin (1983) e propdem mecanismo de formagdo das 4-aril-3,4-
diidrocumarinas tendo agora o ion acilio (43) como intermediario obrigatorio.
Segundo estes autores o ion acilio pode ser formado tanto a partir do &cido cindmico
(9) como do fenil-cinamato (48) por agédo do PPA (Figura 28). A adicdo de Michel do
tipo 1,4 do ion acilium para o fenol leva a formacdo do intermediério 52 que, em
seguida, sofre ciclizagédo e rearranjo levando a 4-aril-3,4-diidrocumarina 51 (Figura
25).

Assim como Chenaul e Dupin (1983), 0 mecanismo proposto pelos autores
levam em consideragdo a natureza dos demais produtos formados nessa reagao
(cumarinas, chalconas e indanonas) e a influéncia dos substituintes no anel

aromatico do &acido cindmico no curso da reacao.

HO. o

51
Figura 28. Mecanismo proposto para formacdo das 4-aril-3,4-diidrocumarina (51) segundo
Majumder, Chatterjee e Mukhoti. (2001)
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4.1.4 Sintese de derivados da 7-hidroxi- 4-aril-3,4-diidrocumarinas (10a)

Visando a obtencdo de novas 4-aril-3,4-diidrocumarinas com potencial
atividade bioldgica optou-se por preparar derivados da substancia 10a. A escolha
deste composto como material de partida se deu devido a sua disponibilidade e, em
especial, a sua simplicidade estrutural.

Dentre as diversas reacdes que envolvem a 7-hidroxi-4-aril-3,4-diidrocumarina
optou-se por explorar processos quimioseletivos passiveis de ocorrer na hidroxila da
posicdo 7 (reacOes de acetilacdo e metilacdo) e no carbono 8 (reagcdo de Mannich)
(Figura 29).

Essas reagOes foram inicialmente selecionadas em virtude da simplicidade dos

métodos e disponibilidade dos reagentes.

Reacdo de Mannich

Reacdo de Metilacéo
Reacdo de Esterificacéo

10a

Figura 29. Reacdes exploradas para preparo dos derivados do composto 10a.

Levando em consideracdo a importancia biologica dos derivados acetilados e
metilados principalmente no C-7 e C-8 do sistema benzopirano de cumarinas e
diidrocumarinas, optamos por preparar os derivados 55a-e.

Considerando a importancia das bases de Mannich e grupamento morfolina na
quimica medicinal, optou-se por preparar base de Mannich da 3,4-diidrocumarina
10a utilizando a morfolina como amina secundéaria.

As bases de Mannich de cumarinas possuem papel significante como
compostos biologicamente ativos em diversas doengas (KONTOGIORGIS e
HADJIPAVLOU-LITINA, 2005). Heterociclicos contendo nitrogénio, incluindo os
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grupos morfolina, tiomorfolina e piperazina, representam 0s mais importantes grupos
farmacoforicos na quimica medicinal (YAR, MCGARRILE e AGGARWAL, 2008).

O nucleo morfolina pode ser encontrado em diversas moléculas bioativas como
a enzima conversora do TNF-a (TACE), metaloproteinase matrix (MMP) e inibidores
de TNF (fator de necrose tumoral), estando presente nos de benzodiazepinicos
triciclicos, nos 6-metilidenos penems como inibidores de B-lactamases e nos
compostos biciclico 8,6-fundido peptidiomiméticos como inibidores da enzima

conversora da interleucinal- (LALLI et al, 2009).

4.1.4.1 Sintese dos derivados acilados (55a-d) da 7-hidroxi-4-aril-3,4-

diidrocumarina.

Com o objetivo de observar como a substituicdo da hidroxila no C-7 por grupos
acila afeta a atividade bioldgica das 4-aril-3,4-diidrocumarinas, foram sintetizados
quatro derivados (55a-d) da 4-aril-3,4-diidrocumarina 10a.

As 4-aril-3,4-diidrocumarinas aciladas 55a-c foram obtidas com bons
rendimentos (71-81%) a partir da reacdo de esterificagao da 3,4-diidrocumarina 10a
com seus respectivos anidridos acético/propilico/butilico utilizando o DMAP como
catalisador (Figura 30). Esta foi realizada segundo procedimento descrito na
literatura por Singh e colaboradores (2003).

De forma analoga ao que foi feito para o as diidrocumarinas 55a-c, submeteu-
se 0 composto 10a a reagdo com cloreto de benzoila em piridina sob refluxo. Apos 6

horas de reacao obteve-se o composto 55d com 32% de rendimento.

o O O HO o o R o o o
Piridina Piridina
o [ S —_— o

6 h, refluxo 12 h, ta.

55d; 32% 10a 55a, R = CH3; 81%
55b, R = CH,CHg; 79%
55¢, R = CH,CH,CHg; 71%

Figura 30. Sintese dos derivados acetilados (55a-d) da 7-hidroxi-4-aril-3,4-diidrocumarina.
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4.1.4.2 Sintese do derivado metilado (55e) da 7-hidroxi-4-aril-3,4-

diidrocumarina.

A preparacdo do derivado metilado da 4-aril-3,4-diidrocumarina 10a foi
realizada explorando-se a classica rea¢do de metilacdo utilizando o diazometano,
descrita por VOGEL (1971).

