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Resumo

Titulo: SINTESE DE DIIDROCUMARINAS E AVALIACAO DA ACAO
ANTICOLINESTERASICA
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Figura 1: Sintese das Diidrocumarinas

Diidrocumarinas sdo neoflavonodides que possuem um diversificado
potencial farmacolégico comprovado. Neste trabalho, foi realizada a
sintese de anadlogos estruturais de diidrocumarinas com o objetivo de obter
compostos biologicamente ativos frente a enzima acetilcolinesterase
(relacionada ao Mal de Alzheimer). Li e colaboradores descreveram em seu
relatorio a possibilidade de sintetizar diidrocumarinas com Otimos
rendimentos, através da hidroarilacdo de olefinas catalisada por acido
trifluoracético (TFA). Neste trabalho, as olefinas utilizadas sdo ésteres
cinamicos obtidos a partir da reagdo entre ilideo de fosforo e benzaldeidos
e também dacidos cinamicos obtidos comercialmente. Estes compostos
reagem por condensagdo com fenodis e posterior ciclizagdo levando a
obten¢dp das diidrocumarinas. Apds a sintese, a purificagdo por
Cromatografia Flash e a caracterizacdo por métodos espectrométricos como
Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), foram
realizados os testes de atividade bioldgica, obtendo resposta

anticolinesterdsica significativa para todos os compostos.

Palavras Chave: Sintese de Diidrocumarina, Atividade Bioldgica,

Anticolinesterase, Mal de Alzheimer.



Abstract

Title: DIHYDROCOUMARIN SYNTHESES AND EVALUATION OF
ANTICHOLINESTERASE ACTION
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Figura 1: Sintese das diidrocumarinas

Diidrocumarinas are neoflavonoides that have a diverse
pharmacological potential. In this work, we performed the synthesis of
structural analogues diidrocumarinas in order to obtain biologically active
compounds against the enzyme acetylcholinesterase (related to Alzheimer's
disease). Li and employees described in their report the possibility to
synthesize diidrocumarinas with excellent yields by hidroarilagdo of olefins
catalyzed by trifluoroacetic acid (TFA). In this work, the olefins used are
cinnamic esters obtained from the reaction between phosphorus Ilides and
benzaldehydes as well as cinnamic acids obtained commercially. These
compounds react with phenols by condensation obtained the
diidrocumarinas. After the synthesis, purification by flash chromatography
and characterization by spectrometric methods such as infrared (IR) and
nuclear magnetic resonance (NMR) tests were performed for biological

activity anticholinesterase, obtaining a positive response for all compounds.

Keywords: Diidrocumarina Synthesis, Biological Activity,

Anticolinesterase, Alzheimer's disease.
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Capitulo 1: Introducdo 1

1 — Introducao
1.1 — Desenvolvimento de Farmacos

A busca por produtos com a finalidade de curar enfermidades ¢ uma
atividade conhecida desde a antiguidade. Estes produtos eram provenientes
de recursos animais, vegetais e minerais disponiveis na época. Apesar de
parecerem, a primeira vista, atraentes pela sua eficiéncia a maioria

apresentava elevada toxicidade.!"

Ao longo do século XVIII, verificou-se um aumento expressivo da
quantidade de literatura disponivel e do entendimento a respeito das
propriedades dos compostos de origem natural através da invencao da
imprensa, da criagdo de herbarios, farmacopéias e compéndios, além da
comunicagdo entre meédicos de varias regioes do mundo. A partir do inicio
do século XIX, o aperfeicoamento das técnicas de extracdo possibilitou a
obtengdo de compostos com potencial terapéutico cada vez maior.!' ™

No final do século XIX, a criacdo e a melhoria das metodologias
sintéticas, permitiram o desenvolvimento compostos menos toxicos quando
comparados aos extraidos de fontes naturais. O resultado foi um aumento
significativo no niumero de moléculas utilizadas como agentes terapéuticos

ao longo do século XX

Atualmente, o desenvolvimento de um novo farmaco pode levar até
15 anos e consumir bilhdes de délares. E um processo realizado geralmente
em 5 etapas (figura 2), onde inicialmente € necessario o conhecimento do
alvo biologico e a partir deste, a eleicdo de uma molécula que tenha uma

estrutura molecular complementar.'*”!

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacio da Atividade Anticolinesterdsica



Capitulo 1: Introducdo 2

Esta molécula ¢ chamada de prototipo. A préxima etapa inclui os
esforcos para o aperfeicoamento do prototipo através de pequenas

alteragdes estruturais e funcionais procurando aumentar sua afinidade e

. 1, 2.3
seletividade pelo alvo bioldgico.*”!
ﬁ ‘Fﬁmun
Tevtes
‘ elinfcos
Candktato
q'F'r::-':r'ltil.'":l

-

Ao

Bioldgico

Figura 2: Elaboragdo de um farmaco em etapas

Para tanto, ¢ preciso conhecer suas propriedades farmacocinéticas:
absor¢do, distribuicdo e metabolismo, além da excrecdo ¢ toxicidade.
Feitos estes testes, tem-se um candidato a farmaco, que ainda precisa passar
por testes clinicos (ensaios in vivo) para avaliar a possibilidade de
comercializagdo. Portanto, o que se busca num farmaco ¢ que tenha alta
afinidade pelo ligante e que seja potente o bastante para provocar o efeito
farmacologico esperado, uma vez que existe uma grande numero de

receptores.[2'3]

O grande desafio na elaboracdao de novas moléculas ¢ garantir que as
reagdes quimicas sejam capazes de formar moléculas com o maximo de
complexidade e diversidade possiveis, levando ao minimo possivel de
etapas. Nesse sentido, as reacdes de multicomponentes (RMC’s) surgiram
como uma ferramenta interessante. Nessa metodologia, reagdes antes

realizadas em varias etapas, agora podem ser realizadas em um unico

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacdo da Atividade Anticolinesterdsica



Capitulo 1: Introducdo 3

processo (em um Unico recipiente). A variabilidade ¢ a complexidade dos
compostos formados se deve a modificacdo dos grupos ligados as
moléculas dos reagentes, possibilitando ao final, a confec¢ao de uma larga

biblioteca de compostos.[*!

As vantagens deste método sao economia de atomos, simplicidade do
processo, variagdes estruturais, complexidade das moléculas acessiveis,

focando a preservacao do meio ambiente, de energia no processo, uma vez

que a utilizagdo de reagentes e solventes ¢ diminuida.!*’
¥
Me Me O NH
X- @CHO + 9 +  R-NzC R X
1 —IN= T
6 7 8 9

Figura 3: Reacdo multicomponente aplicada a sintese de Isocianato

Recentemente, Shaabani e colaboradores relataram em seu artigo,
uma nova rota de sintese para os derivados da 3,4-diidrocumarinas fazendo
uso de reacdes multicomponente. Como observado na figura 3, foram
utilizados precursores facilmente disponiveis como derivados do 2-
hidroxibenzaldeidos (6) com o acido de Meldrum’s (7) e derivados do aril

ou alquil isociamidas (8).°

1.2 — Estratégias sintéticas utilizadas na obten¢do de compostos bioativos

Nas ultimas décadas, as metodologias de desenvolvimento de
compostos  bioativos vém  consolidando-se = como  abordagens
imprescindiveis para a elaboracdo de novos farmacos. Existem duas
estratégias, complementares entre si, que se destacam: a “triagem

experimental” que envolve a pesquisa em bibliotecas de compostos,

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacio da Atividade Anticolinesterdsica



Capitulo 1: Introducdo 4

buscando estruturas com estudo de atividade biologica conhecida (estudos
in vitro); e a “triagem virtual” que ¢ baseada na busca de alvos biologicos
(ou de ligantes) elucidados e através destes propor a confec¢do de novas

moléculas, utilizando-se de metodologias computacionais.””

Para as duas abordagens, ¢ importante conhecer o mecanismo de
acdo farmacoldgica do processo fisiopatologico e a eleigdo do alvo

terapéutico.’*™!

Posteriormente, faz-se a analogia com o substrato natural ou com um
prototipo a farmaco ja existente no mercado para desenvolver novas
estruturas. E importante também mimetizar a quantidade de compostos
obtidos, mantendo aquelas estruturas que contém os grupos responsaveis

pela atividade bioldgica através do conceito de bioisosterismo.”*”

Captopril Saquinavir
10 11

Figura 4: Estrutura Molecular do Captopril e do Saquinavir

Essas metodologias permitiram que se desenvolvesse o Captopril,

um inibidor da enzima conversora de Angiotensina ¢ do Saquinavir, o

inibidor do HIV - protease (Figura 4)."!

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacio da Atividade Anticolinesterdsica



Capitulo 1: Introducdo 5

O sucesso destas estratégias também se deve ao conhecimento das
relagdes qualitativas (SAR) e quantitativas entre estrutura-atividade
(QSAR) que ¢ uma ferramenta valiosa para avaliar as interagdes do
farmaco frente ao receptor, principalmente quando seu sitio ativo nao ¢
conhecido. Além disso, seus resultados fornecem informagdes sobre a
estrutura do receptor, quando o mesmo interage com o candidato a
farmaco. Este método ¢ importante ndo somente para explicar as afinidades
encontradas experimentalmente, mas também para prever a afinidade entre

, . 2.3-
moléculas desconhecidas.*>”"

Um procedimento alternativo para realizar o estudo de QSAR seria o
modelo farmacoforico. Essa técnica caracteriza-se pelo estudo de uma série
de moléculas bioativas, de modo que suas propriedades moleculares sejam
representadas geometricamente. Posteriormente, potenciais candidatos a
farmaco sao recuperados de uma biblioteca de compostos que obedecem a

., - ~ [7-8
hipétese farmacoférica para comparagdo.”™

Além de todas essas metodologias, tem-se a técnica de cristalografia
de raios-x que desde as Ultimas duas décadas contribui com a elucidacao de
um grande numero de alvos bioldgicos, possibilitando o conhecimento da
estrutura tridimensional dos sitios ativos e conseqiientemente o desenho de

moléculas com mais alta afinidade e seletividade.l”™

1.3 — Interagdo Farmaco-Receptor

A mais de 100 anos foi descoberto que o reconhecimento molecular
mutuo é o ponto de partida para a maioria dos processos bioldgicos. Foi
proposto por Emil Fisher que a Enzima e o Glicosideo devem se encaixar

como uma chave e uma fechadura para iniciar uma a¢ao quimica entre eles,
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ou seja, eles devem ser complementares entre si. A idéia de
complementaridade foi inicialmente aplicada a reagdes antigeno-anticorpo

. . ~ o 3-
€ posteriormente a interacao farmaco-receptor.[ 7]

Paul Ehrlich, também contribuiu enormemente para o entendimento
do mecanismo de a¢ao de um farmaco através do trabalho entitulado de
“Corpora non agunt nisi fixata”. A conseqliéncia destes relatorios foi o
entendimento da complementaridade quimica e geométrica das pequenas
moléculas chamadas de ligantes e dos respectivos receptores e a partir

disso, o efeito biologico."

A 1déia de complementaridade tem seus méritos didaticos pela
facilidade de entendimento, no entanto nao ¢ adequada porque representa o
ligante e o receptor como estruturas rigidas, o que ndo ¢ verdade. Na
realidade, o que se observa sao estruturas flexiveis. Essa flexibilidade ¢ o
que permite explicar porque algumas moléculas estruturalmente
semelhantes possuem conformacgdes e orientagdes distintas no sitio ativo do

receptor, resultando em atividades e afinidades diferentes.””®

Sabe-se hoje que os receptores bioldgicos afetam as rotas
metabolicas, desencadeando um efeito fisioldgico. Se estas proteinas
receptoras ndo estdo funcionando corretamente, ou seja, existe falha na sua
regulacdo, entdo hd o surgimento de alguma doenca relacionada a essa

proteina.”™

1.3.1 — Fisico-Quimica da Interag¢do Competitiva Reversivel

As interacOes farmaco-receptor sdo reversiveis e quantitativamente

verificadas por andlise da constante de afinidade (1/K,). Entretanto, uma
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caracterizagdo completa incluiria o rearranjo entre as forgas intra e

. . ~ 9
intermoleculares que acompanham essas interagdes."”

A energia envolvida nesse processo ¢ determinada pelo tipo € o
numero das forgas presentes na transicdo dos reagentes, através de um
complexo ativo para os produtos, que podem ser do tipo hidrofébicas,
eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio, Van Der Waals e interacdes entre
nuvens z .1

Portanto, através do conhecimento do receptor, ¢ possivel modificar
a estrutura do ligante de modo que se tenha a maior afinidade possivel entre

. . , . 8-9
eles e assim obter o efeito farmacoldgico esperado.*™

Substrato + Inibidor + Enzima Enzima--—-Substrato complexo)

Enzima---Inibidor copmplexo) Enzima + Produto
Figura 5: llustracdo esquematica da inibi¢cdo competitiva reversivel

Um tipo de inibicdo enzimdtica que se pode destacar ¢ a inibig¢do
competitiva reversivel (Figura 5). Nesse caso, o inibidor (farmaco) compete
com o substrato pelo a ocupacdo do sitio ativo da enzima. Como

A . , .. . ~ 3
conseqiiéncia ha uma diminui¢io da taxa de conversdo desse substrato."!

A interacdo seletiva varia em funcao da estrutura do sitio ativo da
proteina e do grupo farmacofoérico do ligante através do reconhecimento
energético. Os ligantes podem interagir covalentemente ou ndo

covalentemente com o receptor.[3'9]
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Em condi¢des de equilibrio, a interacdo ¢ dominada pela energia
livre de Gibbs (AG’) de acordo com a equagdo 1. O valor dessa variavel
esta relacionada com uma constante obtida experimentalmente; a constante

de dissociagdo reciproca ou constante de inibi¢do (K, ou K,). Esse valor

descreve a tendéncia de formacio de um complexo.*™
L [RL]
K, =K== RL] . AG*=-RT InK, = AH® —TAS" Eq. (1
4 D i [R][L] ; nA, q- (1)
Onde M = A relagdo entre Ligante e o Receptor ([R'L') no estado ligado

[R]Z]

¢ no estado livre [R][L] (sem interacdo).

Pode-se também entender a estabilidade do complexo no estado
ligado (4, )0u livre (s, + 1), através do potencial quimico, descrito

pela equagio 2.1!

0 0 0 \[2
AGO :/’lR‘L'aq.‘ _(ll’lRaq +1uLaq)[ : Eq. )
1.4 — Doenga de Alzheimer e a Hipotese Colinérgica

Até o final do século XIX, os cientistas acreditavam que a
comunicagdo entre neuronios se dava de maneira direta, porém a partir do
comeco do século XX, descobriu-se que existem moléculas que funcionam
como mediadores quimicos entre os neuronios € o resto do corpo. Em
1907, foi proposto por Hunt, que a acetilcolina (AcC) seria responsavel por
essa mediagdo celular. Sua acdo seria estimular o0s nervos

parassimpaticos.”’
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r

A neurotransmissao de impulsos nervosos via AcC (12) ¢
considerada vital. A perda dessa capacidade ¢ utilizada para diagnosticar a
doenga de Alzheimer, uma vez que sua escassez ¢ responsavel pela
deterioragdo de fungdes neurais em varios processos cognitivos como a

. ~ . 10-11
memoria, a atengdo, o aprendizado entre outros.!'*""

CH;
H3c\111+

”CH,4
0

H3C/§O
12

Figura 6: Estrutura molecular da acetilcolina

A hipotese colinérgica se baseia na idéia de que a perda da
capacidade de sintese e transmissao da AcC, que ocorre no interior dos

neurdnios, seja a responsavel pela Doenca de Alzheimer (DA).!'*'!

A AcC ¢ produzida no interior dos neurdnios pela agdo da Colina
acetiltransferase (CATY), concentrada em vesiculas e liberada na célula pré-
sindptica apos despolarizagdo, na presenga da Colina. Apds a sintese, ¢
transportada em vesiculas no interior dos neurdnios e liberada na fenda
sindptica onde se encontra com os receptores muscarinicos € colinérgicos
nicotinicos nas cé€lulas pré e pos-sindpticos. Esse contato leva a ativagdo de

D, . 10-11
vias bioquimicas dentro da célula. """

No momento em que atravessa a fenda sinaptica, a AcC ¢
rapidamente hidrolisada devido a presenga de acetilcolinesterase (AcCE)
em altas concentragdes, formando colina e um grupo acetato.
Posteriormente, a colina formada ¢ novamente transportada para a

roor e ’ . J 10-11
membrana pré-sindptica para a sintese de mais moléculas de AcC. !'*'!
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No entanto, em pessoas portadoras de doengas degenerativas do
sistema nervoso central, a quantidade de (CATf) ¢ reduzida, por isso
quanto mais colina estiver disponivel para a reagdo, maiores sao as chances
de sintese da AcC e de sua transmissdao para a fenda sindptica. A AcCE
limita excessos de AcC na fenda sinaptica e sua inibi¢do (a diminui¢ao de
sua concentragdo), promove um aumento na neurotransmissdo pelo
prolongamento da permanéncia da AcC na fenda sinaptica, o que ¢

fundamental no tratamento da doenca de Alzheimer.['"!!

Para manter uma quantidade razoavel de colina nas vesiculas
sinapticas, recorre-se a um sistema de transporte de colina chamado sistema
de alta afinidade (SafC), que transporta colina em baixas concentragdes
recém formadas pela reacdo de AcC com seus receptores. Este sistema de

transporte ¢ considerado a etapa limitante da reac;éo.[”'lz]

A sintese de AcC ¢ feita em uma Unica etapa na propor¢do de uma
molécula de colina para cada molécula do grupo acetato. O grupo acetato ¢
origindrio de uma molécula de Acetil-CoA, que tem seus niveis mantidos

devido ao metabolismo da glicose.!'""'*!

A concentragdo de colina ¢ mantida por sua vez pela dieta devido a
incapacidade dos neur6nios em sintetizar essa molécula. A enzima CATT ¢
encontrada como uma proteina solivel no citoplasma. O envelhecimento
pode alterar os sistemas de neurotransmissores como o sistema
serotoninérgico, Glutamatérgico, Aminérgico e Colinérgico. Destes, o
sistema colinérgico foi o mais estudado e apesar da ndo unanimidade entre
os pesquisadores, ¢ considerado o que desempenha o papel mais importante

N i 12-13
nas fungdes cognitivas.!'*"
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Cdlula gre-sindpbca

Cihla pée-Siniptca

Figura 7: llustracdo esquematica do ciclo envolvendo a sintese, transmissdo e hidrolise

da acetilcolina. Depois observa-se a molécula de colina retornando ao neurénio para a

, , . . . ~ . 11
sintese de outra molécula de acetilcolina e a continuacdo do ciclo."

A hipotese colinérgica para a Doenca de Alzheimer (DA) baseia-se
no fato de que pessoas que apresentam deterioracao das fungdes cognitivas
apresentam também reducao de transmissdo colinérgica (isso € observado
nas autdpsias de pacientes portadoras da doenca). Alguns pesquisadores
contestam a hipdtese colinérgica argumentando que ela seria valida apenas
quando o paciente passa a ser sintomatico. Apesar de contribuir para a
discussdo, essas pesquisas ainda sdo imaturas e a hipdtese colinérgica ¢ a

mais aceita atualmente '

O comportamento dindmico do sistema nervoso sugere a elaboragao

de novos farmacos capazes de interferir no processo enzimatico. Quatro
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drogas foram aprovadas pelo Food and Drugs Administration (FDA) para o
tratamento a DA (Figura 8): Tacrina (13), Rivastignina (14), Galantamina
(15) e o Donepezil (16). A Tacrina foi a primeira molécula a ser
comercializada ¢ hoje ndo ¢ utilizada devido a sua hepatotoxicidade

observada em 50% dos pacientes." ¥

N |
CrO Ty

NH,
13 14
|
0
| 0
0 = 0 [/
N—
~0
N
HO
15 16

Figura 8: Farmacos mais utilizados para o tratamento da Doenga de Alzheimer

1.5 - Sitios Ativos da Acetilcolinesterase

A AcCE, ¢ uma enzima do tipo serino-hidrolase, altamente eficiente
que atua no sistema nervoso central responsavel pela hidrélise da AcC,

apos sua transmissdo para a sinapse neuromuscular.!'' "'

Seu sitio ativo esta localizado em uma faixa estreita e longa de 20A,
formado por dois subsitios: Um estearico composto pelo sitio de serina que
contém a parte catalitica e outro anidnico responsavel pela ligacdo com o
grupo trietilamdénio da AcC. A unidade catalitica funcional essencial ¢é

formada pela triade Ser203, His447, Glu334. O “buraco” oxionico formado
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pelos grupos NH peptidicos Glyl21, Glyl22 a ALA204 também sao

. S o I3
unidades funcionais importantes do subsitio estearico.!"”

Gly,,

Figura 9: Interacées no subsitio estedrico da AcCE.'"

Trpge
/
NH
N
Ho_ = T ))O\
\ -0 GIU202
Tyrzz7

Figura 10: Interag¢des no subsitio anionico da AcCE.

1.6 — Diidrocumarinas

1.61 — Atividade Biologica

Diidrocumarinas (DHC’s) sdo sistemas de anéis constituintes
fundamentais de uma série de compostos biologicamente ativos. Apesar de
pouco estudadas, pesquisas recentes demonstraram que seu potencial

farmacologico ¢ muito diversificado. As 4-aril-3,4-diidrocoumarinas, por
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exemplo, estdo presentes em compostos naturais e apresentam similaridade

. 14-15
estrutural com flavonoides, como observado na figura 11.1'*"

Figura 11: Estrutura bdsica de Diidrocumarinas e Flavondides

Kumar e colaboradores, relataram que as diacetoxy-diidrocumarinas
e seus analogos possuem atividade frente a proteina-transacetilase (TAase)

em microssomas de figado de rato. "]

Além disso, ha relatos sobre a atividade biologica desses compostos
em aldose redutase e proteina quinase, bem como atividade anti-herpética,
e ainda, constituem importantes precursores sintéticos de compostos
bioativos como o tartarato de tolterodina, um antagonista do receptor
muscarinico utilizado no tratamento de distarbios da bexiga. DHC’s
naturais também sdo muito utilizadas em induastrias de aromatizantes e

sabores.1617]

1.62 — Obtencdo

A sintese de diidrocumarinas foi realizada pela primeira vez nos anos
80 por Talapatra e colaboradores'® (1986), utilizando floroglucinol e 4cido
cindmico na presenca de acido polifosférico (PPA), obtendo como produto
as diidrocumarinas com baixos rendimentos ¢ um subproduto (figura 12).
Entretanto, ao utilizar 4cidos cinamicos substituidos como o 4acido p-

metoxicinamico, a reacdo nao ocorria. Talapatra refez a reagdo desta vez
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utilizando resorcinol e obteve apenas a diidrocumarina como produto

(figura 13).['"

PPA; 50-70°C; 1h OH O
20 (50%)
+
HO OH
(0]
OH
18 OH O
o 21 (14%)
X OH
H,CO
22 ~
» Nio reage

PPA; 50-70°C; 1h

Figura 12: Esquema reacional para obtengdo de diidrocumarinas via dcido
polifosforico utilizando floroglucinol™

HO OH
0 \@/ HO 0. _0
Aoy ®

23
H,CO -

22 PPA; 70°C; 1h 24 (56%) O

Xileno
OCH 4

Figura 13: Esquema reacional para obtengdo de diidrocumarinas via dcido

polifosforico utilizando o resorcinol™

Esse resultado mostrou que os produtos da reacdo sao formados via

mecanismos diferentes de acordo com o substituinte e que grupos doadores

, e . A . ~ 18
de elétrons facilitariam a ocorréncia da reacio.!'
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5mol% RuCl; x H,0

10 mol% AgOTf OO‘
(0]

CICH,CH,CI; 60°C
25 26 (73%)

27 (tragos)

OME 5mol% RuCly x H,0
10 mol% AgOTf

CICH,CH,CI; 60°C

28 29 (50%) 30 27%)
Ph Ph
EO A 5mol% RuCl; x H,0 MEO
\O\ 10 mol% AgOTf
(0] O > 0 0
CICH,CH,CI; 60°C
31 32 (42%)

Figura 14: Ciclizagdo intramolecular utilizando ruténio como catalizador obtendo

Cromonas (26), Terpenoides (28 e 29) e 4-aril-3,4-diidrocumarinas (32).171

Youn e colaboradores, utilizaram Ruténio como catalizador
(Rucl;/AgOTf) em reacdes intramoleculares para ciclizacdo de alcenos e
alcinos obtendo cromonas, terpenodides e as 4-aril-3,4-diidrocumarinas
(figura 14). Seus resultados indicaram que o Ru ¢ um catalizador
eficiente.!'”!

Jia e colaboradores, propuseram uma nova metodologia para
hidroarilagdo de alcenos e alcinos através da metalacao cletrofilica de
ligacdes C-H de anéis aromadticos utilizando compostos de coordenagao

baseados em Pd II para formar complexos do tipo o —aril— Pd .*”

A figura 15 mostra o mecanismo proposto por Jia para as suas
reagoes. Na primeira etapa, espécies cationicas de Pd altamente eletrofilicas

sao formadas quando um excesso de acido trifluoracético (TFA) ¢ usado na
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presenca de Pd, formando Pd(O,CCF;)". Em consequéncia, ocorre a
ativagdo da ligacdo tripla carbono-carbono com o complexo de
coordenacdo, ao mesmo tempo em que gera aceptores C-H de aril-

. .1 ~ 20
nucleofilicos, ou seja, ha um aumento da metalagao. [20]

X O ]F \|F X (e}
33 R + 33 R ©/
- - =
]F“ M Rota 2 PAO6CR) \|EI PdO,CCF,
R
R

Rota 1

‘ CF,CO,
M = PdO,CCF; ou H

X _0
>
©;ID X_O x P
' — L

34 >
©;IPd02CCF3 Pd HH‘
R |
35

CF,CO, R

Pd(0,CCF;),

Pd | CF,CCO,D

Figura 15: Possivel mecanismo para a Hidroarilagdao Intramolecular de liga¢oes

triplas c-cl?

Jia justificou o excesso de TFA, sugerindo a necessidade de grande
quantidade de espécies catidnicas de Pd*" para formar complexos estaveis
de o—aril-Pd. Além disso, o TFA facilitaria a hidrélise dos compostos

vinil-metalicos.*”

o OH CO,H o 0__0O
- Pd(OAc), 1%

T~ Ohnlh ¢

o) An )

TFA e CH,Cl, (5:1)
36 37 TAI10h 38 (96%) An

Figura 16: Hidroarilacdo de alcenos para formagdo de diidrocumarinas.*”!
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Para a obten¢do de 4-aril-diidrocumarinas, Jia utilizou um sistema
reacional contendo TFA e CH,Cl, (5:1), Pd(OAc),, conforme figura 16.
Entretanto, em 2005 Li e colaboradores colocaram em cheque a tese de Jia.
Segundo seu relatorio, a hidroarilagcdo nao seria catalisada por compostos
de Pd II (Figura 17). Na verdade, a catalise ocorreria fazendo uso apenas do

TFA.12!

0 O
0 O
Intramolecular O O
H,CO OCH TFA/CH,CI, (4:1) H,CO OCH; OCH,
OCH
OCH; 39 341 (99%)
OH 0
HO Intermolecular
+
H,CO OCH, TFA/CH,CI, (4:1)
OCH, OCH,
40 22

Figura 17: Hidroarilacio de Olefinas na auséncia de catalisadores metdlicos."*"

Li afirma que ao realizar a sintese de acordo com o descrito na
literatura, ou seja, utilizando Pd(OAc),, obtem-se rendimentos de 96% e na

auséncia do catalizador metalico, o rendimento aumenta para 99%.""

Além disso, Li verificou que as reacgdes intermoleculares seriam mais
faceis de acontecer que as intramoleculares e que os grupos doadores de

elétrons ligados ao fenol facilitariam as rea¢des de hidroarilagdo."

Foi relatado também que a reagdo ¢ particularmente simples onde
obtem-se o produto com bons rendimentos. Outro beneficio dessa

abordagem ¢ a utilizagdo de reagentes simples, com certa complexidade
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estrutural ¢ a economia de dtomos em relagdo a metodologias anteriores

que utilizavam metais pesados como Pt e Pd para catalizar as reagdes.”*

Existem outras rotas de sintese alternativas capazes de obter
diidrocumarinas, como a reagdo dos acidos 5-alquil Meldrun’s com fenol

(Figura 18).

R, (0]
N 7
Xx— X R,
: ) ) / 0 Ry
43 \ 44
N o
X
0] o + X—:/

Figura 18: Obtencdo de diidrocumarinas e cumarinas através do dcido 5-alquil-

meldrun’s./*?
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2 — Objetivos

Objetivo Geral

- Realizar a sintese de varias diidrocumarinas buscando obter um conjunto
de moléculas que contribuam para a construcdo de um modelo qualitativo

que relacione estrutura molecular e a atividade biologica.

Objetivos Especificos

- Obter ésteres cinamicos através da reacao entre benzaldeidos e Ilida de

fosforo.

- Obter diidrocumarinas através da reacdo de Hidroarilacdo entre ésteres

cinamicos obtidos e acidos cinamicos comerciais com fenois.

- Determinar a atividade bioldgica das diidrocumarinas obtidas e compara-

las com as respectivas estruturas moleculares.
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3 — Metodologia

3.1- Estratégia de Sintese

0 I 0
PhyP=C COCH,CH, OH
A _ O
R A H 2 RN ocHCH; — -
¥ = R"—— 0
1 3 &
4 n_fi >
I » R | - R
O 5
XX
R OH
=
47

Figura 19:Obtengdo das moléculas alvo

A obteng¢do das moléculas alvo (as diidrocumarinas) sera realizada a
partir da reacdo entre o sal de fosfonio e uma série de benzaldeidos (reagao
de Wittig) com o objetivo de produzir os ésteres cinamicos. O composto
a,B-insaturado obtido serd, por sua vez, colocado na presenca de fenol e de
um excesso do catalisador acido trifluoracético (TFA) para obter-se as
diidrocumarinas (reagdo de Hidroarilagdo). Acidos cindmicos comerciais

também foram utilizados na sintetizar de diidrocumarinas.’*'?*!

3.1.1 — Formacao dos Esteres Cindmicos

Os ésteres cinamicos foram obtidos através da reagdo entre o
etoxicarbonil-trifenil-fosforolideno € os benzaldeidos, de acordo com a
figura 20. A utilizagdo do método de Wittig para esse fim ¢ bastante
razoavel, uma vez que o sal de fosfonio utilizado ¢ de facil obtengado e sua

reacdo com compostos carbonilicos (aldeidos e cetonas) em si €

o~

estereoespecifica, ou seja, dependendo do ilideo de fosforo utilizado,
possivel favorecer a formagcdo de um dos isOmeros geométricos sobre a

ligacdo dupla (£ ou Z) do composto a,B-insaturado obtido. Neste trabalho
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serd utilizado um ilideo de fosforo estabilizado com o objetivo de obter o

isomero E.[#22Y
O
0 .. Ph Ph;—P O
BrHZC—q . Ph-Pl 1) Refluxo _ \\_< . R—'\ H
OEt Ph Tolueno OCH,CHj N
48 49 %h 2 1
2) NaOH ,
Acido Benzoico
Tolueno Refluxo
16-24 h
(0]
N N0CH,CH,
R——
=
3

Figura 20: Formacgdo dos ésteres cindmicos

3.1.2 — Hidroarilagdo de Olefinas por catdlise dcida

O esquema reacional geral da hidroarilagdo a ser utilizada na
preparagdo de diidrocumarinas pode ser observado na figura 21. A
utilizacdo dessa metodologia se justifica pela simplicidade do processo e

obtencdo de bons rendimentos além da facilidade de se eliminar o

catalisador.
0 OH
X
R—I N OCH,CH; U N L
Z = T.A.
44 4

Figura 21: Formagdo das diidrocumarinas
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4 — Materiais e Métodos

4.1 — Consideracgoes gerais

As consideracdes abaixo sdo validas para todas as reagdes realizadas

neste trabalho.

Os reagentes utilizados neste trabalho foram obtidos comercialmente
através das empresas fornecedoras: Sigma-Aldrich, Acrds, Cromoline,

Synth, dentre outras.

Os reagentes foram devidamente tratados antes de sua utiliza¢do a

partir de técnicas de purificacdo®, de acordo com a necessidade.

Todas as reacdes foram acompanhadas por Cromatografia em
Camada Delgada. Foi utilizada placa de CCD Silica-Gel F,s4, com
espessura 60 mm da Merck. Para revelacdo, foram utilizados: luz
ultravioleta (254 nm - 354nm), camara de lodo, e solucdo de vanilina

sulfurica.

Apo6s o término, as impurezas soluveis em agua foram retiradas por
extracdo com solvente, o qual foi posteriormente eliminado através de um
sistema de alto-vacuo. Todos os compostos obtidos foram purificados por
cromatografia em coluna com o uso de coluna de vidro de didmetro

adequado e silica-gel flash como fase estacionaria (230-400 mesh, 60 A).

As técnicas utilizadas para caracterizar os produtos das sinteses
foram: Espectroscopia no Infravermelho (IV) Perkin-Elmer Spectrum BX,
Modelo FT-IR System, Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

(RMN de 'H e °C) Bruker Modelo 300MHz.
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4.2 - Procedimento experimental

4.2.1 - Preparacido do Brometo de Etoxicarbonilmetileno (trifenil)

fosforano (EcTF)

O

! Tolueno Ph (|)|
B, C=C=OCH,CH; + PhsP 70 by pCH,~C—OCH,CH,

48 49 Refluxo Ph 50

9h
NaOH | H,O

Y

0
Ph;P=CH-C-OCH,CH;

2

Figura 22: Esquema reacional para Sintese do llideo de Fosforo

A um baldo de fundo redondo de 500 mL, acoplado a um
condensador de refluxo, com tubo de cloreto de calcio anidro sob agitacao
magnética, foram adicionados 14,00 g (83,83 mmol) de bromoacetato de
etila (48), 200 mL de tolueno purificado e 23,20g (88,45 mmol) de
trifenilfosfina (49). A mistura reacional foi mantida sob agitagdo magnética

por 9 horas.

Observou-se a formag¢do de um precipitado branco em poucas horas e
mais intensamente ao final da reagdo. O precipitado obtido (50) foi
separado da mistura reacional por filtragdo a vacuo, lavado com éter
dietilico (3 vezes o volume de 30 mL) e posteriormente levado ao

dessecador por uma hora e depois pesado.
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Apos secagem, o produto foi dissolvido em 300 mL de agua
destilada e, sob constante agitagdo, adicionou-se lentamente o mesmo
volume de uma solucio de NaOH mol.L™". Observou-se o aparecimento de
um precipitado castanho claro, que foi separado da fase aquosa por
filtragdo a vacuo e lavado com solugdo de NaOH 0,1 mol/L (3 vezes o

volume de 50 mL).

O solido foi dissolvido com diclorometano, secado com sulfato de
magnésio anidro e depois filtrada. O solvente foi evaporado sob pressdo

reduzida e a amostra obtida imediatamente resfriada em dessecador.

4.2.2 — Preparaciio dos Esteres Cindmicos

Os ésteres cinamicos foram preparados através da reagao entre os
benzaldeidos (figura 23) e a Ilida de fosforo recém preparada. O

procedimento abaixo foi realizado para todas as 12 reagoes.

A um balao bitubulado de 50 mL, foram adicionados 7,55 mmol do
composto 51, uma quantidade equivalente de EcTF com excesso
(aproximadamente 7,70 mmol) e uma quantidade suficiente do catalizador
acido benzoico em 50 mL de Tolueno. A mistura foi mantida sob
aquecimento e agitacdo magnética constante entre 16 a 24 horas através de
um sistema de refluxo. A solugdo resultante foi resfriada a temperatura
ambiente e transferida para um funil de separagdo, onde foram adicionados
uma solugdo saturada de NaHCO; (30 mL) e éter etilico (50,0 mL). A fase
organica foi separada e lavada com solugao saturada de NaHCO; (3 vezes o
volume de 30 mL) e secada com CaCl, anidro e filtrada. O solvente foi
evaporado sob vacuo, e o produto resultante purificado por cromatografia
em silica gel flash, utilizando-se uma mistura de hexano e acetato de etila

como fase movel.
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Ji§ 0 ?
[ Acido Benzbico
R"H +  PhP=C-C. _ A
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Figura 23: Preparacdo dos Esteres Cindmicos

4.2.3 - Preparacdo das Diidrocumarinas

As diidrocumarinas foram preparadas a partir da reacao entre os
ésteres cindmicos recentemente obtidos e fenois. Acidos cindmicos obtidos
comercialmente e fenois, também foram utilizados para esse fim (Figura
24).

Foram pesados, 0,5340 mmol do composto 4 ¢ colocados num balao
bitubulado de 50 mL, contendo 30 mL de uma solu¢do de acido
trifluoracético e diclorometano (TFA: CH,Cl,) na propor¢ao de 4:1.

Adicionou-se ainda, 53,50 mmol do composto 53 (ou 55).
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Figura 24: Obtencgdo das diidrocumarinas a partir dos ésteres cindmicos (1) e a partir

dos acidos cindmicos (2)

A mistura foi mantida sob agitagdo constante a temperatura ambiente
por (24-36) horas. A reagao foi acompanhada por CCD utilizando hexano e
acetato de etila como fase movel. O sistema foi aberto e deixado em
repouso por 2 horas (para evaporar o excesso de TFA). Transferiu-se para

um funil de separacdo, onde foram adicionados diclorometano (20 mL),
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agua (5 vezes o volume de 20 mL), solugcao de NaOH 0,001 M (3 vezes o
volume de 20 mL) e agua novamente (2 vezes o volume de 20 mL). A fase
organica foi retirada do funil, secada com MgSO, anidro e concentrada a

vacuo.

A amostra resultante foi purificada por cromatografia em silica gel

flash, com hexano ¢ acetato de etila.

4.2.4 — Atividade Biologica

- Reagentes e equipamentos:

- Tampdes utilizados

Tampao A: Tris 50 mM, pH 8,0

Tampao B: Tris 50 mM, pH 8,0 contendo 0,1 % de soro albumina bovia
(BSA).

Tampao C: Tris 50 mM, pH 8, contendo 0,1 M NaCl e¢ 0,02 M de

Tampao D: 50 mM NaH,PO,, pH 7,6.

- Enzimas

Acetilcolinesterase de peixe elétrico (Tipo VI-S, pé liofilizado, 292
U/mg solido, 394 U/mg proteina, Sigma, lote: 046K7675) foi utilizada em
todos os ensaios em CCD e microplaca utilizando o reagente colorimétrico
de Ellmam. A enzima liofilizada foi dissolvida em tampao A para preparar

uma solugdo estoque 1000 U/mL e, posteriormente diluida em tampao B
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para obter uma solu¢ao de enzima 0,226 U/mL utilizada no ensaio em
microplaca ou em tampao A para obter uma solugdo de enzima 3 U/mL

para ser utilizada no ensaio em CCD.

- Substrato

Iodeto de acetiltiocolina (ACTT) (Sigma-Aldrich®) foi o substrato utilizado

nos ensaios em microplaca 15 mM em agua Millipore.

- Reagentes colorimétricos

Acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) (Sigma-Aldrich®) ou reagente

de Ellman foi utilizado nos ensaio em microplaca 3 mM em tampao C.

- Leitor de microplacas

Placas de poliestireno com 96 pogos (300 uL/TPP®) e equipamento leitor
de microplacas Thermo Scientific modelo Multiskan FC foi utilizado para
medir a absorbancia em 412 nm para a reacdo enzimatica no ensaio em

microplaca.

- Procedimento:

Em leitor de microplaca de 96 pocos, foram adicionados em
sequéncia os reagentes a seguir: 25 pl da solugdo aquosa do substrato, 125
puL de uma solucao do reagente de Ellman, 50 uL. de tampao B e 25 ul da
solugcdo de amostra ¢ a absorbancia monitorada a cada 10 s durante 230 s
em 412 nm. Apds esse periodo 25 pul. de uma solugdo aquosa de enzima
AChE foram adicionados e a absorbancia novamente monitorada a cada 10

s durante 230s em 412 nm.
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- Calculo:

As porcentagens de inibi¢do foram calculadas comparando-se as
taxas das reacdes das amostras com a taxa de reagdo do controle (solvente

utilizado para solubilizar cada amostra) através da equagao:

% inibicao =100 — ;’“ x100 Eq. (3)

rc

Onde:

T, = Taxa da reacdo da amostra

T, = Taxa da reacdo de controle

A concentragdo de cada amostra foi analisada em triplicata e os
resultados avaliados através dos valores médios, considerando apenas

aqueles com desvio padrao menores do que 6%.

As taxas das reagdes foram calculadas utilizando software apropriado
(GraphPad Prism versdo 5.0). Qualquer aumento da absorbancia antes da
adicdo da enzima devido a hidrolise espontinea do substrato foi
corretamente corrigido subtraindo-se a taxa da reacdo antes da adicdo da

enzima da taxa obtida apos a adi¢ao da enzima.
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5 — Resultados e Discussao

A seguir serdo discutidas todas as etapas sintéticas realizadas, assim
como os aspectos mais relevantes da analise estrutural e também a analise da

relagdo entre estrutura molecular e atividade biologica.

5.1 — Sintese do Etoxicarbonilmetileno(trifenil)fosforano (EcTF)

49

Ph—ll)—Ph
Ph 2

Figura 25: Mecanismo de formag¢do do EcTF

O (EcTF) foi sintetizado de acordo com o protocolo descrito no
procedimento experimental. A primeira etapa consiste na formagdo do sal de
fosfonio apos substitui¢do nucleofilica da trifenilfosfina com o bromoacetato
de etila, que ficou evidenciado pela formag¢do de um precipitado branco no
sistema de refluxo apos poucas horas de reagdo. Na segunda etapa, o produto
de interesse foi formado apds a eliminagdo de dgua em meio bdsico com

rendimento de 92%.
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- Dados:

5.2 — Sintese dos Esteres Cindmicos

Name: Etoxicarbonilmetileno(trifenil)fosforanc

Ponto de Fusao: (139 - 140,2) °C

Iniciou-se a sintese dos ésteres cinamicos através da reagao de Wittig

/
Ph

P2 | ~y=—och,ch,
\

Ph-P=C

COOEt
57

Oxifosfetana

Figura 26: Mecanismo de reacdo do Ester Cindmico

O EcTF tem a carga do carbanion estabilizada devido a ressonéncia

desses elétrons com a carbonila ao seu lado (figura 26). Portanto, tem-se uma

Ilida menos reativa, o que justifica o uso de acido benzodico como catalizador.