A primeira etapa dessa reagdo consistiu na obtencdo do diazometano (58) a
partir do p-toluenosulfonil-N-metil-N-nitrosamida (56) e do hidréxido de potassio (57)
(Figura 31).

o CH3
” / 60°C
HaC s—N\ + KOH ———=—> CH,N, + H;C S0,0K + H,0
” 57 58
o NO

56 59
Figura 31. Preparacéo do diazometano (58)

Em seguida, o diazometano obtido foi utilizado na reagéo de alquilagéo da 4-
aril-3,4-diidrocumarina 10a para obtencdo do derivado metilado correspondente 54e

com rendimento de 100% (Figura 32).

HO (o] (@]
H4CO o) 0
—_—

60°C, 20 min

10a 55e

Figura 32. Sintese do derivado metilado (55€) da 7-hidroxi-4-aril-3,4-diidrocumarina.
4.1.4.3 Sintese da base de Mannich (60) da 7-hidroxi-4-aril-3,4-diidrocumarina

O novo derivado da cumarinico funcionalizado 8-morfolinametil-7-hidroxi-4-aril-
3,4-diidrocumarina (60), foi obtido a partir da 7-hidroxi-4-aril-3,4-diidrocumarina
(10a), com 39% de rendimento. Foi empregado o método cléasico de obtencédo de
base de Mannich, de acordo metodologia descrita por Mazzei e colaboradores
(2008) (Figura 33).
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Figura 33. Obtencdo da 8-morfolinametil-7-hidroxi-4-aril-3,4-diidrocumarina (60)

4.1.5 Estratégia sintética utilizada para sintese das cumarinas 44a-c

Resultados obtidos anteriormente no preparo das 4-aril-3,4-diidrocumarinas
revelou curiosamente que a reacdo de condensacdo envolvendo o &cido orto-
metoxi-cinamico (9b) como o 3-metoxi-fenol (8b) nédo levava apenas a formagéo da
4-aril-3,4-diidrocumarina 10f, mas também da cumarina 44a (Figura 24). Com o
sucesso obtido nessa reacao, iniciou-se um estudo visando a sintese de cumarinas.

Considerando os resultados obtidos inicialmente por Bhattacharjee e Paknikar.
(1989); Paknikar, Bhattacharjee e Nadkarni (1994); e Talapatra, B., Deb e Talapatra,
S. (1986) e a disponibilidade dos reagentes (acidos cindmicos orto-, meta- e para-
hidroxilado) optou-se por reagir tais derivados com o 3-metoxi-fenol, empregado as
mesmas condi¢des reacionais utilizadas no preparo das 4-aril-3,4-diidrocumarinas
(10a-h).

4.1.6 Sintese das cumarinas (44a-c)
As cumarinas 44a-c foram sintetizadas a partir da reagéo do fenol 8c com os

acidos cinamicos substituidos (9c-e) utilizando catélise &acida com o &cido

polifosforico (Tabela 6).
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Tabela 6. Obteng&o de cumarinas (44a-c) a partir de acidos cindmicos substituidos.

HO. OCH3
AN \ oH PPA
+ ‘ - .
3h, 80°C
/ P
R
8c

Entrada Acido cinamico

Produto 1 (rendimento)

\ 0. (o}
// =
R1
44

Produto 2 (rendimento)

CH3
H3CO: 0. (o]
AN
l OH
=
9b 44a (42%)
H3CO. O o
OH o
Y C@/
2
9c
44a (17%)
[e]
HO.
on 10h
3
9d

AN
H3CO O o
oA T
4
HO o

9
44a (11%)

10f

OH

44b (58%)

oy

44c (82%)

A fim de investigar o papel do 3-metoxi-fenol na reacdo de sintese das

cumarinas, os acidos cindmicos 9a e 9e foram submetidos a aquecimento a

temperatura de 80°C em presenca apenas do PPA (Figura 34). Apos 12 horas de

nenhum produto foi formado. Assim como descrito por Talapatra, B., Deb e

Talapatra, S. (1986), os resultados encontrados sugerem que o 3-metoxi-fenol

participa no mecanismo da reagao.
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~ ~ OH \ PPA . | N
[///////, L \\\\ 12h, 80° C | P P
"9 44

Figura 34. Tentativa de sintese de cumarinas a partir de acido cinamico.

Os resultados revelaram que o curso da reagdo € sensivel aos efeitos
eletrénicos dos substituintes sobre o anel aromético do 4cido cindmico.

A obtencdo de cumarinas a partir da reagdo de acidos cindmicos com fenois
em presenca de PPA foi inicialmente descrita por Talapatra, B., Deb e Talapatra, S.,
(1986), que obtiveram a 7-metoxi-cumarina (44a), com redimento de 80%, a partir do
acido para-metoxi-cindmico (12) e do 3-metoxi-fenol (8c) (Figura 35). Contudo a
composicdo do PPA uitilizado nessa reacdo é diferente da composicdo que foi

utilizada no preparo das cumarinas 44a-c no presente trabalho.

H3CO o o H3CO o o
HacO oH 0 m
+ PPA
—_— +
\O/ 4h,70°C /
44a
8c
OCH3
12

OCH,4
61

O, OH

Z

Figura 35. Obtencdo da cumarina 44a.

Posteriormente foi relatada a sintese da cumarina 44a com rendimentos de 37-
40% (BHATTACHARJEE e PAKNIKAR, 1989). Alguns anos depois 0s mesmo
autores descreveram a sintese de oito cumarinas naturais, com rendimentos
moderados, obtidas a partir do acido para-metoxi-cindmico e de fendis substituidos
(PAKNIKAR, BHATTACHARJEE e NADKARNI, 1994). Em ambos os trabalhos os
autores propdem mecanismo de formagdo das cumarinas por transferéncia da

unidade C3 do acido cinamico para o fenol (Figura 36).
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OCHy

12

Figura 36. Mecanismo proposto para formacéo da cumarina 44a segundo Bhattacharjee e
Paknikar (1989).