Outra consequéncia da utilizacdo desse tipo de Ilida ¢ a formagdo

induzida do isdmero E, que € o mais estavel (observado através da analise dos
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espectros de RMN). De fato, em todas as reagdes foi verificada apenas a

formacao desse isdmero com rendimentos apreciaveis, entre 47% e 70%.

Foi possivel verificar, através dos espectros de infravermelho (em
anexo), o aparecimento de bandas de absor¢do caracteristicas dos compostos
sintetizados. Observou-se uma banda larga no intervalo de 1690 a 1740 cm’'
referente ao estiramento da carbonila (C=0O) e duas bandas médias entre 1625
e 1640 cm™, caracteristica do estiramento da ligagdo carbono-carbono (C=C).
Tem-se também um sinal duplo entre 1000 e 1300 cm’ referente ao

estiramento simétrico da ligagao C — O.

Tabela 1: Correlagdo entre as bandas de absor¢do em infravermelho e os grupos

funcionais para os ésteres cindmicos obtidos.

Composto C=0 C=C CcC—oO
58 1709 1637 1181
59 1706 1639 1125
60 1707 1643 1119
61 1710 1645 1175
62 1702 1631 1199
63 1709 1636 1120
64 1711 1641 1118
65 1706 1636 1041
66 1705 1604 1030
67 1708 1639 1064
68 1692 1634 1006
69 1703 1633 1036

Através dos espectros de 'H RMN foram analisados os diferentes

deslocamentos quimicos () entre os sinais de multipletos. Desse modo, foi
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possivel confirmar as estruturas propostas para os ésteres cinamicos
analisados. Atribuiu-se o sinal do tripleto que aparece proximo de 1,3 ppm
aos hidrogénios ligados ao carbono 12 (figura 26) vizinhos a dois hidrogénios

acoplados com (J = 7,1Hz).

Figura 27: Estrutura molecular dos ésteres cindmicos

Um quarteto foi identificado préximo a 4,2 ppm e atribuido aos
hidrogénios do carbono 11, porque existem trés hidrogénios adjacentes

acoplados (J =7,2Hz).

Observou-se também a presenca de dupletos na regido entre 6,5 ¢ 7,0
ppm que caracterizam os dois hidrogénios da ligacdo dupla. E ainda, sinais na

regido entre 7,0 e 9,0 ppm, caracteristicas de protons de anel aromatico.
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- Dados dos produtos obtidos:

Descricao: Solido cristalino e transparente

0]
6 7 9 1 .2 i1-2- i
S | \/)U\O /\]2 Name: 3-Fenil-2-propenoato de etila
, o Ponto de Fusio: (137,9 - 138,8) °C
58
} Rendimento: 50 %

Tabela 2: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 58

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,34 H-12 t 7,14
4,27 H-11 q 7,18
6,45 H-7 e H-8 d 15,91
7,38 H-3, H-4, H-5 m -

7,48 - 7,56 H-2 m -
7,70 H-6 d 15,91

Tabela 3: Dados espectrais de RMN de e para o composto 58

d (ppm) Atribuicdo
14,21 C-12 (CH3)
60,40 C-11 (CHyp)

118,12 ¢ 127,93 C-7 e C-8 (C=C)
128,76 C-1(C)
130,11 C-2 e C-3 (CH)
134,32 C-5 ¢ C-6 (CH)
144,49 C-4 (CH)
166,89 C-9 (C=0)
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0 Descri¢ao: Solido amarelo claro
S N ! Name: 3-(2-piridin)-2-propenoato de etila
1 .
| 8 Ponto de Fusdao: (65,5 - 66,7) °C
=N
3 Rendimento: 48 %

Tabela 4: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 59

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,26 H-12 t 7,10
4,20 H-11 q 7,18
6,85 H-8 d 15,85
7,36 H-7 d 7,80

7,15-17,23 H-3 m -
7,55 -17,69 H-4 e H-5 m -
8,40 — 8,70 H-6 m -

Tabela 5: Dados espectrais de RMN de e para o composto 59

d (ppm) Atribui¢do
14,04 C-12 (CHs)
60,43 C-11 (CHp)

122,31 ¢ 124,03 C-7 e C-8 (C=C)
136,66 C-1(C)
142,96 C-6 (CH)
149,80 C-3 e C-5 (CH)
152,65 C-4 (CH)
166,46 C-9 (C=0)
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Descri¢ao: Solido branco a amarelo claro

o)
o ! 9 ! Name: 3-(4-piridin)-2-propenoato de etila
N \/U\o/\,z (4-piridin)-2-prop
N_ 8 Ponto de Fusdo: (57,5-59,1)°C
3 60 Rendimento: 54 %

Tabela 6: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 60

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,28 H-12 t 7,18
4,22 H-11 q 7,07
6,56 H-8 d 15,85

7,18 -17,22 H-7 m -
7,32 -17,54 H-2 e H-6 m -
7,55 -17,67 H-3 e H-5 m -

Tabela 7: Dados espectrais de RMN de " C para o composto 60

6 (ppm) Atribui¢do
14,18 C-12 (CH3)
61,04 C-11 (CHy)

123,63 ¢ 128,38 C-7 e C-8 (C=C)

131,96 C-1(C)
141,11 C-2 e C-6 (CH)
149,42 C-3 e C-5 (CH)
165,80 C-9 (C=0)
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Descricido: Solido amarelo cristalino

0
6 7 11
s 1 \}U\O P Name: 3-(4-nitrofenil)-2-propenoato de etila
o O o Ponto de Fusio: (1289 - 131,0) °C
2 Rendimento: 68 %

Tabela 8: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 61

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,34 H-12 t 7,14
4,26 H-11 q 7,01
6,30 H-8 d 16,09
6,85 H-2 e H-6 d 8,56
7,43 H-3 e H-5 d 8,56
7,63 H-7 d 16,09
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Descri¢ao: Solido branco

O
6 7 9 11 . (A . N .
S I \/U\O P i Name: 3-(4-metilenofenil)-2-propenoato de etila
i ’ Ponto de Fusio: (71,2 - 72,0)°C
: 3 62 Rendimento: 49 %

Tabela 9: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 62

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
1,36 H-12 t 7,14
1,57 H-13 S -
4,31 H-11 q 7,27
6,57 H-6 d 16,09
7,68 H-7 e H-8 d 8,56

7,71 -7,79 H-2 m -
8,26 H-3 e H-5 d 8,82
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Descriciao: Solido branco

0"~ Name: 3-(4-etilenofenil)-2-propenoato de etila
14

Ponto de Fusao: (65,5 -66,7) °C
Rendimento: 49 %

Tabela 10: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 63

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
1,47 H-8 e H-14 t 7,01
4,03 -4,18 H-7 e H-13 m -
7,02 H-3 e H-5 S -
7,43 - 7,53 H-2 m -
7,61-7,73 H-6 m -
7,79 - 7,91 H-9 e H-10 m -
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s
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o>

Descricio: Oleo branco a transparente

Name: 3-(4-hidroxifenil)-2-propenoato de etila

Rendimento:

61 %

Tabela 11: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 64

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
1,34 H-13 t 7,10
4,26 H-12 q 7,12
6,29 H-3 d 16,07
6,86 H-8 e H-9 d 8,74
7,41 H-2 e H-6 d 8,89
7,63 H-5 d 15,91

Tabela 12: Dados espectrais de RMN de >C para o composto 64

d (ppm) Atribui¢do
14,28 C-13 (CH3)
60,53 C-12 (CH,)

115,15 ¢ 115,89 C-8 e C-9 (C=C)

126,73 C-4 (C)
129,94 C-3 e C-5 (CH)
144,73 C-2 e C-6 (CH)
158,33 C-1(C)
167,88 C-10 (C=0)
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)
5 10 14
6 y \,/[k 2N
LGy
8 3
0 2 65

Descri¢cdo: Solido branco cristalino

Name: 3-(4-etoxifenil)-2-propenoato de etila
Ponto de Fusdo: (153,4-155,0)°C
Rendimento: 49 %

Tabela 13: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 65

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
1,33 H-15 t 7,14
1,43 H-9 t 7,14
4,06 H-8 q 7,01
4,25 H-14 q 7,01
6,30 H-11 d 15,83
6,89 H-3 e H-5 d 8,82
7,46 H-2 e H-6 d 8,82
7,64 H-10 d 16,09
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0 Descri¢ao: Soélido branco
5 10 14
. 4 Name: 3-(4-metoxifenil)-2-propenoato de etila
: \H/Ego/\ ;
LNy Ponto de Fusdo: (156,5-156,9) °C
O 3
2 66 Rendimento: 59 %

Tabela 14: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 66

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
1,26 H-15 t 7,14
3,77 H-8 s -
4,18 H-14 q 7,27
6,24 H-11 d 16,09
6,83 H-3 e H-5 d 8,82
7,41 H-2 e H-6 d 8,56
7,57 H-10 d 15,83

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacdo da Atividade Anticolinesterdsica



Capitulo 5: Resultados e Discussdo 44

| 0 Descri¢iio: Oleo amarelo
6 7 10
O 1 \/”\O/\
O g 0 I Name: 3-(3,5-dimetoxifenil)-2-propenoato de etila
4 2
_0 67 Rendimento: 60 %
12
Tabela 15: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 67
o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
1,34 H-11 t 7,10
3,80 H-12 e H-13 ] -
4,26 H-10 q 7,07
6,41 H-8 d 16,07
6,47 - 6,51 H-4 m -
6,66 H-2 e H-6 d 2,18
7,60 H-7 d 15,91

Tabela 16: Dados espectrais de RMN de e para o composto 67

d (ppm) Atribui¢do
14,25 C-11 (CH3)
55,33 C-12 ¢ C-13 (CH3)
60,49 C-10 (CH,)

102,42 ¢ 105,82 C-7 e C-8 (C=C)
118,67 C-1(C)
136,23 C-2 ¢ C-6 (CH)
144,52 C-3eC-5(C)
160,90 C-4 (CH)
166,92 C-9 (C=0)
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| ) , o Descri¢do: Solido branco
0 1 \/EJ\O/\ ., Name: 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-propenoato de etila
@ 2 Ponto de Fusao: (66,0 - 68,6) °C
O 68 Rendimento: 60 %

Tabela 17: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 68

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,34 H-11 t 7,10
3,89 H-12, H-13 e H-14 S -
4,26 H-10 q 7,07
6,35 H-8 d 15,91
6,75 H-2 e H-6 S -
7,60 H-7 d 15,83

Tabela 18: Dados espectrais de RMN de e para o composto 68

6 (ppm) Atribuigdo

14,28 C-11 (CH3)

56,08 C-12, C-13 ¢ C14 (CH3)
60,92 C-10 (CH,)

105,10 ¢ 117,46 C-7 ¢ C-8 (C=C)

129,92 C-1(C)

139,97 C-2 e C-6 (CH)
144,52 C-3¢C-5(C)
153,37 C-4 (C)

166,91 C-9 (C=0)
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Descricao: Solido amarelo cristalino

Name: 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-
2-propenoato de etila

Ponto de Fusao: (69,7 -70,0) °C

Rendimento: 70 %

Tabela 19: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 69

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,33 H-16 t 7,18
3,91 H-10, H-18 S -
4,25 H-15 q 7,20
6,29 H-12 d 15,91
6,76 H-3 e H-5 S -
7,59 H-11 d 15,91

Tabela 20: Dados espectrais de RMN de e para o composto 69

o (ppm) Atribuicdo
14,28 C-16 (CH3)
56,24 C-10, C-18 (CH3)
60,35 C-15 (CHy)

104,93 ¢ 115,90 C-11 ¢ C-12 (C=C)
125,84 C-4 (C)
137,00 C-3 e C-5 (CH)
144,83 C-2 e C-6 (C)
147,13 C-1(C)
167,14 C-13 (C=0)
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5.3 — Sintese das Diidrocumarinas

As diidrocumarinas foram preparadas a partir de trés ésteres cinamicos

obtidos por via sintética e trés dcidos cindmicos comerciais.

(0] (0)
o o
HO 64 >0 66
(0) (0]
-0 X o™ <O B OH
"o 68 O 70
_0
| o i
0) X0 WLOH
HO
0 69 71

Figura 28: Esteres e Acidos Cindamicos utilizados na sintese da Diidrocumarina

Dentre os compostos, escolheram-se aqueles cuja molécula apresentava
maior variabilidade e complexidade estrutural para a analise comparativa
entre atividade bioldgica e estrutura molecular. Os demais compostos

sintetizados ser¢o utilizados em outros trabalhos.

A reacdo de hidroarilagdo observada no mecanismo na figura 29 abaixo
tem uma caracteristica importantissima, a formacao de um centro quiral no

produto, podendo formar esterioisdmeros.

Durante as primeiras horas de sintese, percebeu-se uma evidente
alteracdo na cor da mistura em todas as reagdes. Verificou-se também o
surgimento de cristais nas paredes do baldo apds 12 horas de reagdo. Os

rendimentos das rea¢des variaram entre 39% a 97%.
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0 OH
0 R
/_\ ~ l.: | P o~ N
XX 0-R + H—00C—C-F —— R

=z n F

Figura 29: Mecanismo de reagdo das Diidrocumarinas

A evidéncia mais relevante da formacao do produto, apds andlise do
espectro de infravermelho foi o deslocamento do sinal para estiramento da
carbonila. Nos ésters cinamicos os elétrons da carbonila estdo conjugados
com os da ligacdo dupla, em consequéncia, a posicdo do sinal ¢ deslocado
para o intervalo de 1690 ¢ 1740 cm™. A ligagdo dupla é consumida na reacio,
formando as diidrocumarinas (lactonas ciclicas). A perda da conjugagao

provoca o deslocamento do sinal para o intervalo de 1735 ¢ 1770 cm™.

Foi verificado também o desaparecimento da banda correspondente ao
estiramento da ligacdo C=C no intervalo entre 1625 ¢ 1640 cm” e o
aparecimento de uma banda de absor¢do para o estiramento simétrico da

ligacdo C—O caracterizado por um sinal forte entre 1000 e 1300 cm™.
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Tabela 21: Correlagdo entre as bandas de absor¢do em infravermelho e os grupos
funcionais para as diidrocumarinas obtidas.

Composto Cc=0
73 1758
74 1762
75 1766
76 1773
77 1764
78 1742
79 1740

Figura 30: Estrutura molecular das Diidrocumarinas

Foi possivel confirmar as estruturas da maioria dos compostos
esperados através dos espectros de RMN de 'H. E caracteristico de todas as
diidrocumarinas um par de duplos dubletos (Figura 30), cada um integrado
para um atomo de hidrogénio, na regiao entre 3,0 ¢ 3,3 ppm (J=15,5 Hz ¢ 8,3
Hz aproximadamente), devido ao acoplamento dos hidrogenios H,-3 ¢ Hy-3
(nd3o equivalentes) com o hidrogénio H-4, respectivamente. Outro duplo
dubleto ¢ verificado na regido entre 4,0 ¢ 4,6 ppm (J = 7,8 Hz ¢ 6,2 Hz,
aproximadamente), representando o hidrogénio H-4. Os demais sinais sdo de
hidrogénios dos anéis aromaticos, que tem seus sinais no intervalo de 6,5 a

9,0 ppm.
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-Dados dos produtos obtidos:

e} Descricao: Solido branco a amarelo
Name: 4-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona

Ponto de Fusao: (120,1-121,9)°C

Rendimento: 44 %

Tabela 22: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 72

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
3,00 H,-3 dd 15,57 ¢ 8,30
3,07 Hy-3 dd 15,83 ¢ 5,97
3,81 H-19 S -

4,31 H-4 dd 7,8¢6,2
6,89 H-14 e H-17 d 8,82
6,99 H-13 d 7,01
7,09 H-8, H-9, H-10 d 8,56
7,14 H17 d 6,75
7,31 H-7 S -
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Descri¢ao: Solido branco a castanho

Name: 4-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona

Ponto de Fusdo: (123,5-125,0)°C

Rendimento: 57 %

Tabela 23: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 73

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
3,09 H,-3 dd 15,83 ¢ 6,75
3,19 Hy-3 dd 15,83 ¢ 6,23
3,79 H-25 S -

4,45 H-4 dd 7,93 € 6,21
6,87 H-20 e H-22 d 8,82
7,10 H-8, H-9, H-10 m -
7,57 H-11, H-13, H-14 d 8,56
7,83 HI19 d 6,75
8,31 H-23 S -
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Descri¢ao: Solido branco
Name: 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona
Ponto de Fusao: (125,9 - 128,1) °C

Rendimento: 39 %

Tabela 24: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 74

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
2,97 H,-3 dd 15,83 ¢ 7,79
3,06 Hy-3 dd 15,83 ¢ 5,97
4,28 H-4 dd 7,50 € 6,50
5,97 H-25 S -

6,62 H-12 e H-13 s -
6,78 H-22 d 8,30
7,02 H-23 d 8,30
7,12 H-7 e H-14 m -
7,31 H-19 m -
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Descri¢cdo: Solido branco
Name: 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona

Ponto de Fusao: (126,0 - 128,9) °C

Rendimento: 45 %

Tabela 25: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 75

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
3,08 H,-3 dd 15,83 ¢ 6,49
3,19 Hy-3 dd 15,83 ¢ 6,23
4,42 H-4 dd 7,22 ¢ 6,44
5,95 H-22 s -

6,63 H-14 e H-15 m -
6,77 H-9 d 8,56
7,14 H-10 d 8,56
7,58 H-19, H-25 e H-26 m -
7,84 H-8 d 7,79
8,32 H-11 d 8,30

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacdo da Atividade Anticolinesterdsica



Capitulo 5: Resultados e Discussdo

54

Descricdo: Soélido Marron

Name: 4-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-
3,4-diidro-2-cromenona

Ponto de Fusao:

(109,1 - 111,2)°C

Rendimento: 39 %

Tabela 26: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 76

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
3,11 H,-3 dd 15,83 ¢ 7,53
3,20 Hy-3 dd 15,83 € 6,23
3,82 H-25 e H-28 s -

4,42 H-4 dd 7,53 ¢ 6,23
6,41 H-19 e H-23 s -
7,12 H-8 d 8,30
7,58 H-9, H-10 e H-11 m -

7,85 H-13 d 7,78
8,32 H-14 d 8,30

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacdo da Atividade Anticolinesterdsica



Capitulo 5: Resultados e Discussdo 55

Descricdo: Solido branco a amarelo
Name: 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona
Ponto de Fusao: (61,1 -62,0)°C

OH Rendimento: 86 %

Tabela 27: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 77

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
3,09 H,-3 dd 15,57 € 6,49
3,19 Hy-3 dd 15,83 ¢ 6,49
4,44 H-4 dd 7,83 € 6,56
6,80 H-16 e H-18 d 8,56
7,04 H-15 e H-19 d 8,56
7,12 H-7 d 8,30
7,57 H-8 m -

7,84 H-9 d 8,04
8,32 H-10 d 7,53
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Descri¢dao: Solido branco a amarelo

Ponto de Fusao: (63,3 -64,1)°C

2 OH Rendimento: 97 %

Name: 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona

Tabela 28: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 78

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
3,09 H,-3 dd 15,83 ¢ 6,49
3,19 Hy-3 dd 15,83 € 6,23
4,45 H-4 dd 7,83 ¢ 6,56
6,80 H-20 e H-22 d 8,82
7,05 H-19 e H-23 d 8,56
7,13 H-8 d 8,56
7,57 H-9, H-10 e H-11 m -

7,84 H-13 d 8,56
8,32 H-14 d 8,82
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Entretanto, em algumas reacdes nao foi verificado a formagdo do

produto de interesse. Estes estdo disponiveis na tabela 29.

Tabela 29: Relagdo dos compostos esperados que ndo se formaram nas sinteses

Nome Estrutura Molecular
0
o}
3-metil-4-fenil-3,4-diidro-2-cromenona O O
80
0
0
3-metil-4-fenil-3,4-diidro-2-benzocromenona OO O
81
0
0
Y ~
4-(3,4,5-trimetoxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona O O o
82
0
0
O\
4-(3,4,5-trimetoxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona OO O o
83
0
0
O\
4-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona O O
OH
_0
84

Esperava-se que todos os compostos acima fossem formados apos
reacdo com o fenol e o naftol com os ésteres e dacidos cinamicos

respectivamente, o que nao foi observado.
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O insucesso na formacgdo dos compostos 80 ¢ 81 da tabela 29 acima
pode ser atribuido a estabilidade do carbocation formado apds o ataque
nucleofilico da dupla ligacdo ao TFA. Esse carbocation ¢ vizinho ao grupo

fenil a esquerda e a um carbono a-carbonila metilado a direita (figura 31).

O impedimento estérico, também promovido pela metila, pode
impossibilitar a aproximacdo do fenol para a substituicdo -eletrofilica

I I 2426
aromatica com o carbocatlon.[ ]

0 OH
Q F +
e i N OH |\ R
=
4

N CoH 4+ H—O00C—C—F —» g
R—F i =
| / F
71 72

Figura 31: Formagdo de um carbocation estavel, impossibilitando a substitui¢do
eletrofilica aromdatica.

A presenca de um grupo metoxi (OCH;) nas posicdes 3 ¢ 5 do anel
aromatico no composto 68 pode influenciar a sua reatividade. O metoxi € um
grupo desativante do anel para a posi¢ao meta por efeito indutivo. O carbono
meta desativado nesse caso ¢ vizinho ao carbocation, tornando-o
extremamente instavel, com tempo de vida pequeno e insuficiente para sofrer
o ataque nucleofilico do fenol na proxima etapa da reagdo. Em consequéncia,
o produto ndo se forma ou ¢ obtido em pequeno rendimento. No caso dos

compostos 82 e 83, nao houve formagao do produto'[24-26]

Além disso, as reagdes de hidroarilagdo de ésteres e acidos cindmicos
na presenca do fenol sdo mais eficientes quanto maior o numero de grupos
doadores de elétrons ligados ao fenol. Isso significa que a reagdo ¢ favorecida

quando acontece na presenca de fendis com maior forca nucleofilica.l"!
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Na reagdo entre o composto 69 com o fenol, deveria ser formado o
produto 84. Porém, de forma surpreendente, os espectros de RMN de 'H e de
PC em 2D (HMBC) em anexo, mostraram que houve a formacio de um

produto inesperado (figura 32).

© NN+ H—OOC—C F —>

69

J

0
0 HO
Cror
HO OH
0L F— c CoO
85 I

Figura 32: Formacgdo de um produto Ciclico

O carbocation formado na primeira etapa ¢ instavel, por motivos ja
explicados anteriormente, no entanto houve formacdo do produto em

rendimento baixo (40,7%).

A explicagao mais plausivel seria o equilibrio no estado de transicao.
Sabe-se que nesse momento, existem duas possibilidades de ataque

nucleofilico pelo fenol: um a posicdo orto e outro a posi¢io para.*®

Inicialmente, observa-se que o ataque nucleofilico através da posicao
orto ¢ desfavorecido por impedimento estérico, entretanto, forma um produto
final mais estavel. Portanto, no primeiro momento o ataque nesta posi¢cao nao

¢ favoravel (mais lento), mas na medida em que a reagdo se processa O
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equilibrio ¢ deslocado no sentido da formacdo do produto ciclico, muito

estavel (controle termodinimico).”*"!

Por outro lado, como o carbocation formado tem um tempo de vida
muito pequeno no estado de transi¢do, acaba favorecendo a reacdo que ocorre
mais rapidamente, caracteristica do controle cinético. Neste caso o ataque
nucleofilico ocorre na posi¢do para, deslocando o equilibrio no sentido da

formacdo do produto néo ciclico.*®

| 0 9
) X inimi Y
o0 a) Controle Termodinamico XX ~
/

OH b) Controle Cinético
b)

Figura 33: Duas possibilidades de reagdo: controle cinético e controle termodindmico.

O produto ciclico pode ser favorecido pela utilizagdo de nucleodfilos

mais fortes e o produto nao ciclico pelo aquecimento, o que foi observado. A

reacdo realizada a partir do naftol (nucleofilo mais forte) foi capaz de produzir
[26]

o composto ciclico esperado.

Descri¢do: Soélido branco a amarelo

Name: 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-
3-(4-hidroxifenil)-propanoato de etila

” Ponto de Fusiio: (64,2 - 65,5)°C

Rendimento: 41 %
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Tabela 30: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 85

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
1,15 H-15 t 7,14
2,97 H-11 d 8,04
3,84 H-9 e H-17 S -
4,05 H-14 q 7,01
4,42 H-10 t 8,04
6,44 H-3 e H-5 S -
6,75 H-19 e H-23 d 8,56
7,10 H-20 e H-22 d 8,30

No espectro de RMN de 'H (Figura 34 e em anexo), observa-se o
aparecimento de dois dubletos tipicos de acoplamento spin de um sistema
AA’BB’ para anel aromatico 1-4 substituido. Estes hidrogénios estao
presentes em 6, = 6,75 ppme §,= 7,10 integrados com dois hidrogénios cada

e constante de acoplamento de 8,56 Hz e 8,30Hz respectivamente.

Neste mesmo espectro, verificou-se a presenca de um tripleto em 5, =
1,15 integrado para trés hidrogénios, um dubleto em &, = 2,97 integrado para
2 hidrogénios, um singleto em ¢, = 3,87 integrados para os 6 hidrogénios
metilicos, um quarteto em &, 4,05 integrado para 2 hidrogénios e um tripleto
em &, = 4,42 integrado para 1 hidrogénio e por fim um singleto na regidao dos
aromaticos &,= 6,44 integrado para dois hidrogénios. Essas informagdes

confirmaram a formag¢ao do composto em questao.
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Figura 34: Espectro de RMN-'H do composto 85
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Figura 35: Espectro de HMBC - Correlagoes entre o dubleto &, = 2,97 e os sinais de
carbonos 6.=136,3, 6.=46,3e 6.=171,5.
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A fim de eliminar qualquer tipo de duvida, fez-se necessaria a técnica
de RMN em 2D via HMBC. A utilizagdao dessa ferramenta ¢ interessante
porque possibilita analisar o acoplamento de hidrogénios e carbonos a longa

distancia.

Observou-se no espectro de HMBC a correlagdo entre o dubleto em 6,
= 2,97 com o sinal em §.= 136,3 referente ao carbono no anel aromatico 1-4
substituido; em .= 46,3 correspondente ao carbono assimétrico e¢ ainda em

S.= 171,5 referente ao carbono carbonilico (Figura 35)

W\

wWwWw
a
i E : N[ ?

- LMJM
Eo
E 20
7.11,458,0.03 v
- E 60
80
E 100
7.11,128.04,001 F 0
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= E
E 140
6.76, 154.41,0/02 - 160
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E 180
E 200
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Figura 36: Espectro de HVBC - Correlagoes entre os dubletos 6, = 6,75e 6,=7,10
com os sinais de carbono em 6.= 136,3, 6.= 114,6, 6.= 134,3 e o.= 153, 4eem O.=
45,8, 6,=128,0e 6.= 153,9, respectivamente
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A figura 36 mostra dois dubletos do sistema AA’BB’ §,=6,75¢ 5,=
7,10 acoplam-se com os sinais de carbono em §.= 114,6, 5.= 1343 ¢ 5.=

153,4eem §.=45,8, 5.=128,0 ¢ 5.= 153,9, respectivamente.

Pode se verificar na figura 37 que os hidrogénios do singleto observado

em §, = 6,44, acoplam-se com os carbonos aromaticos em .= 133,7 ¢ §.=

146,1 e também com os carbonos fora do anel em 5.=45,8 ¢ 5.= 104,2.

HMBC FIGURA C.ESP

IS

6.45,45.8,0.12

6.45, 104.24, 0.23

F1 Chemical Shift (ppm)

6.45, 133.72, 0.08 E

6.45, 146.14, 0.02 E 140

-

5 4
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 37: Espectro de HMBC - Correlagoes entre o singleto &,, = 6,44 com os sinais de
carbono em 6.= 133,7 e 6.= 146,1(aromaticos) eem 6.= 134,3e 6.= 153,4 eem O
=458, 0.=104,2
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Os hidrogénios do tripleto observado em §,, = 4,42, acoplam-se com os
carbonos aromaticos em .= 129,1, §.= 135,8 e também com os carbonos em
5.= 41,2 e 5.,= 103,7 e com o carbono carbonilico em &.= 172,0 como

observado na figura 38.

H
o DEM
£ o
£ 20
4.43,41.15,0.08 : E
= 40
- E 60
EE
F8 §
Foo=
4.43,103.73, 0.02 g s
£100 &
= L
EE
P:
4.43,129.07,0.05 F120 O
. 4.43,135.79, 0.06 L
E 140
. s 3
443,172, 0.02 - 160
E 180
E 200

T T T T e
7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 38: Espectro de HMBC - Correlagoes entre o tripletod,, = 4,42 com os sinais de
carbono em 6.=129,1e 6.= 1358, 6.=41,2e 6.=103,7 e com o carbono

carbonilico em 6,.= 172,0.

5.4 — Atividade Biologica das Diidrocumarinas

Todas as diidrocumarinas sintetizadas e que apresentaram confirmagao

estrutural mostraram alguma atividade biologica anticolinesterasica.

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacdo da Atividade Anticolinesterdsica



Capitulo 5: Resultados e Discussdo 66

Para este trabalho, foi utilizado o método de Ellman (figura 39) para a
determinagdo da atividade biologica anticolinesterasica. Este método consiste
na determinagdo da taxa de producdo da tiocolina apds a hidrolise da

acetiltiocolina na presencga da enzima acetilcolinesterase (AcCE).

o)
+ O +
S-CH,CH,N(CH;); + AcCE ————> .+ HSCH,CH,N(CH,),
0
86 87 88
COOH

+
HSCH,CHN(CHy),  + 9N

89 S/S\@COOH

90

COOH O COOH O COOH
| +

1
O,N N -
2 + o° \©\ N O,N

91 92

S

Figura 39: Reagdo de Ellman

Foram misturados o reagente de Ellman (DTNB) e acetiltiocolina nos
pocos do espectrofotometro de microplacas e medida a absorbancia como
descrito no procedimento. Depois da adicdo de AcCE observou-se a formagao
de uma coloragdo amarela na solu¢ao devido a catalise enzimatica. Desse
modo, ¢ medida a continuacdo da reacdo da tiocolina com o reagente de
Ellman, cujo produto ¢ o anion amarelo (92). Com a adi¢do das amostras
(tabela 31) antes da acetilcolinesterase, a absorbancia ¢ diminuida, indicando

a inibi¢dao da enzima.
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Tabela 31: Relagdo dos compostos obtidos e analisados pelo método de Ellman

Numero Nome Estrutura Molecular
(0]
(0]
1 4-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona O O
(0]
\
73
(6]
4-(4 ifenil)-3,4-diidro-2 7
-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-
2 b
benzocromenona OO O o
\
74
0
0
3 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona 0
( ) (J Ly
75
0
A 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2- ? N
benzocromenona OO O 0>
76
0
0
5 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona O O
OH
78
[0}
6 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2- )i
benzocromenona OO O on
79
0
o
4-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3,4-diidro-2- SN
7 benzocromenona OO O ol
0
77
OH
3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-(4- | O 0
8 hidroxifenil) propanoato de etila 0 0™
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O método de Ellman se mostrou muito robusto, mas tem uma limitagao
importante; a exigéncia de alta solubilidade em agua das amostras, uma vez
que todas as solugdes utilizadas sdo aquosas. As diidrocumarinas sdo pouco
soluveis em 4gua. Para superar esse problema as amostras foram solubilizadas
numa solu¢do de DMSO (Dimetilsulféxido) a 10% e depois diluidas varias
vezes com agua até alcangar a concentracdo adequada para as analises. Apesar
disso, obteve-se uma oOtima reprodutibilidade nos resultados obtidos para

todas as diidrocumarinas analisadas.

A partir do método descrito acima, foram feitos trés medidas de cada
diidrocumarina e analisadas as porcentagens de inibi¢do em triplicata, de
acordo com a equacao 3 descrita no procedimento experimental (pag. 30).
Consideraram-se apenas os valores que reproduziram nos trés experimentos e

descartados os valores discrepantes.

% de Inibicao das Diidrocumarinas
o u “
41,60
45,00 - 40 06 40 87 - ] .
40,00 - ’
35,00
25 86 25 86
= -
g o 22 50 2147
= 25,00
=
2 20,00 -
S 15,00 |
10,00 -
5,00 -
0,00 -
Dndrocumarlnas

Figura 40: Porcentagem de inibi¢do apresentado pelas diidrocumarinas analisadas em
ensaio de microplacas pelo método de Ellman
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O célculo utilizado para determinar as porcentagens apresentadas na
figura 40, avaliam o quociente entre a absorbancia verificada para uma
solucdo contendo a acetiltiocolina (72) + o reagente de Ellman (75) + AcCE
(73) + a solucdo amostra e outra solugdo igual sem a adigdo da amostra.
Através do valor obtido, ¢ possivel calcular a taxa de inibicdo, ou seja, a
quantidade de acetilcolinesterase inibida quando adicionada as

diidrocumarinas de acordo com a equagao 3.

Os resultados verificados na figura 40, para os trés experimentos, foram
realizados utilizando-se a espectroscopia no UV-Vis com comprimento de
onda de 412 nm. Estes valores de atividade biologica estao relacionados com

as estruturas numeradas da tabela 31.

5.5 — Relagdo entre estrutura molecular e atividade biolégica (SAR)

Como demonstrado na introdugdo, a acetilcolinesterase possui dois
subsitios de interagdo, um estearico ¢ um anidnico. O subsitio ani6nico
interage com a por¢ao trietilaménio (catidénico) da acetilcolina e o estearico ¢
responsavel pela catdlise e interage com a porcdo estedrica da acetilcolina.
Interag¢des secundarias observadas podem contribuir com a maximizagao das

. ~  [3,12
1nteragoes.[’ ]

O subsitio estearico caracteriza-se pela afinidade a grupos hidrofilicos.
O grupo serina, localizado no subsitio estearico, contém uma hidroxila livre
capaz de efetuar um ataque nucleofilico a carbonila da acetilcolina, levando-a
a hidrolise. Por analogia, ¢ possivel aceitar que todos os compostos
sintetizados reagem com a serina da mesma forma. Além disso, estes
compostos podem interagir como doadores de elétrons nas ligacdes de

hidrogénio do lactona com o “buraco oxidonico” de aminoacidos formado pela
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Alamina ¢ a Glicina. Portanto, quanto maior a quantidade de grupos

hidrofilicos presentes maior sera a quantidade de interagdes (figura 41).1'%"?!

B Residuos de Aminoécidos
B Interagdes Intermoleculares

B Sitio Ativo da Acetilcolinesterase

Figura 41: Possiveis interagoes intermoleculares das diidrocumarinas com os sitios ativos

da acetilcolinesterase.

O resultado das analises de atividade biologica mostrou que a resposta
anticolinesterasica proveniente de moléculas contendo um ou dois anéis na
sua estrutura ¢ praticamente a mesma. O aumento na quantidade de anéis

aromaticos ndo causou acréscimo significativo na inibicao da enzima.

O aumento da porcentagem de inibigdo na medida em que se aumenta a

quantidade de grupos contendo aceptores de ligacdes de hidrogénio nas
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diidrocumarinas, também ¢ um fato. Esses grupos podem interagir com os
aminoacidos do sitio periférico anidnico e os grupos que possuem anel
aromatico interagem com os residuos de aminoacidos do sitio catalitico
anidnico.*

E o que ocorre com os compostos da tabela 31, que se diferenciam

apenas pelas quantidades diferentes dos grupos ligados ao anel aromatico.

Os compostos 73 e 74 possuem apenas um grupo aceptor de ligacdes de
hidrogénio (o grupo metoxi) na posicdo 4 ¢ apresentam o valor de
aproximadamente 25% de inibi¢do. Os compostos 78 € 79, também possuem
um grupo aceptor de ligagdes de hidrogénio na mesma posi¢ao com um valor

de inibigao proximo (de 22%).

O acréscimo de um oxigénio ligado a posicdo 3 do anel aromatico
contribuiu de forma significativa com a porcentagem de inibi¢do observado
para os compostos 74 e 75 através do grupo dioximetil (OCH20). Obteve-se

o valor aproximado de 40% de inibigao.

Entretanto a presenca de trés grupos aceptores de ligacdoes de
hidrogénio ndo apresentou aumento na porcentagem de inibicdo, mantendo
valores proximos de 40% de inibicdo. Com esse resultado, ¢ razodvel pensar
que as posigoes 3 e 4 sao privilegiadas e contribuem para o aumento da

porcentagem de inibigao.
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6 — Conclusoes e Perspectivas

Os objetivos deste trabalho foram integralmente alcangados.

A sintese dos ésteres cinamicos através de uma Ilida de fosforo
mostrou-se um procedimento extremamente simples ¢ altamente eficaz,
resultando na formagdo do produto com rendimentos apreciaveis. Os
espectros de infravermelho ¢ de RMN confirmaram a formacdo dos

produtos.

Através da Hidroarilagdo, ao contrario, nao foi possivel obter todos
os produtos. No entanto, para todas as diidrocumarinas que se formaram,

obteve-se resposta anticolinesterasica.

O método de Ellman, para a determinagdo da atividade bioldgica
anticolinesterdsica mostrou-se muito eficiente, pois ¢ extremamente

seletivo e muito simples de se realizar.

A obtengdo do produto nao ciclico (85) nao esperado foi
surpreendente e interessante, nao s6 por formar um produto novo, como por

apresentar atividade anticolinesterasica.

Pretende-se, em trabalhos futuros, sintetizar mais diidrocumarinas e
derivados, procurando obter moléculas cada vez mais seletivas, eficazes ¢

capazes de ter aplicabilidade terapéutica no futuro.
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8.1 —Anexo Il

8.1.1 - Espectros de RMN-"H do 3-(Fenil)-2-propenoato de etila
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8.1.2 - Espectro de RMN- " C do 3-(Fenil)-2-propenoato de etila
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Normalized Intensity
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Absolute Intensity

Absolute Intensity

8.1.4 - Espectro de RMN- " C do 3-(2-piridin)-2-propenoato de etila
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8.1.5 - Espectro de RMN-"H do 3-(4-piridin)-2-propenoato de etila
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8.1.6 - Espectro de RMN- "~ C do 3-(4-piridin)-2-propenoato de etila
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8.1.7 - Espectro de RUN-"H do 3-(4-Nitrofenil)-2-propenoato de etila
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Absolute Intensity

< < < o < e o < -
[\ w ESN 9} (@) 3 e e] O (w]
llIIIIIIIIIIIIIIIIllllIlllIIIIIIIIIIIIIIllIlllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

e
—

()

8.1.8 - Espectro de RMN-"H do 3-(4-metilenofenil)-2-propenoato de etila
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8.1.9 - Espectro de RMN-"H do 3-(4-etilenofenil)-2-propenoato de etila
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8.1.10 - Espectro de RMN-"H do 3-(4-Hidroxifenil)-2-propenoato de etila
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Absolute Intensity
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Absolute Intensity
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8.1.12 - Espectro de RMN-"H do 3-(4-Etoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.1.13 - Espectro de RMUN-"H do 3-(4-metoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.1.14 - Espectro de RUN-"H do 3-(3,5-dimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.1.15 - Espectro de RMN- " C do 3-(3,5-dimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.1.16 - Espectro de RMN-"H do 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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Absolute Intensity

Absolute Intensity

8.1.17 - Espectro de RMN- " C do 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.1.18 - Espectro de RMN-"H do 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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Absolute Intensity

Absolute Intensity
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8.1.19 - Espectro de RMN- " C do 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.1.20 - Espectro de RMN-"H do 4-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona
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8.1.21 - Espectro de RMN-"H do 4-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona
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8.1.22 - Espectro de RMN-"H do 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona
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8.1.23 - Espectro de RMN-"H do 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona
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8.1.24 - Espectro de RMUN-"H do 4-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona
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8.1.25 - Espectro de RMN-"H do 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona
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1 . o . .o
8.1.26 - Espectro de RMN- "H do 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona
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8.1.27- Espectro de RMN- "H do 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-(4-hidroxifenil) propanoato de etila
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8.1.28 - Espectro de HMBC do 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-(4-hidroxifenil) propanoato de etila
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8.2 - Anexo 2

8.2.1 — Espectro de IV do 3-(Fenil)-2-propenoato de etila
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8.2.2 — Espectro de 1V do 3-(2-piridin)-2-propenoato de etila
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8.2.3 — Espectro de 1V do 3-(4-piridin)-2-propenoato de etila
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8.2.4 — Espectro de IV do 3-(4-Nitrofenil)-2-propenoato de etila
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8.2.5 — Espectro de IV do 3-(4-metilenofenil)-2-propenoato de etila
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8.2.6 — Espectro de IV do 3-(4-etilenofenil)-2-propenoato de etila
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8.2.7 — Espectro de 1V do 3-(4-Etoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.2.8 — Espectro de IV do 3-(4-metoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.2.9 — Espectro de 1V do 3-(3,5-dimetoxifenil)-2-propenoato de etila

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacio da Atividade Anticolinesterdsica




8.2.10 — Espectro de 1V do 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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Resumo

Titulo: SINTESE DE DIIDROCUMARINAS E AVALIACAO DA ACAO
ANTICOLINESTERASICA

OH
O O

ph,p=C—<

0 w0
0 OCH,CHj; R'=_ 0
N -R'
RAYH 2 R@/\/‘LO R 4 RS | Y
T / - - ~ =
3

Figura 1: Sintese das Diidrocumarinas

Diidrocumarinas sdo neoflavonodides que possuem um diversificado
potencial farmacologico comprovado. Neste trabalho, foi realizada a
sintese de andlogos estruturais de diidrocumarinas com o objetivo de obter
compostos biologicamente ativos frente a enzima acetilcolinesterase
(relacionada ao Mal de Alzheimer). Li e colaboradores descreveram em seu
relatorio a possibilidade de sintetizar diidrocumarinas com Otimos
rendimentos, através da hidroarilacdo de olefinas catalisada por acido
trifluoracético (TFA). Neste trabalho, as olefinas utilizadas sdo ésteres
cinamicos obtidos a partir da reagdo entre ilideo de fosforo e benzaldeidos
e também dacidos cinamicos obtidos comercialmente. Estes compostos
reagem por condensacdo com fenodis e posterior ciclizagdo levando a
obten¢dp das diidrocumarinas. Apds a sintese, a purificagdo por
Cromatografia Flash e a caracterizacdo por métodos espectrométricos como
Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), foram
realizados os testes de atividade bioldgica, obtendo resposta

anticolinesterdsica significativa para todos os compostos.