4.1.7 Mecanismos propostos obtengé&o das cumarinas 44a-c

4.1.7.1 Mecanismo proposto para obtencdo da cumarina 44a segundo
Bhattacharjee e Paknikar (1989).

Foi verificado que reagbes envolvendo &cidos cinAmicos 9b, 9c e 9e com
grupos doadores de elétrons como o grupo hidroxila ou metoxila, orto- ou para-
substituidos, levaram a formacdo da cumarina 44a. Estes resultados vem a
corroborar com a formagdo de um intermediario (IV) comum nas reacbes de
formagao da cumarina 44a (Figura 37).

A proposta consiste inicialmente na protonagdo do &cido cindmico (9e) pelo
PPA, levando a formagdo do intermediario I-I’, em seguida ocorre substituicdo
eletrofilica do fenol pelo intermediario catidnico (I’) levando ao intermediario 11 que
sofre desprotonacao restabelecendo a aromatizacdo e formando o intermediario I11.
Na sequéncia Il sofre transterificagdo intramolecular para formar a 4-aril-3,4-
diidrocumarina 1V. A formacdo da 4-aril-3,4-diidrocumarina é observada na reacéo
do 3-metoxi-fenol com o acido cindmico 9b e 9d. A seguir propdem-se a formacao
do carbocation intermediério V, de acordo com a literatura Bhattacharjee e Paknikar
(1989), levando em seguida a cumarina 44a.

A estabilizag&o do carbocation intermediario V pelo grupo metoxila presente no

C7 corrobora com a formagé&o da cumarina 44a.



58

Foi observado que nas reagfes entre o 3-metoxi-fenol e os derivados de &cidos
cinamicos orto- e para-substituidos houve a formacéo da cumarina 44a. A presenca
de grupo eletrodoadores na posi¢cado orto ou para no acido cinamico favorece a
formacdo da cumarina 44a por promover uma maior estabilizacdo do carbocation

intermediario I’.

OH OH

My ppA — AN 7

HO

HO

-
H3CO HiCO HsCQ
-HY
o - o o
A
A o o =~ o
H
H
v

\VJ 44a

Figura 37. Mecanismo proposto para sintese das cumarinas 44a a partir do acido 4-
hidroxicinamico (9e).
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4.1.7.2 Mecanismo propostos obtengcdo das cumarinas 44b-c segundo
TALAPATRA. B, DEB e TALAPATRA,S. (1986).

As Figuras 38 e 39 ilustram os mecanismos propostos para formagdo das
cumarinas 44b-c. A proposta baseia-se inicialmente no ataque do par de elétrons
atomo de oxigénio do grupo hidroxila do fenol (9d) a ligagdo dupla do acido 2-
hidroxicinamico para formacgéo do intermediario |. Essa etapa € proposta com base
com mecanismo de atuacdo do PPA que a partir do estudo de reac¢des de estirenos
substituidos com &cido acético, conclui que o PPA pode agir como agente
catalisador nas reac¢des acetoxilagao de oleofinas (RAND e DOLINSKI, 1966).

Em seguida ocorre ataque eletrofilico de E* ao C1’ do acido 2-hidroxicinamico
para formacdo de Il, o que torna o carbono C6’ mais eletrofilico. Na sequéncia
ocorre ataque nucleofilico do grupo COOH ao carbono C6’, seguida da eliminagéo
do eletréfilo e perda de proton para restabelecimento da aromatizacdo, levando por

ultimo a formacao das cumarinas 44b-c.

HO: OCHs
\O/ = ROH

2d

E = eletréfilo

"
R .
oM OR N R
on . C |

COOH COOH

lic lic' lic"

OH
H
X
" - -
0 o 0
44

Figura 38. Mecanismo proposto para a obtengéo da cumarina 44b.
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Figura 39. Mecanismo proposto para sintese da cumarinas 44c.

Neste trabalho foi comprovado que apenas as reagbes envolvendo é&cidos
cindmicos orto- e para-substituidos com grupos doadores (9b-c e 9e) levaram a
formagao das cumarinas 44b-c, sugerindo que a posi¢cao do grupo hidroxila no anel
dos derivados de acido cindmico exerce efeito importante no curso da reacgao.

A presenca de grupos doadores de elétrons na posicdo orto e para do grupo

fenila no acido cinamico possibilita a deslocalizacdo de carga negativa por
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ressonancia sobre o atomo C1’ do anel aromatico, tornando-o um sitio nucleofilico,

ja para o acido meta-hidroxi-cinamico a deslocalizacéo eletrdnica se da sobre os

atomos C2’, C4’ e C6', o que impossibilita o ataque eletrofilico no C1' do anel

aromaético (Figura 40).
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Figura 40. Estruturas de ressonancia dos acidos cinamicos 9c-e.

4.2 CARACTERIZACAO ESPECTROMETRICA DAS 4-ARIL-3,4-
DIIDROCUMARINAS PREPARADAS

As substancias preparadas foram identificadas através da analise de dados de
RMN de 'H, 3C, EM e no IV. Abaixo estdo descritos as principais informacées

obtidas pelas analises efetuadas.
4.2.1 Analise de espectros de massa das 4-aril-3,4-diidrocumarinas 10a-h.

O estudo dos espectros de massas das 4-aril-3,4-diidrocumarinas 10a-h, no
que se refere aos seus padroes de fragmentagdo, mostrou grande relevancia em
termos de informagdes estruturais advindas dos mesmos, estando consistente com
dados da literatura (RODRIGUES-SANTOS e ECHEVARRIA, 2007).