Palavras Chave: Sintese de Diidrocumarina, Atividade Bioldgica,

Anticolinesterase, Mal de Alzheimer.



Abstract

Title: DIHYDROCOUMARIN SYNTHESES AND EVALUATION OF
ANTICHOLINESTERASE ACTION

OH
0 o
= " |\
o  PhsP C_KOCHZCH3 Q R'—— 0
RN H 2 RA-T T O® ERENGE g (o FY
L = L P
1 3 5

Figura 1: Sintese das diidrocumarinas

Diidrocumarinas are neoflavonoides that have a diverse
pharmacological potential. In this work, we performed the synthesis of
structural analogues diidrocumarinas in order to obtain biologically active
compounds against the enzyme acetylcholinesterase (related to Alzheimer's
disease). Li and employees described in their report the possibility to
synthesize diidrocumarinas with excellent yields by hidroarilagdo of olefins
catalyzed by trifluoroacetic acid (TFA). In this work, the olefins used are
cinnamic esters obtained from the reaction between phosphorus Ilides and
benzaldehydes as well as cinnamic acids obtained commercially. These
compounds react with phenols by condensation obtained the
diidrocumarinas. After the synthesis, purification by flash chromatography
and characterization by spectrometric methods such as infrared (IR) and
nuclear magnetic resonance (NMR) tests were performed for biological

activity anticholinesterase, obtaining a positive response for all compounds.

Keywords: Diidrocumarina Synthesis, Biological Activity,

Anticolinesterase, Alzheimer's disease.
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Capitulo 1: Introducdo 1

1 — Introducao
1.1 — Desenvolvimento de Farmacos

A busca por produtos com a finalidade de curar enfermidades ¢ uma
atividade conhecida desde a antiguidade. Estes produtos eram provenientes
de recursos animais, vegetais e minerais disponiveis na época. Apesar de
parecerem, a primeira vista, atraentes pela sua eficiéncia a maioria

apresentava elevada toxicidade.!"

Ao longo do século XVIII, verificou-se um aumento expressivo da
quantidade de literatura disponivel e do entendimento a respeito das
propriedades dos compostos de origem natural através da invencao da
imprensa, da criagdo de herbarios, farmacopéias e compéndios, além da
comunicagdo entre medicos de varias regioes do mundo. A partir do inicio
do século XIX, o aperfeicoamento das técnicas de extracdo possibilitou a
obtengdo de compostos com potencial terapéutico cada vez maior.!' ™

No final do século XIX, a criacdo e a melhoria das metodologias
sintéticas, permitiram o desenvolvimento compostos menos toxicos quando
comparados aos extraidos de fontes naturais. O resultado foi um aumento
significativo no niumero de moléculas utilizadas como agentes terapéuticos

ao longo do século XX

Atualmente, o desenvolvimento de um novo farmaco pode levar até
15 anos e consumir bilhdes de délares. E um processo realizado geralmente
em 5 etapas (figura 2), onde inicialmente € necessario o conhecimento do
alvo biologico e a partir deste, a eleicdo de uma molécula que tenha uma

estrutura molecular complementar.'*”!

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacio da Atividade Anticolinesterdsica



Capitulo 1: Introducdo 2

Esta molécula ¢ chamada de prototipo. A préoxima etapa inclui os
esforcos para o aperfeicoamento do prototipo através de pequenas

alteragdes estruturais e funcionais procurando aumentar sua afinidade e

. 1, . 2.3
seletividade pelo alvo bioldgico.*”!
ﬁ ‘Fﬁmun
Testes
‘ elinfcos
Candktato
q'F'r::-':r'ltil.'llcl

-

Ao

Biolagico

Figura 2: Elaboragdo de um farmaco em etapas

Para tanto, ¢ preciso conhecer suas propriedades farmacocinéticas:
absor¢do, distribuicdo e metabolismo, além da excrecdo ¢ toxicidade.
Feitos estes testes, tem-se um candidato a farmaco, que ainda precisa passar
por testes clinicos (ensaios in vivo) para avaliar a possibilidade de
comercializagdo. Portanto, o que se busca num farmaco ¢ que tenha alta
afinidade pelo ligante e que seja potente o bastante para provocar o efeito
farmacologico esperado, uma vez que existe uma grande numero de

receptores.[2'3]

O grande desafio na elaboracdo de novas moléculas € garantir que as
reagdes quimicas sejam capazes de formar moléculas com o maximo de
complexidade e diversidade possiveis, levando ao minimo possivel de
etapas. Nesse sentido, as reacdes de multicomponentes (RMC’s) surgiram
como uma ferramenta interessante. Nessa metodologia, reagdes antes

realizadas em varias etapas, agora podem ser realizadas em um unico

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacdo da Atividade Anticolinesterdsica



Capitulo 1: Introducdo 3

processo (em um Unico recipiente). A variabilidade ¢ a complexidade dos
compostos formados se deve a modificacio dos grupos ligados as
moléculas dos reagentes, possibilitando ao final, a confec¢ao de uma larga

biblioteca de compostos.[*!

As vantagens deste método sao economia de atomos, simplicidade do
processo, variagdes estruturais, complexidade das moléculas acessiveis,
focando a preservacao do meio ambiente, de energia no processo, uma vez

J ~ , oge . , 4-5
que a utilizagdo de reagentes e solventes ¢ diminuida.!*’

K
Me Me Oy NH
C[CHO OXO + - CH2C12 N
X—i— + + R-N=C X—
ZoH 0o 24h ~N0N0
6 7 8 9

Figura 3: Reagcdo multicomponente aplicada a sintese de Isocianato

Recentemente, Shaabani e colaboradores relataram em seu artigo,
uma nova rota de sintese para os derivados da 3,4-diidrocumarinas fazendo
uso de reacdes multicomponente. Como observado na figura 3, foram
utilizados precursores facilmente disponiveis como derivados do 2-
hidroxibenzaldeidos (6) com o acido de Meldrum’s (7) e derivados do aril

ou alquil isociamidas (8).°!

1.2 — Estratégias sintéticas utilizadas na obten¢do de compostos bioativos

Nas ultimas décadas, as metodologias de desenvolvimento de
compostos  bioativos vém  consolidando-se = como  abordagens
imprescindiveis para a elaboracdo de novos farmacos. Existem duas
estratégias, complementares entre si, que se destacam: a “triagem

experimental” que envolve a pesquisa em bibliotecas de compostos,
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buscando estruturas com estudo de atividade biologica conhecida (estudos
in vitro); e a “triagem virtual” que ¢ baseada na busca de alvos biologicos
(ou de ligantes) elucidados e através destes propor a confecgdo de novas

moléculas, utilizando-se de metodologias computacionais.””

Para as duas abordagens, ¢ importante conhecer o mecanismo de
acdo farmacoldgica do processo fisiopatologico e a eleigdo do alvo

terapéutico.’*™!

Posteriormente, faz-se a analogia com o substrato natural ou com um
prototipo a farmaco ja existente no mercado para desenvolver novas
estruturas. £ importante também mimetizar a quantidade de compostos
obtidos, mantendo aquelas estruturas que contém os grupos responsaveis

pela atividade biologica através do conceito de bioisosterismo.”*”

Captopril Saquinavir
10 11

Figura 4: Estrutura Molecular do Captopril e do Saquinavir

Essas metodologias permitiram que se desenvolvesse o Captopril,

um inibidor da enzima conversora de Angiotensina ¢ do Saquinavir, o

inibidor do HIV - protease (Figura 4)."!
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O sucesso destas estratégias também se deve ao conhecimento das
relagdes qualitativas (SAR) e quantitativas entre estrutura-atividade
(QSAR) que ¢ uma ferramenta valiosa para avaliar as interagdes do
farmaco frente ao receptor, principalmente quando seu sitio ativo nao ¢
conhecido. Além disso, seus resultados fornecem informagdes sobre a
estrutura do receptor, quando o mesmo interage com o candidato a
farmaco. Este método ¢ importante ndo somente para explicar as afinidades
encontradas experimentalmente, mas também para prever a afinidade entre

, . 2.3-
moléculas desconhecidas.*>”"

Um procedimento alternativo para realizar o estudo de QSAR seria o
modelo farmacoforico. Essa técnica caracteriza-se pelo estudo de uma série
de moléculas bioativas, de modo que suas propriedades moleculares sejam
representadas geometricamente. Posteriormente, potenciais candidatos a
farmaco sao recuperados de uma biblioteca de compostos que obedecem a

., - ~ [7-8
hipétese farmacoférica para comparagdo.”™

Além de todas essas metodologias, tem-se a técnica de cristalografia
de raios-x que desde as Ultimas duas décadas contribui com a elucidacao de
um grande numero de alvos bioldgicos, possibilitando o conhecimento da
estrutura tridimensional dos sitios ativos € conseqiientemente o desenho de

moléculas com mais alta afinidade e seletividade.l”™

1.3 — Interagdo Farmaco-Receptor

A mais de 100 anos foi descoberto que o reconhecimento molecular
mutuo ¢ o ponto de partida para a maioria dos processos bioldgicos. Foi
proposto por Emil Fisher que a Enzima e o Glicosideo devem se encaixar

como uma chave e uma fechadura para iniciar uma a¢do quimica entre eles,
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ou seja, eles devem ser complementares entre si. A idéia de
complementaridade foi inicialmente aplicada a reagdes antigeno-anticorpo

. . ~ o 3-
€ posteriormente a interacao farmaco-receptor.[ 7]

Paul Ehrlich, também contribuiu enormemente para o entendimento
do mecanismo de a¢ao de um farmaco através do trabalho entitulado de
“Corpora non agunt nisi fixata”. A conseqliéncia destes relatorios foi o
entendimento da complementaridade quimica e geométrica das pequenas
moléculas chamadas de ligantes e dos respectivos receptores e a partir

disso, o efeito biologico."

A 1déia de complementaridade tem seus méritos didaticos pela
facilidade de entendimento, no entanto nao ¢ adequada porque representa o
ligante e o receptor como estruturas rigidas, o que ndo ¢ verdade. Na
realidade, o que se observa sao estruturas flexiveis. Essa flexibilidade ¢ o
que permite explicar porque algumas moléculas estruturalmente
semelhantes possuem conformagdes e orientacdes distintas no sitio ativo do

receptor, resultando em atividades e afinidades diferentes.””

Sabe-se hoje que os receptores bioldgicos afetam as rotas
metabolicas, desencadeando um efeito fisioldgico. Se estas proteinas
receptoras ndo estdo funcionando corretamente, ou seja, existe falha na sua
regulacdo, entdo hd o surgimento de alguma doencga relacionada a essa

proteina.l”™

1.3.1 — Fisico-Quimica da Interag¢do Competitiva Reversivel

As interacOes farmaco-receptor sdo reversiveis e quantitativamente

verificadas por andlise da constante de afinidade (1/K,). Entretanto, uma
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caracterizagdo completa incluiria o rearranjo entre as forgas intra e

. . ~ 9
intermoleculares que acompanham essas interagdes."”

A energia envolvida nesse processo ¢ determinada pelo tipo € o
numero das forgas presentes na transicdo dos reagentes, através de um
complexo ativo para os produtos, que podem ser do tipo hidrofébicas,
eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio, Van Der Waals e interacdes entre
nuvens z .1

Portanto, através do conhecimento do receptor, ¢ possivel modificar
a estrutura do ligante de modo que se tenha a maior afinidade possivel entre

eles e assim obter o efeito farmacologico esperado.*™

Substrato + Inibidor + Enzima

Enzima---Substrato (Complexo)

Enzima---Inibidor copmplexo) Enzima + Produto
Figura 5: llustracdo esquematica da inibi¢cdo competitiva reversivel

Um tipo de inibicdo enzimdtica que se pode destacar ¢ a inibi¢do
competitiva reversivel (Figura 5). Nesse caso, o inibidor (farmaco) compete
com o substrato pelo a ocupacdo do sitio ativo da enzima. Como

A . , .. . ~ 3
conseqiiéncia ha uma diminui¢io da taxa de conversdo desse substrato."!

A interacdo seletiva varia em funcao da estrutura do sitio ativo da
proteina e do grupo farmacoforico do ligante através do reconhecimento
energético. Os ligantes podem interagir covalentemente ou ndo

covalentemente com o receptor.[3'9]
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Em condi¢des de equilibrio, a interacdo ¢ dominada pela energia
livre de Gibbs (AG’) de acordo com a equagdo 1. O valor dessa variavel
esta relacionada com uma constante obtida experimentalmente; a constante

de dissociagdo reciproca ou constante de inibigdo (K, ou K,). Esse valor

descreve a tendéncia de formacio de um complexo.*™
L [RL]
K, =K== RL] . AG*=-RT InK, = AH® —TAS" Eq. (1
4 D i [R][L] ; nA, q- (1)
Onde M = A relagdo entre Ligante e o Receptor ([R'L')) no estado ligado

[R]Z]

¢ no estado livre [R][L] (sem interacdo).

Pode-se também entender a estabilidade do complexo no estado
ligado (4, )0u livre (s, + 4, através do potencial quimico, descrito

pela equagio 2.1”!

0 0 0 \[2
AGO :/’lR‘L'aq.‘ _(ll’lRaq +1uLaq)[ : Eq. )
1.4 — Doenga de Alzheimer e a Hipotese Colinérgica

Até o final do século XIX, os cientistas acreditavam que a
comunicagdo entre neuronios se dava de maneira direta, porém a partir do
comeco do século XX, descobriu-se que existem moléculas que funcionam
como mediadores quimicos entre os neuronios € o resto do corpo. Em
1907, foi proposto por Hunt, que a acetilcolina (AcC) seria responsavel por
essa mediacdo celular. Sua acdo seria estimular o0s nervos

parassimpaticos.”’
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r

A neurotransmissao de impulsos nervosos via AcC (12) ¢
considerada vital. A perda dessa capacidade ¢ utilizada para diagnosticar a
doenga de Alzheimer, uma vez que sua escassez ¢ responsavel pela
deterioragdo de fungdes neurais em varios processos cognitivos como a

. ~ . 10-11
memoria, a atencdo, o aprendizado entre outros.!'*""

CH;
H3c\111+

“CH,
o)

H3C/§O
12

Figura 6: Estrutura molecular da acetilcolina

A hipotese colinérgica se baseia na idéia de que a perda da
capacidade de sintese e transmissdao da AcC, que ocorre no interior dos

neurdnios, seja a responsavel pela Doenca de Alzheimer (DA).!'*'!

A AcC ¢ produzida no interior dos neurdnios pela acdo da Colina
acetiltransferase (CATY), concentrada em vesiculas e liberada na célula pré-
sindptica apos despolarizagdo, na presenga da Colina. Apds a sintese, ¢
transportada em vesiculas no interior dos neurdnios e liberada na fenda
sindptica onde se encontra com os receptores muscarinicos € colinérgicos
nicotinicos nas cé€lulas pré e pos-sindpticos. Esse contato leva a ativagdo de

S, . 10-11
vias bioquimicas dentro da célula. """

No momento em que atravessa a fenda sinaptica, a AcC ¢
rapidamente hidrolisada devido a presenga de acetilcolinesterase (AcCE)
em altas concentragdes, formando colina e um grupo acetato.
Posteriormente, a colina formada ¢ novamente transportada para a

roo o r ’ . J 10-11
membrana pré-sindptica para a sintese de mais moléculas de AcC. !'*'!
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No entanto, em pessoas portadoras de doengas degenerativas do
sistema nervoso central, a quantidade de (CATf) ¢ reduzida, por isso
quanto mais colina estiver disponivel para a reagao, maiores sao as chances
de sintese da AcC e de sua transmissdao para a fenda sindptica. A AcCE
limita excessos de AcC na fenda sinaptica e sua inibi¢do (a diminui¢ao de
sua concentragdo), promove um aumento na neurotransmissdo pelo
prolongamento da permanéncia da AcC na fenda sinaptica, o que ¢

fundamental no tratamento da doenga de Alzheimer.['"!!]

Para manter uma quantidade razoavel de colina nas vesiculas
sinapticas, recorre-se a um sistema de transporte de colina chamado sistema
de alta afinidade (SafC), que transporta colina em baixas concentracdes
recém formadas pela reagdo de AcC com seus receptores. Este sistema de

transporte ¢ considerado a etapa limitante da reagéo.[”'lz]

A sintese de AcC ¢ feita em uma Unica etapa na propor¢do de uma
molécula de colina para cada molécula do grupo acetato. O grupo acetato ¢
originario de uma molécula de Acetil-CoA, que tem seus niveis mantidos

devido ao metabolismo da glicose.!'""'*!

A concentragdo de colina ¢ mantida por sua vez pela dieta devido a
incapacidade dos neuronios em sintetizar essa molécula. A enzima CATT ¢
encontrada como uma proteina solivel no citoplasma. O envelhecimento
pode alterar os sistemas de neurotransmissores como o sistema
serotoninérgico, Glutamatérgico, Aminérgico e Colinérgico. Destes, o
sistema colinérgico foi o mais estudado e apesar da ndo unanimidade entre
os pesquisadores, ¢ considerado o que desempenha o papel mais importante

N i 12-13
nas fungdes cognitivas.!'*"
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Cdlula gre-sinipbca

Cihula pe-Siniptca

Figura 7: llustracdo esquematica do ciclo envolvendo a sintese, transmissdo e hidrolise

da acetilcolina. Depois observa-se a molécula de colina retornando ao neurénio para a

, , . . . ~ . 11
sintese de outra molécula de acetilcolina e a continuacdo do ciclo."™

A hipotese colinérgica para a Doenca de Alzheimer (DA) baseia-se
no fato de que pessoas que apresentam deterioracao das fungdes cognitivas
apresentam também reducdo de transmissdo colinérgica (isso € observado
nas autdpsias de pacientes portadoras da doenca). Alguns pesquisadores
contestam a hipdtese colinérgica argumentando que ela seria valida apenas
quando o paciente passa a ser sintomatico. Apesar de contribuir para a
discussdo, essas pesquisas ainda sdo imaturas e a hipdtese colinérgica ¢ a

mais aceita atualmente '

O comportamento dindmico do sistema nervoso sugere a elaboragao

de novos farmacos capazes de interferir no processo enzimatico. Quatro
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drogas foram aprovadas pelo Food and Drugs Administration (FDA) para o
tratamento a DA (Figura 8): Tacrina (13), Rivastignina (14), Galantamina
(15) e o Donepezil (16). A Tacrina foi a primeira molécula a ser
comercializada ¢ hoje ndo ¢ utilizada devido a sua hepatotoxicidade

observada em 50% dos pacientes.!'""

N |
See NG

NH,
13 14
|
0
| 0
0 = 0 [/
N—
~0
N
HO
15 16

Figura 8: Farmacos mais utilizados para o tratamento da Doenga de Alzheimer

1.5 - Sitios Ativos da Acetilcolinesterase

A AcCE, ¢ uma enzima do tipo serino-hidrolase, altamente eficiente
que atua no sistema nervoso central responsavel pela hidrélise da AcC,

apos sua transmissdo para a sinapse neuromuscular.!'' "'

Seu sitio ativo esta localizado em uma faixa estreita e longa de 20A,
formado por dois subsitios: Um estearico composto pelo sitio de serina que
contém a parte catalitica e outro anionico responsavel pela ligacdo com o
grupo trietilamdénio da AcC. A unidade catalitica funcional essencial ¢

formada pela triade Ser203, His447, Glu334. O “buraco” oxionico formado
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pelos grupos NH peptidicos Glyl21, Glyl22 a ALA204 também sao

. S o I3
unidades funcionais importantes do subsitio estearico.!"”

Gly,,

Figura 9: Interacées no subsitio estedrico da AcCE."

Trpge
/
NH
N
Ho_ = T ))O\
\ -0 G1U202
Tyrzz7

Figura 10: Interagdes no subsitio anionico da AcCE.

1.6 — Diidrocumarinas

1.61 — Atividade Biologica

Diidrocumarinas (DHC’s) sdao sistemas de anéis constituintes
fundamentais de uma série de compostos biologicamente ativos. Apesar de
pouco estudadas, pesquisas recentes demonstraram que seu potencial

farmacologico ¢ muito diversificado. As 4-aril-3,4-diidrocoumarinas, por
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exemplo, estdo presentes em compostos naturais e apresentam similaridade

. 1415
estrutural com flavonoides, como observado na figura 11.1'*"!