Todos os espectros de massas das 4-aril-3,4-diidrocumarinas sintetizadas

registradas no modo por IE apresentou picos correspondentes aos ions moleculares:
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10a (m/z 240, [M']), 10b (m/z 240, [M"]), 10c (m/z 256, [M']), 10d (m/z 270, [M']),
10e (m/z 270, [M*]), 10f (m/z 284, [M']), 10g (m/z, 284 [M]) e 10h (m/z, 270 [M"]).
Verificou-se uma tendéncia geral das 4-aril-3,4-diidrocumarinas metoxiladas
apresentarem o pico ion molecular como intensidade média a elevada, chegando em
alguns casos a aparecer como pico base, como é o caso das 4-aril-3,4-
diidrocumarina 10d, 10g e 10h. Essa intensidade elevada pode esta associada ao
efeito doador de elétrons do grupo metoxila, estabilizando o ion molecular formado.
A tabela 7 apresenta as massas e as abundéancias relativas para os principais
fragmentos detectados.

Outros picos representantes de ions formados a partir do ion molecular podem
ser justificados pela eliminag&o de unidade estrutural representada pela perda de 28
(CO), 44 (COy), 18 (H20) que foram observados em varios espectros de massas. Os
rearranjos propostos foram entre os atomos 1-4 (1-3 entre ligacdes) e retro Diels-
Alder.

Tabela 7. Principais fragmentos obtidos nos espectros de massas de 10a-h

Compostos m/z (%)

10a 240 222 212 197 163 91 77 63
(85 (12 (220 (100) (6) (5 (129 (6

10b 240 222 211 197 181 91 77 63
(85 (12 (220 (100) (6) (5 (129 (6

10c 256 238 213 197 181 91 77 63
(36) (6) (00) (6 ) @ 8 4

10d 270 253 242 227 211 197 91 77
(100) (8 (13 (14 (25 (@1 (8 C)

10e 270 242 227 213 197 108 91 77
(44) (2 @7 (11 (49 (100) (4 (M

10f 284 269 256 241 225 211 177 83
(88) (6) (A7) (35) (30) (100) (22) (45)

10g 284 269 256 241 227 91 77 63
(100)  (6) ® B2 (20 @ 8 (6)

10h 270 252 241 237 227 211 91 77

(100) (200 (129 (0 (8 (129 (5 @

Obs: Os dados obtidos desta tabela foram retirados dos anexos 1-3.
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Adicionalmente é possivel verificar nas 3,4-diidrocumarina metoxiladas a perda
de radical metila (M-15) e metoxila (M-31) referentes a a-clivagem. As propostas
mecanisticas sugeridas para a fragmentagéo séo apresentadas nas figuras 41-48.

Além disso, € possivel notar na maioria dos espectros a presenca dos ions
moleculares m/z 77, m/z 51 e m/z 91, fragmentos tipicos de compostos que contém
anéis aromaticos. Uma fragmentac&o caracteristica das 4-aril-3,4-diidrocumarinas é
a perda do anel B, fornecendo o cétion fenil (m/z 77), que em seguida sofre perda de

molécula neutra de acetileno fornecendo o fragmento m/z 51 (Figura 41).
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Figura 41. Proposta de fragmentacéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina (10a).
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Figura 42. Proposta de fragmentacéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina (10b).

oH +
oH + o o
HO. l o o |
H,0 l

m/z 238
m/z 256
OH +
H,C=CH, co
OH m/z 212
t OH
HO. o o
O OH e} o
) *
m/z 230 miz 213

Figura 43. Proposta de fragmentacéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina (10c).
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Figura 44. Proposta de fragmentacéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina (10d).
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Figura 45. Proposta de fragmentacéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina (10e).
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Figura 46. Proposta de fragmentacéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina (10f).
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Figura 47. Proposta de fragmentacéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina (109).
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Figura 48. Proposta de fragmentacgéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina (10h).

4.2.2 Analise do espectro de massas das 4-aril-3,4-diidrocumarinas 54a-e e 61

O espectro de massa dos 4-aril-3,4-diidrocumarinas 55a-e e 61 registra a
presenca dos ions moleculares em m/z 282 (55a), m/z 296 (55b), m/z 310 (55c), m/z
344 (55d), m/z 254 (55e) e m/z 339 (60). Entretanto, 0s mesmos néo se apresentam
como pico base. A Tabela 8 apresenta as massas e as abundancias relativas para
os principais fragmentos detectados.

Para os derivados acilados 55a-c é notado pico base em m/z 240, resultante de
rearranjo seguido de perda de ceteno (R-CH=C=0). A quebra da ligagdo a em
relagdo a carbonila da ligagéo éster leva a formacdo dos picos intensos em m/z 43
(55a), m/z 57 (55b), m/z 71 (55c) e m/z 105 (55d). As propostas de fragmentacéo

sugeridas encontram-se descritas nas Figuras 49-54.



Tabela 8. Principais fragmentos obtidos nos espectros de massa de 55a-e e 60.