Figura 11: Estrutura bdsica de Diidrocumarinas e Flavondides

Kumar e colaboradores, relataram que as diacetoxy-diidrocumarinas
e seus analogos possuem atividade frente a proteina-transacetilase (T Aase)

em microssomas de figado de rato. "]

Além disso, ha relatos sobre a atividade biologica desses compostos
em aldose redutase e proteina quinase, bem como atividade anti-herpética,
e ainda, constituem importantes precursores sintéticos de compostos
bioativos como o tartarato de tolterodina, um antagonista do receptor
muscarinico utilizado no tratamento de distarbios da bexiga. DHC’s
naturais também sdo muito utilizadas em induastrias de aromatizantes e

sabores.1%17]

1.62 — Obtencdo

A sintese de diidrocumarinas foi realizada pela primeira vez nos anos
80 por Talapatra e colaboradores'® (1986), utilizando floroglucinol e 4cido
cindmico na presenca de acido polifosférico (PPA), obtendo como produto
as diidrocumarinas com baixos rendimentos ¢ um subproduto (figura 12).
Entretanto, ao utilizar 4cidos cinamicos substituidos como o acido p-

metoxicinamico, a reacdo nao ocorria. Talapatra refez a reagdo desta vez
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utilizando resorcinol e obteve apenas a diidrocumarina como produto

(figura 13).['"

PPA; 50-70°C; 1h

HO OH

OH
18

21 (14%)

H,CO
22

» Nao reage

PPA; 50-70°C; 1h

Figura 12: Esquema reacional para obtengdo de diidrocumarinas via dcido
polifosforico utilizando floroglucinol™

HO OH
0 \@/ HO 0__0
Aoy ®

23
H,CO -

22 PPA; 70°C; 1h 24 (56%) O

Xileno
OCH 4

Figura 13: Esquema reacional para obtengdo de diidrocumarinas via dcido

polifosforico utilizando o resorcinoll’”

Esse resultado mostrou que os produtos da reacdo sao formados via

mecanismos diferentes de acordo com o substituinte e que grupos doadores

, e . A . ~ 18
de elétrons facilitariam a ocorréncia da reacdo.!'
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5mol% RuCl; x H,0

10 mol% AgOTf OO‘
> 0]
(0]

CICH,CH,CI; 60°C
25 26 (73%)

27 (tragos)

OME 5mol% RuCly x H,0
10 mol% AgOTf

CICH,CH,CI; 60°C

28 29 (50%) 30 27%)

Ph
5mol% RuCl; x H,0

Ph
EO A MEO
\©\ i 10 mol% AgOTf
0”0 N

- 0”0
CICH,CH,CI; 60°C
31 32 (42%)

Figura 14: Ciclizagdo intramolecular utilizando ruténio como catalizador obtendo

Cromonas (26), Terpenoides (28 e 29) e 4-aril-3,4-diidrocumarinas (32).171

Youn e colaboradores, utilizaram Ruténio como catalizador
(Rucl;/AgOTf) em reacdes intramoleculares para ciclizagdo de alcenos e
alcinos obtendo cromonas, terpenodides e as 4-aril-3,4-diidrocumarinas
(figura 14). Seus resultados indicaram que o Ru ¢ um catalizador
eficiente.!'”

Jia e colaboradores, propuseram uma nova metodologia para
hidroarilagdo de alcenos e alcinos através da metalacao eletrofilica de
ligagdes C-H de anéis aromadticos utilizando compostos de coordenagao

baseados em Pd II para formar complexos do tipo o —aril— Pd "

A figura 15 mostra o mecanismo proposto por Jia para as suas
reagoes. Na primeira etapa, espécies cationicas de Pd altamente eletrofilicas

sao formadas quando um excesso de acido trifluoracético (TFA) ¢ usado na
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presenca de Pd, formando Pd(O,CCF;)". Em consequéncia, ocorre a
ativacdo da ligacdo tripla carbono-carbono com o complexo de
coordenacdo, ao mesmo tempo em que gera aceptores C-H de aril-

. .1 ~ 20
nucleofilicos, ou seja, ha um aumento da metalacao. [20]

X _0 ]F \|F X__0
33 R + 33 R ©/ r
- - =
]F“ M Rota 2 PAO6CF) ﬂil PdO,CCF,
R
R

Rota 1

‘ CF,CO,
M = PdO,CCF; ou H

Pd(0,CCF;),

Pd | CF,CCO,D

X__O X P
; — L
34 =
©;Ipd02CCF3 pa [l
R |
35

CF,CO, R

Figura 15: Possivel mecanismo para a Hidroarilagdao Intramolecular de liga¢oes

triplas c-cl?

Jia justificou o excesso de TFA, sugerindo a necessidade de grande
quantidade de espécies catidnicas de Pd*" para formar complexos estaveis
de o—aril-Pd. Além disso, o TFA facilitaria a hidrélise dos compostos

vinil-metalicos.*”

o OH CO,H o 0__0O
— Pd(OAc), 1%

T~ S M

o) An )

TFA e CH,Cl, (5:1)
36 37 TAI10h 38 (96%) An

Figura 16: Hidroarilagcdo de alcenos para formagdo de diidrocumarinas.*”!
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Para a obten¢do de 4-aril-diidrocumarinas, Jia utilizou um sistema
reacional contendo TFA e CH,Cl, (5:1), Pd(OAc),, conforme figura 16.
Entretanto, em 2005 Li e colaboradores colocaram em cheque a tese de Jia.
Segundo seu relatorio, a hidroarilagcdo ndo seria catalisada por compostos
de Pd II (Figura 17). Na verdade, a catalise ocorreria fazendo uso apenas do

TFA.12!

0 O
0 O
Intramolecular O O
H,CO OCH TFA/CH,CI, (4:1) H,CO OCH; OCH,
OCH
OCH; 39 341 (99%)
OH 0
HO Intermolecular
+
H,CO OCH, TFA/CH,CI, (4:1)
OCH, OCH,
40 22

Figura 17: Hidroarilacio de Olefinas na auséncia de catalisadores metdlicos."*"

Li afirma que ao realizar a sintese de acordo com o descrito na
literatura, ou seja, utilizando Pd(OAc),, obtem-se rendimentos de 96% e na

auséncia do catalizador metalico, o rendimento aumenta para 99%.""

Além disso, Li verificou que as reacdes intermoleculares seriam mais
faceis de acontecer que as intramoleculares e que os grupos doadores de

elétrons ligados ao fenol facilitariam as rea¢des de hidroarilagdo."

Foi relatado também que a reagdo ¢ particularmente simples onde
obtem-se o produto com bons rendimentos. Outro beneficio dessa

abordagem ¢ a utilizagdo de reagentes simples, com certa complexidade
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estrutural e a economia de dtomos em relagdo a metodologias anteriores

que utilizavam metais pesados como Pt e Pd para catalizar as reagdes.”*

Existem outras rotas de sintese alternativas capazes de obter
diidrocumarinas, como a reagdo dos acidos 5-alquil Meldrun’s com fenol

(Figura 18).

R, (0]
N N
Xx—f X R,
: ) ) / 0 Ry
43 \ 44
N
X
0] o + X—:/

Figura 18: Obtencdo de diidrocumarinas e cumarinas através do dcido 5-alquil-

meldrun’s./*?
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2 — Objetivos

Objetivo Geral

- Realizar a sintese de varias diidrocumarinas buscando obter um conjunto
de moléculas que contribuam para a construcdo de um modelo qualitativo

que relacione estrutura molecular e a atividade biologica.

Objetivos Especificos

- Obter ésteres cinamicos através da reagao entre benzaldeidos e Ilida de

fosforo.

- Obter diidrocumarinas através da reacdo de Hidroarilacdo entre ésteres

cinamicos obtidos e acidos cinamicos comerciais com fenois.

- Determinar a atividade bioldgica das diidrocumarinas obtidas e compara-

las com as respectivas estruturas moleculares.
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3 — Metodologia

3.1- Estratégia de Sintese

0
I
©  PhyP=C COCH,CH; Q OH
X _ 0
R H 2 R:_> N\~ “OCH,CH; S
i o
1 3 7
4 n_fi_ >
———» R | - R
0 5
XX
R o —
=
47

Figura 19:Obtengdo das moléculas alvo

A obtencdo das moléculas alvo (as diidrocumarinas) sera realizada a
partir da reacdo entre o sal de fosfonio e uma série de benzaldeidos (reagao
de Wittig) com o objetivo de produzir os ésteres cinamicos. O composto
a,B-insaturado obtido serd, por sua vez, colocado na presenca de fenol e de
um excesso do catalisador acido trifluoracético (TFA) para obter-se as
diidrocumarinas (reagdo de Hidroarilagdo). Acidos cindmicos comerciais

também foram utilizados na sintetizar de diidrocumarinas.”*!**!

3.1.1 — Formacao dos Esteres Cindmicos

Os ésteres cinamicos foram obtidos através da reagdao entre o
etoxicarbonil-trifenil-fosforolideno € os benzaldeidos, de acordo com a
figura 20. A utilizagdo do método de Wittig para esse fim ¢ bastante
razoavel, uma vez que o sal de fosfonio utilizado ¢ de facil obtengao e sua

reacdo com compostos carbonilicos (aldeidos e cetonas) em si €

o~

estereoespecifica, ou seja, dependendo do ilideo de fosforo utilizado,
possivel favorecer a formacdo de um dos isdmeros geométricos sobre a

ligacdo dupla (£ ou Z) do composto a,p-insaturado obtido. Neste trabalho
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serd utilizado um ilideo de fosforo estabilizado com o objetivo de obter o

isomero E.[#24
(0]
0 .. Ph Ph;—P O
BrHZC—q . Ph-P 1) Refluxo _ \\_< . R—'\ H
OEt Ph Tolueno OCH,CHj A
48 49 %h 2 1
2) NaOH ,
Acido Benzoico
Tolueno Refluxo
16-24 h
(0]
N N0CH,CH,
R——
=
3

Figura 20: Formacgdo dos ésteres cindmicos

3.1.2 — Hidroarilagdo de Olefinas por catdlise dcida

O esquema reacional geral da hidroarilagdo a ser utilizada na
preparagdo de diidrocumarinas pode ser observado na figura 21. A
utilizacdo dessa metodologia se justifica pela simplicidade do processo e

obtencdo de bons rendimentos além da facilidade de se eliminar o

catalisador.
0 OH
X
R—I N OCH,CH; U N L
Z Z T. A.
44 4

Figura 21: Formacgdo das diidrocumarinas
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4 — Materiais e Métodos

4.1 — Consideragoes gerais

As consideracdes abaixo sdo validas para todas as reagdes realizadas

neste trabalho.

Os reagentes utilizados neste trabalho foram obtidos comercialmente
através das empresas fornecedoras: Sigma-Aldrich, Acrds, Cromoline,

Synth, dentre outras.

Os reagentes foram devidamente tratados antes de sua utiliza¢do a

partir de técnicas de purificacdo®, de acordo com a necessidade.

Todas as reacdes foram acompanhadas por Cromatografia em
Camada Delgada. Foi utilizada placa de CCD Silica-Gel F,s4, com
espessura 60 mm da Merck. Para revelacdo, foram utilizados: luz
ultravioleta (254 nm - 354nm), camara de lodo, e solucdo de vanilina

sulfurica.

Apo6s o término, as impurezas soluveis em agua foram retiradas por
extracdo com solvente, o qual foi posteriormente eliminado através de um
sistema de alto-vacuo. Todos os compostos obtidos foram purificados por
cromatografia em coluna com o uso de coluna de vidro de didmetro

adequado e silica-gel flash como fase estacionaria (230-400 mesh, 60 A).

As técnicas utilizadas para caracterizar os produtos das sinteses
foram: Espectroscopia no Infravermelho (IV) Perkin-Elmer Spectrum BX,
Modelo FT-IR System, Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

(RMN de 'H e °C) Bruker Modelo 300MHz.

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacio da Atividade Anticolinesterdsica



Capitulo 4: Materiais e Métodos 24

4.2 - Procedimento experimental

4.2.1 - Preparacido do Brometo de Etoxicarbonilmetileno (trifenil)

fosforano (EcTF)

O

. Tolueno Ph (|)|
B, C=C=OCH,CH; + PhsP 70 by pCH,~C—OCH,CH,

48 49 Refluxo Ph 50

9h
NaOH | H,O

Y

i
Ph;P=CH-C-OCH,CH;

2

Figura 22: Esquema reacional para Sintese do llideo de Fosforo

A um baldo de fundo redondo de 500 mL, acoplado a um
condensador de refluxo, com tubo de cloreto de calcio anidro sob agitacao
magnética, foram adicionados 14,00 g (83,83 mmol) de bromoacetato de
etila (48), 200 mL de tolueno purificado e 23,20g (88,45 mmol) de
trifenilfosfina (49). A mistura reacional foi mantida sob agitagdo magnética

por 9 horas.

Observou-se a formag¢do de um precipitado branco em poucas horas e
mais intensamente ao final da reagdo. O precipitado obtido (50) foi
separado da mistura reacional por filtragdo a vacuo, lavado com éter
dietilico (3 vezes o volume de 30 mL) e posteriormente levado ao

dessecador por uma hora e depois pesado.
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Apo6s secagem, o produto foi dissolvido em 300 mL de agua
destilada e, sob constante agitagdo, adicionou-se lentamente o mesmo
volume de uma solucio de NaOH mol.L™". Observou-se o aparecimento de
um precipitado castanho claro, que foi separado da fase aquosa por
filtracdo a vacuo e lavado com solugdao de NaOH 0,1 mol/L (3 vezes o

volume de 50 mL).

O solido foi dissolvido com diclorometano, secado com sulfato de
magnésio anidro e depois filtrada. O solvente foi evaporado sob pressdo

reduzida e a amostra obtida imediatamente resfriada em dessecador.

4.2.2 — Preparaciio dos Esteres Cindmicos

Os ésteres cinamicos foram preparados através da reagao entre os
benzaldeidos (figura 23) e a Ilida de fosforo recém preparada. O

procedimento abaixo foi realizado para todas as 12 reagoes.

A um balao bitubulado de 50 mL, foram adicionados 7,55 mmol do
composto 51, uma quantidade equivalente de EcTF com excesso
(aproximadamente 7,70 mmol) e uma quantidade suficiente do catalizador
acido benzoico em 50 mL de Tolueno. A mistura foi mantida sob
aquecimento e agitacdo magnética constante entre 16 a 24 horas através de
um sistema de refluxo. A solugdo resultante foi resfriada a temperatura
ambiente e transferida para um funil de separagdo, onde foram adicionados
uma solugdo saturada de NaHCO; (30 mL) e éter etilico (50,0 mL). A fase
organica foi separada e lavada com solugao saturada de NaHCO; (3 vezes o
volume de 30 mL) e secada com CaCl, anidro e filtrada. O solvente foi
evaporado sob vacuo, e o produto resultante purificado por cromatografia
em silica gel flash, utilizando-se uma mistura de hexano e acetato de etila

como fase movel.
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Figura 23: Preparacdo dos Esteres Cindmicos

4.2.3 - Preparacdo das Diidrocumarinas

As diidrocumarinas foram preparadas a partir da reacao entre os
ésteres cindmicos recentemente obtidos e fenois. Acidos cindmicos obtidos
comercialmente e fenois, também foram utilizados para esse fim (Figura
24).

Foram pesados, 0,5340 mmol do composto 4 ¢ colocados num balao
bitubulado de 50 mL, contendo 30 mL de uma solu¢do de acido
trifluoracético e diclorometano (TFA: CH,Cl,) na propor¢ao de 4:1.

Adicionou-se ainda, 53,50 mmol do composto 53 (ou 55).
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Figura 24: Obtencgdo das diidrocumarinas a partir dos ésteres cindmicos (1) e a partir

dos acidos cindmicos (2)

A mistura foi mantida sob agitagdo constante a temperatura ambiente
por (24-36) horas. A reagao foi acompanhada por CCD utilizando hexano e
acetato de etila como fase movel. O sistema foi aberto e deixado em
repouso por 2 horas (para evaporar o excesso de TFA). Transferiu-se para

um funil de separacdo, onde foram adicionados diclorometano (20 mL),
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agua (5 vezes o volume de 20 mL), solucdo de NaOH 0,001 M (3 vezes o
volume de 20 mL) e agua novamente (2 vezes o volume de 20 mL). A fase
organica foi retirada do funil, secada com MgSQO, anidro e concentrada a

vacuo.

A amostra resultante foi purificada por cromatografia em silica gel

flash, com hexano ¢ acetato de etila.

4.2.4 — Atividade Biologica

- Reagentes e equipamentos:

- Tampdes utilizados

Tampao A: Tris 50 mM, pH 8,0

Tampao B: Tris 50 mM, pH 8,0 contendo 0,1 % de soro albumina bovia
(BSA).

Tampao C: Tris 50 mM, pH 8, contendo 0,1 M NaCl e¢ 0,02 M de

Tampao D: 50 mM NaH,PO,, pH 7.,6.

- Enzimas

Acetilcolinesterase de peixe elétrico (Tipo VI-S, pé liofilizado, 292
U/mg solido, 394 U/mg proteina, Sigma, lote: 046K7675) foi utilizada em
todos os ensaios em CCD e microplaca utilizando o reagente colorimétrico
de Ellmam. A enzima liofilizada foi dissolvida em tampao A para preparar

uma solugdo estoque 1000 U/mL e, posteriormente diluida em tampao B
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para obter uma solu¢ao de enzima 0,226 U/mL utilizada no ensaio em
microplaca ou em tampao A para obter uma solucdo de enzima 3 U/mL

para ser utilizada no ensaio em CCD.

- Substrato

Iodeto de acetiltiocolina (ACTTI) (Sigma-Aldrich®) foi o substrato utilizado

nos ensaios em microplaca 15 mM em agua Millipore.

- Reagentes colorimétricos

Acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) (Sigma-Aldrich®) ou reagente

de Ellman foi utilizado nos ensaio em microplaca 3 mM em tampao C.

- Leitor de microplacas

Placas de poliestireno com 96 pogos (300 uL/TPP®) e equipamento leitor
de microplacas Thermo Scientific modelo Multiskan FC foi utilizado para
medir a absorbancia em 412 nm para a reacdo enzimatica no ensaio em

microplaca.

- Procedimento:

Em leitor de microplaca de 96 pocos, foram adicionados em
sequéncia os reagentes a seguir: 25 pul da solugdo aquosa do substrato, 125
puL de uma solucao do reagente de Ellman, 50 uL. de tampdo B e 25 ul da
solugcdo de amostra ¢ a absorbancia monitorada a cada 10 s durante 230 s
em 412 nm. Apds esse periodo 25 pul. de uma solugdo aquosa de enzima
AChE foram adicionados e a absorbancia novamente monitorada a cada 10

s durante 230s em 412 nm.
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- Calculo:

As porcentagens de inibi¢do foram calculadas comparando-se as
taxas das reacdes das amostras com a taxa de reagdo do controle (solvente

utilizado para solubilizar cada amostra) através da equagao:

% inibicao =100 — ;’“ x100 Eq. (3)

rc

Onde:

T, = Taxa da reacdo da amostra

T, = Taxa da reagdo de controle

A concentragdo de cada amostra foi analisada em triplicata e os
resultados avaliados através dos valores médios, considerando apenas

aqueles com desvio padrao menores do que 6%.

As taxas das reagdes foram calculadas utilizando software apropriado
(GraphPad Prism versdo 5.0). Qualquer aumento da absorbancia antes da
adicdo da enzima devido a hidrolise espontinea do substrato foi
corretamente corrigido subtraindo-se a taxa da reacdo antes da adicdo da

enzima da taxa obtida ap6s a adi¢ao da enzima.
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5 — Resultados e Discussao

A seguir serdo discutidas todas as etapas sintéticas realizadas, assim
como os aspectos mais relevantes da analise estrutural e também a andlise da

relagdo entre estrutura molecular e atividade biologica.

5.1 — Sintese do Etoxicarbonilmetileno(trifenil)fosforano (EcTF)

Ph i Ph O
Ph—P: + o P
\ / 0]
Ph \ ) ph U
" BD 48 Br H 50

"OH
EZO
0

07 N
Ph—ll)—Ph
Ph 2

Figura 25: Mecanismo de formag¢do do EcTF

O (EcTF) foi sintetizado de acordo com o protocolo descrito no
procedimento experimental. A primeira etapa consiste na formagdo do sal de
fosfonio apos substitui¢do nucleofilica da trifenilfosfina com o bromoacetato
de etila, que ficou evidenciado pela formag¢do de um precipitado branco no
sistema de refluxo apos poucas horas de reagdo. Na segunda etapa, o produto
de interesse foi formado apds a eliminagdo de dgua em meio bdsico com

rendimento de 92%.
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- Dados:
h ph O Name: Etoxicarbonilmetileno(trifenil)fosforanc
P b /\/lk
P
o 07 ™ Ponto de Fusdo: (139 - 140,2) °C
2

5.2 — Sintese dos Esteres Cindmicos

Iniciou-se a sintese dos ésteres cinamicos através da reagao de Wittig

H +
0 7O i ]
f\v o S /g o
RS TH 4 N\ / —— NVH O+ \ | /4 )—OCH,CH,
| H-0 R Ph-P=
P N W TG
. 56 ) Ph H
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OCH,CH
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H
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N S PN }/ \ + :
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R 3 o COOEt
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Ph-El-lPh Oxifosfetana

Figura 26: Mecanismo de reacdo do Ester Cindmico

O EcTF tem a carga do carbanion estabilizada devido a ressonéncia
desses elétrons com a carbonila ao seu lado (figura 26). Portanto, tem-se uma
Ilida menos reativa, o que justifica o uso de acido benzodico como catalizador.

Outra consequéncia da utilizacdo desse tipo de Ilida ¢ a formagdo

induzida do isdmero E, que € o mais estavel (observado através da analise dos
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espectros de RMN). De fato, em todas as reagdes foi verificada apenas a

formacao desse isdmero com rendimentos apreciaveis, entre 47% e 70%.

Foi possivel verificar, através dos espectros de infravermelho (em
anexo), o aparecimento de bandas de absor¢do caracteristicas dos compostos
sintetizados. Observou-se uma banda larga no intervalo de 1690 a 1740 cm’'
referente ao estiramento da carbonila (C=0) e duas bandas médias entre 1625
e 1640 cm™, caracteristica do estiramento da ligagdo carbono-carbono (C=C).
Tem-se também um sinal duplo entre 1000 e 1300 cm’ referente ao

estiramento simétrico da ligagdo C — O.

Tabela 1: Correlagdo entre as bandas de absor¢do em infravermelho e os grupos

funcionais para os ésteres cindmicos obtidos.

Composto C=0 C=C CcC—oO
58 1709 1637 1181
59 1706 1639 1125
60 1707 1643 1119
61 1710 1645 1175
62 1702 1631 1199
63 1709 1636 1120
64 1711 1641 1118
65 1706 1636 1041
66 1705 1604 1030
67 1708 1639 1064
68 1692 1634 1006
69 1703 1633 1036

Através dos espectros de 'H RMN foram analisados os diferentes

deslocamentos quimicos () entre os sinais de multipletos. Desse modo, foi
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possivel confirmar as estruturas propostas para os ¢ésteres cinamicos
analisados. Atribuiu-se o sinal do tripleto que aparece proximo de 1,3 ppm
aos hidrogénios ligados ao carbono 12 (figura 26) vizinhos a dois hidrogénios

acoplados com (J = 7,1Hz).

Figura 27: Estrutura molecular dos ésteres cindmicos

Um quarteto foi identificado préximo a 4,2 ppm e atribuido aos
hidrogénios do carbono 11, porque existem trés hidrogénios adjacentes

acoplados (J =7,2Hz).

Observou-se também a presenca de dupletos na regido entre 6,5 ¢ 7,0
ppm que caracterizam os dois hidrogénios da ligacdo dupla. E ainda, sinais na

regido entre 7,0 € 9,0 ppm, caracteristicas de protons de anel aromatico.
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- Dados dos produtos obtidos:

Descricao: Solido cristalino e transparente

0]
6 7 9 11 .2 i1-7- i
S | \/)U\O /\]2 Name: 3-Fenil-2-propenoato de etila
, o Ponto de Fusio: (137,9 - 138,8) °C
58
} Rendimento: 50 %

Tabela 2: Dados espectrais de RMN de H para o composto 58

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,34 H-12 t 7,14
4,27 H-11 q 7,18
6,45 H-7 e H-8 d 15,91
7,38 H-3, H-4, H-5 m -

7,48 - 7,56 H-2 m -
7,70 H-6 d 15,91

Tabela 3: Dados espectrais de RMN de e para o composto 58

d (ppm) Atribuicdo
14,21 C-12 (CH3)
60,40 C-11 (CHyp)

118,12 ¢ 127,93 C-7 e C-8 (C=C)
128,76 C-1(C)
130,11 C-2 e C-3 (CH)
134,32 C-5 ¢ C-6 (CH)
144,49 C-4 (CH)
166,89 C-9 (C=0)
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0 Descri¢ao: Solido amarelo claro
o 0 ! Name: 3-(2-piridin)-2-propenoato de etila
1 :
| 8 Ponto de Fusdo: (65,5 -66,7) °C
~N
3 Rendimento: 48 %

Tabela 4: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 59

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,26 H-12 t 7,10
4,20 H-11 q 7,18
6,85 H-8 d 15,85
7,36 H-7 d 7,80

7,15-17,23 H-3 m -
7,55 -17,69 H-4 e H-5 m -
8,40 — 8,70 H-6 m -

Tabela 5: Dados espectrais de RMN de e para o composto 59

d (ppm) Atribuicdo
14,04 C-12 (CHs)
60,43 C-11 (CHy)

122,31 ¢ 124,03 C-7 e C-8 (C=C)
136,66 C-1(C)
142,96 C-6 (CH)
149,80 C-3 e C-5 (CH)
152,65 C-4 (CH)
166,46 C-9 (C=0)
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Descri¢ao: Solido branco a amarelo claro

0]
o ! 9 ! Name: 3-(4-piridin)-2-propenoato de etila
N \/U\o/\,z (4-piridin)-2-prop
N_ 8 Ponto de Fusdo: (57,5-59,1)°C
3 60 Rendimento: 54 %

Tabela 6: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 60

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,28 H-12 t 7,18
4,22 H-11 q 7,07
6,56 H-8 d 15,85

7,18 -17,22 H-7 m -
7,32 -17,54 H-2 e H-6 m -
7,55 -17,67 H-3 e H-5 m -

Tabela 7: Dados espectrais de RMN de " C para o composto 60

6 (ppm) Atribui¢do
14,18 C-12 (CH3)
61,04 C-11 (CHy)

123,63 ¢ 128,38 C-7 e C-8 (C=C)

131,96 C-1(C)
141,11 C-2 e C-6 (CH)
149,42 C-3 e C-5 (CH)
165,80 C-9 (C=0)
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Descricido: Solido amarelo cristalino

0
6 7 11
s 1 \'}U\O P Name: 3-(4-nitrofenil)-2-propenoato de etila
o O C Ponto de Fusio: (1289 - 131,0) °C
2 Rendimento: 68 %

Tabela 8: Dados espectrais de RMN de H para o composto 61

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,34 H-12 t 7,14
4,26 H-11 q 7,01
6,30 H-8 d 16,09
6,85 H-2 e H-6 d 8,56
7,43 H-3 e H-5 d 8,56
7,63 H-7 d 16,09
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Descri¢ao: Solido branco

Name: 3-(4-metilenofenil)-2-propenoato de etila

Ponto de Fusao: (71,2 -72,0)°C

Rendimento: 49 %

Tabela 9: Dados espectrais de RMN de H para o composto 62

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
1,36 H-12 t 7,14
1,57 H-13 s -
4,31 H-11 q 7,27
6,57 H-6 d 16,09
7,68 H-7 e H-8 d 8,56

7,71 -17,79 H-2 m -
8,26 H-3 e H-5 d 8,82
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Descricao: Solido branco

0"~ Name: 3-(4-etilenofenil)-2-propenoato de etila
14

Ponto de Fusao: (65,5 -66,7) °C
Rendimento: 49 %

Tabela 10: Dados espectrais de RMN de H para o composto 63

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,47 H-8 e H-14 t 7,01
4,03 -4,18 H-7 e H-13 m -
7,02 H-3 e H-5 s -
7,43 - 7,53 H-2 m -
7,61-7,73 H-6 m -
7,79 - 7,91 H-9 e H-10 m -
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Descricdo: Oleo branco a transparente

Name: 3-(4-hidroxifenil)-2-propenoato de etila

Rendimento:

61 %

Tabela 11: Dados espectrais de RMN de H para o composto 64

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,34 H-13 t 7,10
4,26 H-12 q 7,12
6,29 H-3 d 16,07
6,86 H-8 e H-9 d 8,74
7,41 H-2 e H-6 d 8,89
7,63 H-5 d 15,91

Tabela 12: Dados espectrais de RMN de >C para o composto 64

o (ppm) Atribui¢do
14,28 C-13 (CH3)
60,53 C-12 (CH,)

115,15 ¢ 115,89 C-8 e C-9 (C=C)

126,73 C-4 (C)
129,94 C-3 e C-5 (CH)
144,73 C-2 e C-6 (CH)
158,33 C-1(C)
167,88 C-10 (C=0)
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Descricdo: Solido branco cristalino

Name: 3-(4-etoxifenil)-2-propenoato de etila
Ponto de Fusdo: (153,4-155,0)°C
Rendimento: 49 %

Tabela 13: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 65

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,33 H-15 t 7,14
1,43 H-9 t 7,14
4,06 H-8 q 7,01
4,25 H-14 q 7,01
6,30 H-11 d 15,83
6,89 H-3 e H-5 d 8,82
7,46 H-2 e H-6 d 8,82
7,64 H-10 d 16,09
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Descri¢ao: Soélido branco
5 10 14 . .
. 4 \1 I/ESO PN . Name: 3-(4-metoxifenil)-2-propenoato de etila
¥~ Ponto de Fusdo: (156,5-156,9) °C
2 66 Rendimento: 59 %

Tabela 14: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 66

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
1,26 H-15 t 7,14
3,77 H-8 s -
4,18 H-14 q 7,27
6,24 H-11 d 16,09
6,83 H-3 e H-5 d 8,82
7,41 H-2 e H-6 d 8,56
7,57 H-10 d 15,83
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| 0 Descri¢iio: Oleo amarelo
6 7 10
O 1 \/lko/\
O g 0 I Name: 3-(3,5-dimetoxifenil)-2-propenoato de etila
4 2
_0 67 Rendimento: 60 %
12
Tabela 15: Dados espectrais de RMN de H para o composto 67
o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
1,34 H-11 t 7,10
3,80 H-12 e H-13 ] -
4,26 H-10 q 7,07
6,41 H-8 d 16,07
6,47 - 6,51 H-4 m -
6,66 H-2 e H-6 d 2,18
7,60 H-7 d 15,91

Tabela 16: Dados espectrais de RMN de e para o composto 67

o (ppm) Atribui¢do
14,25 C-11 (CH3)
55,33 C-12 ¢ C-13 (CHs)
60,49 C-10 (CH,)

102,42 ¢ 105,82 C-7 e C-8 (C=C)
118,67 C-1(C)
136,23 C-2 ¢ C-6 (CH)
144,52 C-3eC-5(C)
160,90 C-4 (CH)
166,92 C-9 (C=0)
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| ) , o Descri¢do: Solido branco
0 : \/EJ\O/\ ., Name: 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-propenoato de etila
@ 2 Ponto de Fusao: (66,0 - 68,6) °C
O 68 Rendimento: 60 %

Tabela 17: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 68

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,34 H-11 t 7,10
3,89 H-12, H-13 ¢ H-14 S -
4,26 H-10 q 7,07
6,35 H-8 d 15,91
6,75 H-2 e H-6 S -
7,60 H-7 d 15,83

Tabela 18: Dados espectrais de RMN de e para o composto 68

6 (ppm) Atribuigdo

14,28 C-11 (CH3)

56,08 C-12, C-13 ¢ C14 (CH3)
60,92 C-10 (CH,)

105,10 ¢ 117,46 C-7 ¢ C-8 (C=C)

129,92 C-1(C)

139,97 C-2 e C-6 (CH)
144,52 C-3¢C-5(C)
153,37 C-4 (C)

166,91 C-9 (C=0)
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Descricao: Solido amarelo cristalino

Name: 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-
2-propenoato de etila

Ponto de Fusao: (69,7 -70,0) °C

Rendimento: 70 %

Tabela 19: Dados espectrais de RMN de H para o composto 69

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
1,33 H-16 t 7,18
3,91 H-10, H-18 S -
4,25 H-15 q 7,20
6,29 H-12 d 15,91
6,76 H-3 e H-5 S -
7,59 H-11 d 15,91

Tabela 20: Dados espectrais de RMN de e para o composto 69

o (ppm) Atribuicdo
14,28 C-16 (CH3)
56,24 C-10, C-18 (CH3)
60,35 C-15 (CHy)

104,93 ¢ 115,90 C-11 ¢ C-12 (C=C)
125,84 C-4 (C)
137,00 C-3 e C-5 (CH)
144,83 C-2 e C-6 (C)
147,13 C-1(C)
167,14 C-13 (C=0)
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5.3 — Sintese das Diidrocumarinas

As diidrocumarinas foram preparadas a partir de trés ésteres cinamicos

obtidos por via sintética e trés dcidos cindmicos comerciais.

0 0
o o
HO 64 >0 66
0 0
0 X o™ <O B OH
~o 68 © 70
_0
| 0 i
0 N0 Q/YLOH
HO
J e 71

Figura 28: Esteres e Acidos Cindmicos utilizados na sintese da Diidrocumarina

Dentre os compostos, escolheram-se aqueles cuja molécula apresentava
maior variabilidade e complexidade estrutural para a analise comparativa
entre atividade bioldgica e estrutura molecular. Os demais compostos

sintetizados ser¢o utilizados em outros trabalhos.

A reagdo de hidroarilagdo observada no mecanismo na figura 29 abaixo
tem uma caracteristica importantissima, a formacao de um centro quiral no

produto, podendo formar esterioisdmeros.

Durante as primeiras horas de sintese, percebeu-se uma evidente
alteracdo na cor da mistura em todas as reagdes. Verificou-se também o
surgimento de cristais nas paredes do baldo apds 12 horas de reagdo. Os

rendimentos das rea¢des variaram entre 39% a 97%.
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0 OH
0

NXX"0-R + H—00C—C—F — R™

= n F

\_/
|

Figura 29: Mecanismo de reagdo das Diidrocumarinas

A evidéncia mais relevante da formacao do produto, apds andlise do
espectro de infravermelho foi o deslocamento do sinal para estiramento da
carbonila. Nos ésters cinamicos os elétrons da carbonila estdo conjugados
com os da ligacdo dupla, em consequéncia, a posicdo do sinal ¢ deslocado
para o intervalo de 1690 ¢ 1740 cm™. A ligagdo dupla é consumida na reacio,
formando as diidrocumarinas (lactonas ciclicas). A perda da conjugagao

provoca o deslocamento do sinal para o intervalo de 1735 ¢ 1770 cm™.

Foi verificado também o desaparecimento da banda correspondente ao
estiramento da ligacdo C=C no intervalo entre 1625 ¢ 1640 cm” e o
aparecimento de uma banda de absor¢do para o estiramento simétrico da

ligacdo C—O caracterizado por um sinal forte entre 1000 e 1300 cm™.
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Tabela 21: Correlagdo entre as bandas de absor¢do em infravermelho e os grupos
funcionais para as diidrocumarinas obtidas.

Composto C=0
73 1758
74 1762
75 1766
76 1773
77 1764
78 1742
79 1740

Figura 30: Estrutura molecular das Diidrocumarinas

Foi possivel confirmar as estruturas da maioria dos compostos
esperados através dos espectros de RMN de 'H. E caracteristico de todas as
diidrocumarinas um par de duplos dubletos (Figura 30), cada um integrado
para um atomo de hidrogénio, na regiao entre 3,0 ¢ 3,3 ppm (J=15,5 Hz ¢ 8,3
Hz aproximadamente), devido ao acoplamento dos hidrogenios H,-3 ¢ Hy-3
(nd3o equivalentes) com o hidrogénio H-4, respectivamente. Outro duplo
dubleto ¢ verificado na regido entre 4,0 ¢ 4,6 ppm (J = 7,8 Hz ¢ 6,2 Hz,
aproximadamente), representando o hidrogénio H-4. Os demais sinais sdo de
hidrogénios dos anéis aromaticos, que tem seus sinais no intervalo de 6,5 a

9,0 ppm.
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-Dados dos produtos obtidos:

e} Descricao: Solido branco a amarelo
Name: 4-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona

Ponto de Fusao: (120,1-121,9)°C

Rendimento: 44 %

Tabela 22: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 72

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
3,00 H,-3 dd 15,57 ¢ 8,30
3,07 Hy-3 dd 15,83 ¢ 5,97
3,81 H-19 s -

4,31 H-4 dd 7,8¢6,2
6,89 H-14 e H-17 d 8,82
6,99 H-13 d 7,01
7,09 H-8, H-9, H-10 d 8,56
7,14 H17 d 6,75
7,31 H-7 s -
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Descri¢ao: Solido branco a castanho

Name: 4-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona

Ponto de Fusdo: (123,5-125,0)°C

Rendimento: 57 %

Tabela 23: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 73

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
3,09 H,-3 dd 15,83 ¢ 6,75
3,19 Hy-3 dd 15,83 ¢ 6,23
3,79 H-25 s -

4,45 H-4 dd 7,93 € 6,21
6,87 H-20 e H-22 d 8,82
7,10 H-8, H-9, H-10 m -
7,57 H-11, H-13, H-14 d 8,56
7,83 HI19 d 6,75
8,31 H-23 s -
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Descri¢ao: Solido branco
Name: 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona
Ponto de Fusao: (125,9 - 128,1) °C

Rendimento: 39 %

Tabela 24: Dados espectrais de RMN de H para o composto 74

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
2,97 H,-3 dd 15,83 ¢ 7,79
3,06 Hy-3 dd 15,83 ¢ 5,97
4,28 H-4 dd 7,50 € 6,50
5,97 H-25 S -

6,62 H-12 e H-13 s -
6,78 H-22 d 8,30
7,02 H-23 d 8,30
7,12 H-7 e H-14 m -
7,31 H-19 m -
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Descri¢cdo: Solido branco
Name: 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona

Ponto de Fusao: (126,0 - 128,9) °C

Rendimento: 45 %

Tabela 25: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 75

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
3,08 H,-3 dd 15,83 ¢ 6,49
3,19 Hy-3 dd 15,83 ¢ 6,23
4,42 H-4 dd 7,22 ¢ 6,44
5,95 H-22 s -

6,63 H-14 e H-15 m -
6,77 H-9 d 8,56
7,14 H-10 d 8,56
7,58 H-19, H-25 e H-26 m -
7,84 H-8 d 7,79
8,32 H-11 d 8,30
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Descricdo: Soélido Marron

Name: 4-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-
3,4-diidro-2-cromenona

Ponto de Fusao:

(109,1 - 111,2)°C

Rendimento: 39 %

Tabela 26: Dados espectrais de RMN de H para o composto 76

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
3,11 H,-3 dd 15,83 ¢ 7,53
3,20 Hy-3 dd 15,83 € 6,23
3,82 H-25 e H-28 s -

4,42 H-4 dd 7,53 ¢ 6,23
6,41 H-19 e H-23 s -
7,12 H-8 d 8,30
7,58 H-9, H-10 e H-11 m -

7,85 H-13 d 7,78
8,32 H-14 d 8,30
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Descricdo: Solido branco a amarelo
Name: 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona
Ponto de Fusao: (61,1 -62,0)°C

OH Rendimento: 86 %

Tabela 27: Dados espectrais de RMN de H para o composto 77

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
3,09 H,-3 dd 15,57 € 6,49
3,19 Hy-3 dd 15,83 ¢ 6,49
4,44 H-4 dd 7,83 € 6,56
6,80 H-16 e H-18 d 8,56
7,04 H-15 e H-19 d 8,56
7,12 H-7 d 8,30
7,57 H-8 m -

7,84 H-9 d 8,04
8,32 H-10 d 7,53
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Descri¢iao: Solido branco a amarelo

Ponto de Fusao: (63,3 -64,1)°C

2 OH Rendimento: 97 %

Name: 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona

Tabela 28: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 78

o (ppm) Atribuicao Tipo de Sinal J (Hz)
3,09 H,-3 dd 15,83 € 6,49
3,19 Hy-3 dd 15,83 € 6,23
4,45 H-4 dd 7,83 ¢ 6,56
6,80 H-20 e H-22 d 8,82
7,05 H-19 e H-23 d 8,56
7,13 H-8 d 8,56
7,57 H-9, H-10 e H-11 m -

7,84 H-13 d 8,56
8,32 H-14 d 8,82
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Entretanto, em algumas reacdes nao foi verificado a formagdo do

produto de interesse. Estes estdo disponiveis na tabela 29.

Tabela 29: Relagdo dos compostos esperados que ndo se formaram nas sinteses

Nome Estrutura Molecular
0
o}
3-metil-4-fenil-3,4-diidro-2-cromenona O O
80
0
0
3-metil-4-fenil-3,4-diidro-2-benzocromenona OO O
81
0
0
Y ~
4-(3,4,5-trimetoxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona O O o
82
0
0
O\
4-(3,4,5-trimetoxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona OO O o
83
0
0
O\
4-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona O O
OH
_0
84

Esperava-se que todos os compostos acima fossem formados apos
reacdo com o fenol e o naftol com os ésteres e acidos cinamicos

respectivamente, o que nao foi observado.
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O insucesso na formacdo dos compostos 80 ¢ 81 da tabela 29 acima
pode ser atribuido a estabilidade do carbocation formado apds o ataque
nucleofilico da dupla ligacdo ao TFA. Esse carbocation € vizinho ao grupo

fenil a esquerda e a um carbono a-carbonila metilado a direita (figura 31).

O impedimento estérico, também promovido pela metila, pode
impossibilitar a aproximacdo do fenol para a substituicdo -eletrofilica

i I 2426
aromatica com o carbocatlon.[ ]

0 OH
Q F +
2 i N OH |\ R
=
4

N CoH 4+ H—O00C—C—F — g1
R—F i =
1 / F
71 72

Figura 31: Formagdo de um carbocation estavel, impossibilitando a substitui¢do
eletrofilica aromatica.