Compostos m/z (%)

55a 282 254 240 222 197 77 51 43
(6) (4)  (100)  (395) (75) (100  (6)  (60)

55b 296 268 240 222 197 91 77 57
®) (3  (100) (25 (51) (M 6 (82

55¢c 310 282 240 222 197 91 71 43
4 (3  (100) (29 (34) 3 @7 (68

55d 344 239 - 197 105 91 77 51
®) 3 ) (1000 (1) (38 (6)

55e 254 239 226 211 124 91 77 51
(85) (15) (20) (100) (25) 43) (14) (6)

60 339 253 224 211 105 87 86 51

(56) (48) (88) (41) (61) (80) (100) (12)

Obs: Os dados obtidos desta tabela foram retirados dos anexos 4 e 5.
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Figura 49. Proposta de fragmentacgéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina (55a).
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Figura 50. Proposta de fragmentacéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina (55b).
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Figura 51. Proposta de fragmentacéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina (55c).
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Figura 53. Proposta de fragmentacéo da 4-aril-3,4-diidrocumarina (55e).
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Figura 54. Proposta de fragmentacgé&o da 4-aril-3,4-diidrocumarina (60).

4.2.3 Andlise de infravermelho das 4-aril-3,4-diidrocumarinas 10a-h

Os espectros de infravermelho das 4-aril-3,4-diidrocumarinas 10a-h foram
importantes, pois a auséncia das bandas de absorcdo por volta de 1690 cm™,
caracteristicas de deformacédo axial de C=0 de acidos q,B-insaturados, indicaram a
formagao dos produtos.

Os espectros apresentaram como caracteristica marcante a presenca de banda
intensa de absorcdo entre 1725-1767 cm?, relativas aos estiramentos C=0 da
lactona. De acordo com a literatura, a vibragéo de deformagéo axial de carbonilas de
lactonas, das 4-aril-3,4-diidrocumarinas, aparece um pouco acima da faixa das
lactonas, estando por volta de 1760-1779 cm? (TALAPATRA, B., DEB e
TALAPATRA, S., 1986; SINGH et al., 2003).

Além disso, foi possivel observar a presenca de vibragbes de deformacgdes
axiais das ligacdes das ligac6es C=C do esqueleto aromético a aparecendo em duas
faixas: 1465-1510 cm™ e 1440-1467 cm™.

Assim como descrito por Rodrigues-Santos e Echevarria (2007), observamos
que as vibragdes de deformagdes axial das ligagbes O-C-C e C-CO-O da lactona do
sistema 3,4-diidrocumarina leva ao surgimento de duas faixas de absorgéo entre
1252-1277 cm* e 1024-1038 cm™ (O-C-C) e de uma faixa de absorcdo entre 1131-
1192 (C-CO-0). Os valores de absorcdo (cm™) nos espectros de IV das 3,4-

diidrocumarinas 10a-h s&o apresentados na tabela 9.
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Tabela 9. Valores de absorgéo (cm™) nos espectros de IV dos derivados 10a-h.

4-aril-3,4-diidrocumarinas

Deformacao 10a 10b 10c 10d 10e 10f 10g 10h

v O-H 3460 3313 3376 3362 - - - 3412
Vas C-H(CHy) - - - 2972 - 2972 2962 -
Vas C-H(CH) 3026 2932 2976 2939 - 2032 2936 2924
Vs C-H(CH, 2908 2838 2950 2840 2836 2836 2838 2851
v C=0 1735 1738 1731 1725 1767 1764 1767 1738
v C=C* 1508 1495 1493 1465 1506 1510 1482 1484
v C=C* 1452 1463 1442 1440 1467 1466 1461 1453
3, (CH2) - - - 1334 1323 1334 1342 -

V as O-C-O 1277 1245 1264 1274 1268 1250 1252 1268
v C-CO-O 1141 1140 1161 1151 1192 1131 1180 1153
vs0-C-O 1030 1038 1025 1027 1031 1024 1030 1034

v = vibracdo de deformacgdo axial; & = vibracdo de deformacdo angular; as = assimétrica; s = simétrica;
* vibrac@o do esqueleto aromatico. Obs: Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 7-14.

4.2.4 Andlise de infravermelho das 4-aril-3,4-diidrocumarinas 55a-e e 60.

Através da andlise dos espectros de infravermelho foi possivel confirmar de
forma rapida a formacgéo das 4-aril-3,4-diidrocumarinas aciladas pelo surgimento da
absorcdo na faixa de 1769 a 1778 cm™, caracteristica da vibragédo de deformacéo
axial de carbonilas de ésteres, similares a literatura (1728-1770 cm™) (SINGH et al.,
2003). Para os derivados 55a-c a deformagéo axial das duas carbonilas (2 x C=0)
aparece na forma de uma banda larga e intensa entre 1769-1774 cm™, j4 para o
derivado 55d as duas bandas de deformacgdo axial de C=0O sao nitidas, uma em
1778 cm™, referente ao estiramento da ligagdo C=0 do éster e outra em 1741 cm™*
referente ao estiramento da ligagdo C=O da lactona do sistema de 3,4-
diidrocumarina (Tabela 10).

A formagdo da 7-metoxi-4-aril-3,4-diidrocumarina (55e) foi constatada pelo
surgimento de uma banda fraca em 2866 cm™ referente a deformagéo axial de C-H
de metila e do estiramento em 1338 cm™ referente a deformacdo angular simétrica
de CHgs, que de acordo a literatura, para o sistema 4-aril-3,4-diidrocumarina, pode
variar de 1337-1376 cm™ (RODRIGUES-SANTOS e ECHAVARRIA, 2007).
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Tabela 10. Valores de absorgéo (cm™) nos espectros de IV dos derivados 55a-e e
60.

4-aril-3,4-Diidrocumarinas

Deformacao 54a 54b 54c¢ 54d 54e 58
v O-H - - - - - 3419

V as C-H (CHy) - - - - 2966 -
V as C-H (CHy) 2918 2942 2934 2921 2939 2920
Vs C-H (CHy) 2850 2884 2875 2850 2839 2850
v C=0 1774 1769 1771 1778 1770 1170

v C=0 - - - 1741 - -
v C=C* 1497 1497 1497 1496 1485 1494
v C=C* 1468 1461 1463 1452 1467 1454

& (CHy) - - - - 1338 -
V as O-C-O 1252 1254 1252 1248 1272 1263
v C-CO-0O 1135 1181 1178 1141 1132 118
v O-C-O 1036 1032 1027 1023 1031 1069

Vv = vibragdo de deformacdo axial, & = vibracdo de deformacgdo angular; as = assimétrica; s = simétrica;
* vibrac&@o do esqueleto aromatico. Obs: Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 15-20.

4.2.5 Andalise de RMN de 'H das 4-aril-3,4-diidrocumarinas 10a-b e 10d-e

A Figura 55 representa o espectro de RMN de 'H registrado para a mistura de
10a e 10b, onde 10a aparece com sinais mais intensos por esta em maior
concentracdo do que 10b. Os tripletos em & 4,36 e & 4,75 podem ser atribuidos aos
hidrogénios metinicos do C-4 dos compostos 10a e 10b, respectivamente. Os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-3a e H-3b para 10a e 10b surgem na
faixa de & 3,08-3,14 e & 3,66-3,70, respectivamente, sendo registrado como duplo
dubletos para ambos. A presenca destes sinais sdo caracteristicos das 4-aril-3,4-
diidrocumarinas, pois os acidos cinamicos (material de partida) ndo possuem grupos

metinicos (CH) nem metilénicos (CHy).
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Figura 55. Espectro de RMN de *H da mistura de 10a e 10b [300 MHz, CDCls;, & (PPM)].
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Além disso, é possivel visualizar multipletos na faixa de & 6,62-6,94 e & 7,20-

7,52 referentes aos prétons ligados a carbonos arométicos do anel A e do anel B
dos compostos 10a e 10b. Uma ampliacdo do espectro de RMN de *H da mistura de

10a e 10b é apresentada na Figura 56.
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Figura 56. Espectro de RMN de 'H da mistura de 10a e 10b (ampliagc&o) [300 MHz, CDCls, &
(PPM)].

O espectro de RMN de 'H da mistura de 10d e 10e, apresentado na Figura 57,
apresenta singletos em & 3,85 e & 3,89 referentes aos hidrogénios da metoxila ligada
ao carbono C-2', respectivamente. Ademais, € possivel identificar os tripletos em &
4,30 e 6 4,68 referentes aos prétons metinicos de C-4 dos compostos 10d e 10e,
respectivamente. Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-3a e H-3b na
mistura aparecem na forma de duplo dubleto entre & 3,00-3,20. Os multipletos
referentes aos hidrogénios arométicos do anel A e B foram registrados como

multipletos na faixa de 6 6,56-7,28.
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Figura 57. Espectro de RMN de 'H da mistura de 10d e 10e [300 MHz, CDCls, 5 (PPM)].

4.2.6 Andlise de RMN de *°C das 4-aril-3,4-diidrocumarinas 10a-b e 10d-e

A figura 58 mostra o espectro de RMN de 13C da mistura de 10a e 10b, onde é
possivel identificar sinais em & 34,97 e 37,27 caracteristicos de carbonos metilénicos
(C-3), bem como sinais em & 36,84 a 39,96 referentes a carbonos metinicos (C-4),
ambos referentes aos compostos 10a e 10b, respectivamente. O pico em & 168,27
referente do grupo acila dos compostos 10a e 10b € indicativo da presenca do anel
lacténico caracteristico das 4-aril-3,4-diidrocumarinas. Segundo Rodrigues-Santos e
Echevarria (2007) e Singh e colaboradores (2003), os deslocamentos quimicos das
carbonilas de lactona desse grupo de compostos aparecem nas faixas de & 167,75-
168,94 e 6 167,90-175,37, respectivamente.

E possivel verificar ainda deslocamentos quimicos na faixa de & 104,21-129,02
referentes aos sinais dos carbonos aromaticos. Os carbonos C-8, C-6 e C-10 do
composto 10a ocorrem com deslocamentos quimicos em campo alto
respectivamente iguais a 104,21, 112,04 e 117,30 devido aos efeitos de ressonancia
das hidroxilas e do oxigénio O-1. Os sinais em & 140,61, 152,17 e 156,38 séo



77

atribuidos aos carbonos aromaticos C-1’, C-9 e C-7 do composto 10a,
respectivamente.

No espectro de RMN de *3C (Figura 59), da mistura de 10d e 10e, pode-se
observar dois sinal em & 55,05 e 55,28 referentes aos carbonos metoxilicos dos
compostos 10d e 10e, respectivamente. O espectro apresenta também sinais em &
35,35 e 39,20 caracteristicos dos carbonos metilénicos C-3, bem como sinais em &
34,9 a 37,5 referentes a carbonos metinicos C-4, dos compostos 10d e 10e,
respectivamente. Os sinais na faixa de & 104,03-132,63 sao atribuidos aos sinais
dos carbonos aromaticos e o sinal em & 168,5 devido ao deslocamento do grupo

acila da lactona.
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Os sinais em 0 152,13, 156,37 e 158,13 sdo atribuidos aos carbonos
aromaticos C-9, C-7 e C-2’ do composto 10d, respectivamente, e estdo de acordo
com dados da literatura (RODRIGUES-SANTOS e ECHAVARRIA, 2007).