A presenca de um grupo metoxi (OCH;) nas posicdes 3 ¢ 5 do anel
aromatico no composto 68 pode influenciar a sua reatividade. O metoxi € um
grupo desativante do anel para a posi¢ao meta por efeito indutivo. O carbono
meta desativado nesse caso ¢ vizinho ao carbocation, tornando-o
extremamente instavel, com tempo de vida pequeno e insuficiente para sofrer
o ataque nucleofilico do fenol na proxima etapa da reagdo. Em consequéncia,
o produto ndo se forma ou ¢ obtido em pequeno rendimento. No caso dos

compostos 82 e 83, nao houve formagao do produto.[24-26]

Além disso, as reagdes de hidroarilagdo de ésteres e acidos cindmicos
na presenca do fenol sdo mais eficientes quanto maior o numero de grupos
doadores de elétrons ligados ao fenol. Isso significa que a reagdo ¢ favorecida

quando acontece na presenca de fendis com maior forca nucleofilica.l"!
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Na reagdo entre o composto 69 com o fenol, deveria ser formado o
produto 84. Porém, de forma surpreendente, os espectros de RMN de 'H e de
PC em 2D (HMBC) em anexo, mostraram que houve a formacio de um

produto inesperado (figura 32).

© NN+ H—OOC—C F —>

69

J

0
~N
0 HO
e
HO OH
0L F— c CoO
85 I

Figura 32: Formacgdo de um produto Ciclico

O carbocation formado na primeira etapa ¢ instavel, por motivos ja
explicados anteriormente, no entanto houve formacdo do produto em

rendimento baixo (40,7%).

A explicagao mais plausivel seria o equilibrio no estado de transicao.
Sabe-se que nesse momento, existem duas possibilidades de ataque

nucleofilico pelo fenol: um a posicdo orto e outro a posi¢io para.*®

Inicialmente, observa-se que o ataque nucleofilico através da posicao
orto ¢ desfavorecido por impedimento estérico, entretanto, forma um produto
final mais estavel. Portanto, no primeiro momento o ataque nesta posi¢cao nao

¢ favoravel (mais lento), mas na medida em que a reagdo se processa O
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equilibrio ¢ deslocado no sentido da formacdo do produto ciclico, muito

estavel (controle termodindmico).’*"

Por outro lado, como o carbocation formado tem um tempo de vida
muito pequeno no estado de transi¢do, acaba favorecendo a reacdo que ocorre
mais rapidamente, caracteristica do controle cinético. Neste caso o ataque
nucleofilico ocorre na posi¢ao para, deslocando o equilibrio no sentido da

formacdo do produto néo ciclico.*®

| 0 0
0 X inimi Y
o0 a) Controle Termodinamico ~

OH b) Controle Cinético
b)

Figura 33: Duas possibilidades de reagdo: controle cinético e controle termodindmico.

O produto ciclico pode ser favorecido pela utilizagdo de nucleodfilos

mais fortes e o produto ndo ciclico pelo aquecimento, o que foi observado. A

reacdo realizada a partir do naftol (nucleofilo mais forte) foi capaz de produzir
[26]

o composto ciclico esperado.

Descri¢do: Soélido branco a amarelo

Name: 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-
3-(4-hidroxifenil)-propanoato de etila

” Ponto de Fusiio: (64,2 - 65,5)°C

Rendimento: 41 %
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Tabela 30: Dados espectrais de RMN de 'H para o composto 85

o (ppm) Atribuicdo Tipo de Sinal J (Hz)
1,15 H-15 t 7,14
2,97 H-11 d 8,04
3,84 H-9 e H-17 S -
4,05 H-14 q 7,01
4,42 H-10 t 8,04
6,44 H-3 e H-5 S -
6,75 H-19 e H-23 d 8,56
7,10 H-20 e H-22 d 8,30

No espectro de RMN de 'H (Figura 34 e em anexo), observa-se o
aparecimento de dois dubletos tipicos de acoplamento spin de um sistema
AA’BB’ para anel aromatico 1-4 substituido. Estes hidrogénios estao
presentes em 6, = 6,75 ppme §,= 7,10 integrados com dois hidrogénios cada

e constante de acoplamento de 8,56 Hz e 8,30Hz respectivamente.

Neste mesmo espectro, verificou-se a presenca de um tripleto em 5, =
1,15 integrado para trés hidrogénios, um dubleto em &, = 2,97 integrado para
2 hidrogénios, um singleto em ¢, = 3,87 integrados para os 6 hidrogénios
metilicos, um quarteto em &, 4,05 integrado para 2 hidrogénios e um tripleto
em &, = 4,42 integrado para 1 hidrogénio e por fim um singleto na regidao dos
aromaticos &,= 6,44 integrado para dois hidrogénios. Essas informagdes

confirmaram a formag¢ao do composto em questao.
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Figura 34: Espectro de RMN-"H do composto 85
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Figura 35: Espectro de HMBC - Correlagoes entre o dubleto 6, = 2,97 e os sinais de
carbonos 6.=136,3, 6.=46,3e 6.=171,5.
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A fim de eliminar qualquer tipo de duvida, fez-se necessaria a técnica
de RMN em 2D via HMBC. A utilizagao dessa ferramenta ¢ interessante
porque possibilita analisar o acoplamento de hidrogénios e carbonos a longa

distancia.

Observou-se no espectro de HMBC a correlagao entre o dubleto em 6,
= 2,97 com o sinal em §.= 136,3 referente ao carbono no anel aromatico 1-4
substituido; em §.= 46,3 correspondente ao carbono assimétrico e ainda em

S.= 171,5 referente ao carbono carbonilico (Figura 35)
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Figura 36: Espectro de HVUBC - Correlagoes entre os dubletos 6, = 6,75e 6,="7,10
com os sinais de carbono em 6.= 136,3, 6.= 114,6, 6.= 134,3 e o.= 153, 4eem O.=
45,8, 6,=128,0e 6.= 153,9, respectivamente
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A figura 36 mostra dois dubletos do sistema AA’BB’ §,=6,75¢ §,=
7,10 acoplam-se com os sinais de carbono em §.= 114,6, 5.= 1343 ¢ §.=

153,4eem 5.=45,8, 5,=128,0 ¢ 5.=153,9, respectivamente.

Pode se verificar na figura 37 que os hidrogénios do singleto observado

em §, = 6,44, acoplam-se com os carbonos aromaticos em .= 133,7 ¢ §.=

146,1 e também com os carbonos fora do anel em 5.=45,8 ¢ 5.= 104,2.
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F1 Chemical Shift (ppm)
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5 4
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Figura 37: Espectro de HMBC - Correlagoes entre o singleto &,, = 6,44 com os sinais de
carbono em 6.= 133,7 e 6.= 146,1(aromaticos) eem 6.= 134,3e 6.= 153,4 eem O
=458, 0.=104,2
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Os hidrogénios do tripleto observado em §,, = 4,42, acoplam-se com os
carbonos aromaticos em .= 129,1, §.= 135,8 e também com os carbonos em
5.= 41,2 e 5.,= 103,7 e com o carbono carbonilico em &.= 172,0 como

observado na figura 38.
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Figura 38: Espectro de HMBC - Correlagoes entre o tripletod,, = 4,42 com os sinais de
carbono em 6.=129,1e 6.= 1358, 6.=41,2e 6.=103,7 e com o carbono

carbonilico em 6,.= 172,0.

5.4 — Atividade Biologica das Diidrocumarinas

Todas as diidrocumarinas sintetizadas e que apresentaram confirmagao

estrutural mostraram alguma atividade bioldgica anticolinesterasica.
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Para este trabalho, foi utilizado o método de Ellman (figura 39) para a
determinagdo da atividade biologica anticolinesterasica. Este método consiste
na determinagdo da taxa de producdo da tiocolina apds a hidrolise da

acetiltiocolina na presenca da enzima acetilcolinesterase (AcCE).

o)
+ O +
S-CH,CH,N(CH;); + AcCE ————> .+ HSCH,CH,N(CH,),
0
86 87 88
COOH

+
HSCH,CHN(CHy),  + 9N

89 S/S\@COOH

920

COOH O COOH O COOH
| +

1l
O,N N -
2 + o° \©\ N O,N

91 92

S

Figura 39: Reagdo de Ellman

Foram misturados o reagente de Ellman (DTNB) e acetiltiocolina nos
pocos do espectrofotometro de microplacas e medida a absorbancia como
descrito no procedimento. Depois da adicdo de AcCE observou-se a formagao
de uma coloracdo amarela na solu¢ao devido a catalise enzimatica. Desse
modo, ¢ medida a continuacdo da reacdo da tiocolina com o reagente de
Ellman, cujo produto ¢ o anion amarelo (92). Com a adi¢do das amostras
(tabela 31) antes da acetilcolinesterase, a absorbancia ¢ diminuida, indicando

a inibi¢do da enzima.
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Tabela 31: Relagdo dos compostos obtidos e analisados pelo método de Ellman

Numero Nome Estrutura Molecular
(0]
(6]
1 4-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona O O
(6]
\
73
(0]
4-(4 ifenil)-3,4-diidro-2 1
-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-
2 b
benzocromenona OO O o
\
74
0
o)
3 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona 0
SRG®
75
0
A 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2- ? N
benzocromenona OO O 0>
76
0
0
5 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona O O
OH
78
(0]
6 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2- 9
benzocromenona CO O on
79
i
)
4-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3,4-diidro-2- SN
7 benzocromenona OO O ol
0
77
OH
3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-(4- | O o
8 hidroxifenil) propanoato de etila 0 O 0™
HO
/O
85
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O método de Ellman se mostrou muito robusto, mas tem uma limitagao
importante; a exigéncia de alta solubilidade em 4gua das amostras, uma vez
que todas as solucdes utilizadas sdo aquosas. As diidrocumarinas sdo pouco
soluveis em 4gua. Para superar esse problema as amostras foram solubilizadas
numa solu¢do de DMSO (Dimetilsulféxido) a 10% e depois diluidas varias
vezes com agua até alcangar a concentracao adequada para as analises. Apesar
disso, obteve-se uma oOtima reprodutibilidade nos resultados obtidos para

todas as diidrocumarinas analisadas.

A partir do método descrito acima, foram feitos trés medidas de cada
diidrocumarina e analisadas as porcentagens de inibi¢do em triplicata, de
acordo com a equacao 3 descrita no procedimento experimental (pag. 30).
Consideraram-se apenas os valores que reproduziram nos trés experimentos e

descartados os valores discrepantes.

% de Inibicao das Diidrocumarinas
o u “
41,60
45,00 - 40 06 40 87 - ] .
40,00 - ’
35,00
25 86 25 86
= -
- S 22 50 2147
= 25,00
=
2 20,00 -
S 15,00 |
10,00 -
5,00 -
0,00 -
Dndrocumarlnas

Figura 40: Porcentagem de inibi¢cdo apresentado pelas diidrocumarinas analisadas em
ensaio de microplacas pelo método de Ellman
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O célculo utilizado para determinar as porcentagens apresentadas na
figura 40, avaliam o quociente entre a absorbancia verificada para uma
solucdo contendo a acetiltiocolina (72) + o reagente de Ellman (75) + AcCE
(73) + a solugdo amostra e outra solugdo igual sem a adigdo da amostra.
Através do valor obtido, ¢ possivel calcular a taxa de inibicdo, ou seja, a
quantidade de acetilcolinesterase inibida quando adicionada as

diidrocumarinas de acordo com a equagao 3.

Os resultados verificados na figura 40, para os trés experimentos, foram
realizados utilizando-se a espectroscopia no UV-Vis com comprimento de
onda de 412 nm. Estes valores de atividade biologica estao relacionados com

as estruturas numeradas da tabela 31.

5.5 — Relagdo entre estrutura molecular e atividade biologica (SAR)

Como demonstrado na introdugdo, a acetilcolinesterase possui dois
subsitios de interacdo, um estearico ¢ um anidnico. O subsitio ani6nico
interage com a porgao trietilamonio (catidénico) da acetilcolina e o estearico €
responsavel pela catdlise e interage com a porcao estedrica da acetilcolina.
Interagdes secundarias observadas podem contribuir com a maximizagao das

. ~  [3,12
1nterag:oes.[’ ]

O subsitio estearico caracteriza-se pela afinidade a grupos hidrofilicos.
O grupo serina, localizado no subsitio estearico, contém uma hidroxila livre
capaz de efetuar um ataque nucleofilico a carbonila da acetilcolina, levando-a
a hidrolise. Por analogia, ¢ possivel aceitar que todos os compostos
sintetizados reagem com a serina da mesma forma. Além disso, estes
compostos podem interagir como doadores de elétrons nas ligacdes de

hidrogénio do lactona com o “buraco oxidonico” de aminoacidos formado pela
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Alamina ¢ a Glicina. Portanto, quanto maior a quantidade de grupos

hidrofilicos presentes maior sera a quantidade de interacdes (figura 41).1'%"?!

B Residuos de Aminoécidos
B Interagdes Intermoleculares

B Sitio Ativo da Acetilcolinesterase

Figura 41: Possiveis interagoes intermoleculares das diidrocumarinas com os sitios ativos

da acetilcolinesterase.

O resultado das analises de atividade biologica mostrou que a resposta
anticolinesterasica proveniente de moléculas contendo um ou dois anéis na
sua estrutura ¢ praticamente a mesma. O aumento na quantidade de anéis

aromaticos ndo causou acréscimo significativo na inibicao da enzima.

O aumento da porcentagem de inibigdo na medida em que se aumenta a

quantidade de grupos contendo aceptores de ligacdes de hidrogénio nas
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diidrocumarinas, também ¢ um fato. Esses grupos podem interagir com os
aminoacidos do sitio periférico anidnico e os grupos que possuem anel
aromatico interagem com os residuos de aminoacidos do sitio catalitico
anidnico.*

E o que ocorre com os compostos da tabela 31, que se diferenciam

apenas pelas quantidades diferentes dos grupos ligados ao anel aromatico.

Os compostos 73 e 74 possuem apenas um grupo aceptor de ligacdes de
hidrogénio (o grupo metoxi) na posicdo 4 ¢ apresentam o valor de
aproximadamente 25% de inibi¢do. Os compostos 78 ¢ 79, também possuem
um grupo aceptor de ligagdes de hidrogénio na mesma posi¢ao com um valor

de inibi¢ao proximo (de 22%).

O acréscimo de um oxigénio ligado a posicdo 3 do anel aromatico
contribuiu de forma significativa com a porcentagem de inibi¢do observado
para os compostos 74 e 75 através do grupo dioximetil (OCH20). Obteve-se

o valor aproximado de 40% de inibigao.

Entretanto a presenca de trés grupos aceptores de ligacdoes de
hidrogénio ndo apresentou aumento na porcentagem de inibicdo, mantendo
valores proximos de 40% de inibicdo. Com esse resultado, ¢ razodvel pensar
que as posigoes 3 e 4 sdo privilegiadas e contribuem para o aumento da

porcentagem de inibigao.
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6 — Conclusoes e Perspectivas

Os objetivos deste trabalho foram integralmente alcangados.

A sintese dos ésteres cinamicos através de uma Ilida de fosforo
mostrou-se um procedimento extremamente simples e altamente eficaz,
resultando na formagdo do produto com rendimentos apreciaveis. Os
espectros de infravermelho e de RMN confirmaram a formacgdo dos

produtos.

Através da Hidroarilagdo, ao contrario, ndo foi possivel obter todos
os produtos. No entanto, para todas as diidrocumarinas que se formaram,

obteve-se resposta anticolinesterasica.

O método de Ellman, para a determinacdo da atividade biologica
anticolinesterdsica mostrou-se muito eficiente, pois ¢ extremamente

seletivo e muito simples de se realizar.

A obtencdo do produto nao ciclico (85) nao esperado foi
surpreendente e interessante, nao s6 por formar um produto novo, como por

apresentar atividade anticolinesterasica.

Pretende-se, em trabalhos futuros, sintetizar mais diidrocumarinas e
derivados, procurando obter moléculas cada vez mais seletivas, eficazes ¢

capazes de ter aplicabilidade terapéutica no futuro.
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8.1 —Anexo Il

8.1.1 - Espectros de RMN-"H do 3-(Fenil)-2-propenoato de etila
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Absolute Intensity

Absolute Intensity

8.1.2 - Espectro de RMN- " C do 3-(Fenil)-2-propenoato de etila
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8.1.3 - Espectro de RMN-"H do 3-(2-piridin)-2-propenoato de etila

JF004.001.ESP

JF004.001.ESP

O
@Mo«
W o

ey -
1.02 1.99 0.98 0.950.94 1.95 3.00
[E— = H H Y (. H
‘ ‘ ‘ 8‘.0 ‘ 7‘.5 ‘ 7‘.0 ‘ 6‘.5 ‘ 6‘.0 ‘ 5‘.5 ‘ 5‘.0 ‘ 4‘.5 ‘ 4‘0 ‘ 3‘.5 ‘ 3‘.0 ‘ 2‘.5 ‘ 2‘.0 ‘ 1‘.5 ‘ 1‘.0 ‘ 0‘.5 ‘ 6

Chemical Shift (opm)

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacido da Atividade Anticolinesterdsica



Anexos

Absolute Intensity
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8.1.4 - Espectro de RMN- " C do 3-(2-piridin)-2-propenoato de etila
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8.1.5 - Espectro de RMUN-"H do 3-(4-piridin)-2-propenoato de etila
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Absolute Intensity

8.1.6 - Espectro de RMN- " C do 3-(4-piridin)-2-propenoato de etila
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8.1.7 - Espectro de RUN-"H do 3-(4-Nitrofenil)-2-propenoato de etila
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8.1.8 - Espectro de RMN-"H do 3-(4-metilenofenil)-2-propenoato de etila
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8.1.9 - Espectro de RMN-"H do 3-(4-etilenofenil)-2-propenoato de etila
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8.1.10 - Espectro de RMN-"H do 3-(4-Hidroxifenil)-2-propenoato de etila
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8.1.12 - Espectro de RMN-"H do 3-(4-Etoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.1.13 - Espectro de RMUN-"H do 3-(4-metoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.1.14 - Espectro de RMUN-"H do 3-(3,5-dimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.1.15 - Espectro de RMN- " C do 3-(3,5-dimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.1.16 - Espectro de RMN-"H do 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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Absolute Intensity

Absolute Intensity

8.1.17 - Espectro de RMN- "C do 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.1.18 - Espectro de RMN-"H do 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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Absolute Intensity
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8.1.19 - Espectro de RMN- " C do 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.1.20 - Espectro de RMN-"H do 4-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona
1.0—a001_2.001.esp
3 A001.ESP 0
0.9-
E 0
0.8~
¢
E /
> () (o O
é 0'6é i //L bl 73
05
L E
= 04- \
2 -
20.3:;
0.2-
0.1-
O E““**J A e ﬁt J M
1.061.022.950.841.92 1.00 3.00 1.071.00
4y U H H H d l 4 Y
H‘\\H‘HH‘H\\‘\H\‘HH‘HH‘HH‘HH‘\\H‘H\\‘\H\‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘\H\‘\H\‘\\H‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘H\\‘H
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 50 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 05 0
Chemical Shift (ppm)

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacido da Atividade Anticolinesterdsica



Anexos

97

8.1.21 - Espectro de RMN- "H do 4-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona
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8.1.22 - Espectro de RMN-"H do 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona
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8.1.23 - Espectro de RMN-"H do 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona
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8.1.24 - Espectro de RMN-"H do 4-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona
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Anexos
8.1.25 - Espectro de RMN-"H do 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona
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8.1.26 - Espectro de RMN-"H do 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona
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8.1.27- Espectro de RMN- "H do 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-(4-hidroxifenil) propanoato de etila
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8.1.28 - Espectro de HMBC do 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-(4-hidroxifenil) propanoato de etila
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8.2 - Anexo 2

8.2.1 — Espectro de IV do 3-(Fenil)-2-propenoato de etila
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8.2.2 — Espectro de 1V do 3-(2-piridin)-2-propenoato de etila
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8.2.3 — Espectro de 1V do 3-(4-piridin)-2-propenoato de etila

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacio da Atividade Anticolinesterdsica




8.2.4 — Espectro de IV do 3-(4-Nitrofenil)-2-propenoato de etila
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8.2.5 — Espectro de IV do 3-(4-metilenofenil)-2-propenoato de etila
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8.2.6 — Espectro de IV do 3-(4-etilenofenil)-2-propenoato de etila
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8.2.7 — Espectro de 1V do 3-(4-Etoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.2.8 — Espectro de 1V do 3-(4-metoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.2.9 — Espectro de 1V do 3-(3,5-dimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.2.10 — Espectro de 1V do 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-propenoato de etila

Sintese de Andlogos de Diidrocumarinas e Avaliacio da Atividade Anticolinesterdsica




Anexos 115

8.2.11 — Espectro de 1V do 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-2-propenoato de etila
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8.2.12 — Espectro de 1V da 4-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona
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8.2.13 — Espectro de 1V da 4-(4-metoxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona
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8.2.14 — Espectro de 1V da 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona
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8.2.15 — Espectro de 1V da 4-(1,3-dioxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona
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8.2.16 — Espectro de 1V da 4-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona
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8.2.17 — Espectro de IV da 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2-cromenona
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8.2.18 — Espectro de IV da 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidro-2-benzocromenona
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8.2.19 — Espectro de 1V da 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-(4-hidroxifenil) propanoato de etila
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