4.3 CARACTERIZACAO ESPECTROMETRICA DAS CUMARINAS
PREPARADAS

4.3.1 Analise do espectro de massas das cumarinas 44a-c

Os espectros de massas, registrado no modo IE, registraram 0s ions
moleculares de cada cumarina (44a-c), sendo que, 0S mesmoOs O apresentaram
como pico base. Estes estdo de acordo com a dados da literatura (VUL'FSON e
GOLOVKINA, 1975). A Tabela 11 apresenta as massas e as abundancias relativas
para os principais fragmentos detectados.

As Figuras 60 e 61 apresentam as propostas mecanisticas sugeridas para a
fragmentac@o. Dentre os fragmentos pOde-se observar eliminacdo de molécula
neutra como CO. Além disso, a presenca do fragmento m/z 51, na maioria dos

espectros de massas, é um fragmento tipico de substancias arométicas.

Tabela 11. Principais fragmentos obtidos nos espectros de massas de 44a-c.

Substéancia m/z (%)
176 148 133 105 77 63
44a (100) (82) (97) (25) (31) (18)
162 134 105 78 67 51
44b (100) (97) (25) (31) (12) (18)
162 134 105 78 63 51
44c (94) (100) (24) (29) (19) (15)

Obs: Os dados obtidos desta tabela foram retirados dos anexos 21-23.
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Figura 60. Proposta de fragmentacdo da cumarina 44a.
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Figura 61. Proposta de fragmentagédo da cumarina 44c.
4.3.2 Analise do espectro de infravermelho das cumarinas 44a-c.

A formacdo das cumarinas 44b-c foi confirmada por IV pelo presenca de
absorgdes provenientes de vibragbes de deformagdes axiais de hidroxilas por volta
3174-3163 cm™. O surgimento das absorcdes intensas entre 1681 — 1707 cm™
apresentou-se dentro da faixa descrita pela literatura como de deformacgéo axial de
C=0 de lactona de cumarina (IQBAL, BHAT e AZAM, 2009). Além disso, foi possivel
observar vibragdes de deformacdes axial das ligagdes C-CO-O da lactona nas faixas
de absorcéo entre 1123-1130 cm™ (Tabela 12).
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Tabela 12. Valores de absorgéo (cm™) nos espectros de IV das cumarinas 44a-c

Cumarinas

Deformacao 44a 44b 44c

v O-H - 3174 3163
Vas C-H(CHs) 2934 - -
v C=0 1707 1680 1681
v C=C* 1506 1510 1510
v C=C* 1465 1461 1453
8, (CH3) 1351 - -

V as O-C-O 1232 1235 1235
v C-CO-O 1123 1132 1130
vs0-C-O 1025 - -

Vv = vibragdo de deformacdo axial, & = vibracdo de deformacgdo angular; as = assimétrica; s = simétrica;
* vibrac&@o do esqueleto aromatico. Obs: Os dados desta tabela foram retirados dos anexos 15-20.

4.4 Atividade antioxidante das 4-aril-3,4-diidrocumarinas

As 4-aril-3,4-diidrocumarinas preparadas no presente trabalho tiveram suas
propriedades antioxidantes testadas utilizando o método de sequestro do radical
DPPH, considerado um dos ensaios mais faceis, precisos e reprodutivos na
avaliacdo da atividade antioxidante de substancias puras.

Este teste mensura a capacidade da substancia testada em doar hidrogénio
radicalar (H®) ao radical estavel DPPH, o que é favorecido pelo numero de hidroxilas
fendlicas na substancia e pela estabilidade do radical formado. Esta estabilizacdo é
tanto maior quanto maior for a deslocalizagdo do radical pela estrutura.
(BARREIRQOS, 2005)

Dentro de uma tendéncia geral, os ensaios revelaram que dentre as 4-aril-3,4-
diidrocumarinas testadas somente as substancias 10a e 10c apresentaram atividade

consideravel. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 62.
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Figura 62. Efeito de seqliestro das 4-aril-3,4-diidrocumarinas frente ao DPPH.

Observou-se que a 4-aril-3,4-diidrocumarina 10c mais ativa, pois apresenta um
maior namero de hidroxilas fendlicas além do sistema catecol.
O sistema catecolico favorece uma maior atividade como agente doador de H e
elétrons (BARREIROS, DAVID, J.M. e DAVID, J.P., 2006). Apesar da falta de
planaridade das 4-aril-3,4-diidrocumarinas, a deslocalizagdo do elétron
desemparelhado no composto 10c pode ser favorecida pela presenca do sistema
orto difendlico (7,8-diidroxi) presente no anel A da neoflavonona. A doagédo do H
radicalar para o radical livre ocorrendo na posi¢cao C-7 do composto 10c pode levar a
formacao do radical 10c’, cuja estabilidade é favorecida devido a ligacdo de

hidrogénio formada (Figura 63).

10c 10c'
Figura 63. Mecanismo da estabilizacdo do elétron desemparelhado através da formacao de
ligacdo de hidrogénio no radical 10c’

4.5 Atividade citotoxica das 4-aril-3,4-diidrocumarinas
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As 4-aril-3,4-diidrocumarinas preparadas nesse trabalho foram submetidas ao
teste de toxicidade frente larvas de Artemia salina L. (Artemiidae). Este bioensaio é
uma ferramenta muito utilizada para o isolamento de compostos bioativos, podendo
ser empregado como um screening inicial para determinar a citotoxicidade de
candidatos a neoplasicos. McLaughlin, Rogers e Anderson (1998): este ensaio tem
boa correlagdo com atividade citotoxica em alguns tumores humanos sdlidos,
proporcionando inclusive a descoberta de acetogeninas de Annonacea como nova
classe de agentes antitumorais ativos.

Segundo dados da literatura, a substancia que apresentar LDsy < 100 pg/mL
pode ter atividade comparavel com a camptotecina e sulfato de vincristina, sendo
considerada muito ativa e, aquela que apresentar DLsp = 100 pyg/mL, no intervalo
entre 100 e 900 pg/mL, comparavel ao acido hipurico é considerada medianamente
ativa. Enquanto que é considerada inativa a substancia que apresentar LDsy > 1000
pMg/mL (DAVID et al., 2001; ANDERSON et al., 1991).

Os resultados de CLsg das substancias testadas estao descritas na Tabela 13.

Tabela 13. Valores de CLs para as 4-aril-3,4-diidrocumarinas frente Artemia salina.

Composto CLso(ug/mL) DP (ug/mL) Composto CLso(ug/mL) DP (ug/mL)
10a 333,57 4,78 10h 662,31 7,56
10b 260,07 1,78 54a 127,54 4,78
10c 453,77 4,02 54b 131,19 2,28
10d 289,43 5.68 54c 145,35 6,12
10e 281,19 9,13 54d 191,18 2,33
10f 96,86 4,25 54e 212,71 4,56
10g 205,72 3,76 60 543,85 9,24

DP — desvio padrédo com intervalo de confianga de 95%

As 4-aril-3,4-diidrocumarinas testadas apresentaram em geral atividade
citotéxica moderada, sendo o derivado metoxilado 10f o mais citotoxico. A acetilagdo
e metilacdo da hidroxila do C-7 do composto 10a proporcionou aumento discreto na

atividade citotoxica.
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5.0 CONCLUSOES

Nesse trabalho foi sintetizado um total de dezoito substancias, sendo quatorze
4-aril-3,4-diidrocumarinas, trés cumarinas e uma flavonona. Dentre as 4-aril-3,4-
diidrocumarinas obtidas seis sdo inéditas na literatura.

Foi possivel obter importantes cumarinas naturais como a herniarina (44a), 5-
hidroxi-cumarina (44b) e a umbeliferona (44c), com rendimentos baixos a bons (42-
82%), empregando mesma metodologia utilizada no preparo das 4-aril-3,4-
diidrocumarinas. Estes resultados mostraram importancia do ponto de vista sintético
pois até o momento ndo havia sido descrito na literatura a obtencdo das cumarinas

umbeliferona e herniarina numa Unica reagédo, com rendimentos satisfatorios.

HsCO o o) 0o 0 HO. o o)
44a OH 44b 44c

Dos compostos submetidos ao teste de atividade antioxidante frente ao radical
estavel DPPH apenas 10a e 10c apresentaram atividade consideravel, com

destaque para este ultimo que demonstrou atividade comparavel aos padrées, acido

OH
Ho\? |OOO Ho\q |‘Oo
10a 10c

Nos testes de citotoxicidade contra Artemia salina, 0s compostos apresentaram

gélico e quercetina.

atividade moderada, destacando-se como ativo os o novo composto 10f (CLsp =
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96,86pg/mL). A acetilagdo e metilagdo da hidroxila do C-7 do composto 10a

proporcionou aumento discreto na atividade citotoxica.

H3CO l o) o)
l OCHj

10f

Fazem-se necessarios estudos posteriores para investigar o mecanismo de
atuacdo do acido polifosforico nas reagbes de condensacgdo entre acidos cindmicos
e fendis, bem como o potencial biologico das 4-aril-3,4-diidrocumarinas através de

diferentes e novos ensaios bioldgicos.
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ANEXO

ESPECTROSCOPIA DE MASSAS (EM)

INFRAVERMELHO (IV)
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Anexo 1. Espectros de massas dos compostos 10a-c, respectivamente.
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Anexo 2. Espectros de massas dos compostos 10d-f, respectivamente.
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Anexo 4. Espectros de massas dos compostos 55a-c, respectivamente.
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Anexo 5. Espectros de massas dos compostos 55d-e e 60, respectivamente.
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Anexo 6. Espectros de massas dos compostos 44a-c, respectivamente.
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Anexo 7. Espectro de IV (em KBr)do composto 10a.
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Anexo 8. Espectro de IV (em KBr) do composto 10b.
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Anexo 9. Espectro de IV (em KBr) do composto 10c.
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Anexo 10. Espectro de IV (em KBr) do composto 10d.
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Anexo 11. Espectro de IV (em KBr) do composto 10e.
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Anexo 12. Espectro de IV (em KBr) do composto 10f.
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Anexo 13. Espectro de IV (em KBr) do composto 10g.
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Anexo 14. Espectro de IV (em KBr) do composto 10h.
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Anexo 15. Espectro de IV (em filme) do composto 55a



50 -
l; 0 @) o
X = /\H/
2942 3
2884 ‘ 1032
0 ‘ 1497| 1254
1461 1181
1769
T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm™

Anexo 16. Espectro de IV (em filme) do composto 55b.
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Anexo 17. Espectro de IV (em filme) do composto 55c.
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Anexo 18. Espectro de IV (em filme) do composto 55d
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Anexo 19. Espectro de IV (em filme) do composto 55e
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Anexo 20. Espectro de IV (em filme) do composto 60.
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Anexo 21. Espectro de IV (em KBr) do composto 44a.
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Anexo 22. Espectro de IV (em KBr) do composto 44b
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Anexo 23. Espectro de IV (em KBr) do composto 44c.



