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Sintese de uma colecao de cumarinas, possiveis inibidores

da enzima acetilcolinesterase

A Doenca de Alzheimer estd associada a reducdo das taxas de
acetilcolina (ACh) no processo sinaptico, diminuindo a neurotransmissao colinérgica
cortical, além de outros neurotransmissores como noradrenalina, dopamina, serotonina,
glutamato e substancia P em menor extensao. Alguns medicamentos empregados para
o tratamento da Doenca de Alzheimer disponiveis no mercado sao inibidores da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Este trabalho teve como objetivos: sintetizar uma colecéo
de cumarinas, avaliar os compostos sintetizados com relagdo a atividade inibitéria da
enzima AChE em IMERs (Immobilized Enzyme Reactor), a fim de fornecer subsidios
para o estudo da relacéo estrutura-atividade destes compostos e o desenho racional de
possiveis farmacos para o tratamento da doenca de Alzheimer.

Durante o desenvolvimento do projeto empregou-se a condensagao de
Knoevenagel entre salicilaldeidos e malonato de dietila para a obtengdo da estrutura
padrao da cumarina. As derivagdes na estrutura das cumarinas foram realizadas
através de reagdes de amidacgao, substituicdo nucleofilica, reagcdo multicomponente e
acoplamento cruzado.

A reacdo de Suzuki se mostrou uma ferramenta interessante para a
obtencdo de cumarinas substituidas na posicao 8, visto que nao se tem relatos na
literatura sobre o emprego de reagdes acoplamento cruzado para a sintese de
cumarinas substituidas nesta posicao. No total foram sintetizados 23 compostos.

A atividade inibitéria dos compostos sintetizados foi avaliada utilizando o
método de Ellman adaptado a um IMER, que oferece a vantagem da fase estacionaria
produzida manter a atividade da enzima com superior estabilidade e assim poder ser
utilizada multiplas vezes e em fluxo. Dentre a colecdo de cumarinas sintetizada, o 2-
0xo-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)-2H-cromeno-3-carboxilato de etila mostrou-se como o

melhor inibidor para a AChE, apresentando um ICsy de 6,3 pM.
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Abstract



Synthesis of a coumarin collection, possible inhibitors of

acetylcholinesterase enzyme

Alzheimer's disease is associated with decreased rates of acetylcholine
(ACh) in synaptic process, decreasing the cortical cholinergic transmission, and other
neurotransmitters such as norepinephrine, dopamine, serotonin, glutamate and
substance P in lesser extension. Some drugs used to treat Alzheimer's disease
available in the market are inhibitors of acetylcholinesterase enzyme (AChE). The aim of
this work was synthesize and evaluate a library of coumarins with respect to inhibitory
activity against AChE in IMERs (Immobilized Enzyme Reactor). This study could
contribute to establish the structure-activity relationships and the rational design of
possible drugs to treat the Alzheimer's disease.

During the development of the project it was used the Knoevenagel
condensation between salicyladehydes and diethyl malonate to obtain coumarins. The
functionalization of the coumarins had been carried by amidation, nucleophilic
substitution, multicomponent and cross coupling reactions. The Suzuki reaction has
proved to be an interesting tool to obtain 8-substituted coumarins, a method that has not
yet been described in the literature. In total 23 compounds were synthesized.

The inhibitory activity of the synthesized compounds was evaluated using
Ellman’s method adapted to a IMER, which offers the advantage of the stationary phase
retains the activity of the enzyme with superior stability and thus it can be used multiple
times and in flow. Among the synthesized coumarins, ethyl 2-oxo-7-(2-(piperidin-1-
yl)ethoxy)-2H-chromene-3-carboxylate proved to be the best inhibitor for AChE, with an
ICs0 of 6.3 uM.
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Introducao



1. Introducéo

1.1. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é uma desordem neurodegenerativa, de impacto
socioecondémico, responsavel por cerca de 50 a 60% do numero total de casos de
deméncia dentre pessoas acima dos 65 anos (VIEGAS JR et al., 2004a). Esta patologia
afeta cerca de 1,5% da populagdo em idade entre 65-69 anos, 21% entre 85-86 e 39%
acima dos 90 anos, acometendo aproximadamente 15 milhdes de pessoas em todo o
mundo.

O processo degenerativo progressivo das fungdes psicomotoras e
cognitivas, descrito inicialmente pelo patologista alemao Alois Alzheimer em 1907, dura
de 8,5 a 10 anos, desde o aparecimento dos primeiros sintomas clinicos até a morte do
paciente. As regidbes cerebrais associadas as fungbes mentais superiores,
particularmente o cortex frontal e o hipocampo, sdo aquelas mais comprometidas pelas
alteracdes bioquimicas decorrentes da doenca.

Embora sua etiologia ndo seja totalmente conhecida, fatores genéticos
sdo extremamente relevantes para o desenvolvimento desta doenga, pois, além da
idade, a existéncia de membro da familia com deméncia €& o unico fator
sistematicamente associado, presente em 32,9% dos casos diagnosticados. A Doenca
de Alzheimer é transmitida de forma autossémica dominante e as caracteristicas de
idade de inicio e evolugao identificam subtipos diferentes com correlatos genéticos. Por
ser autossdbmica dominante, a penetracdo €& completa, entretanto a manifestacao
observada na prole ndo é de 50%, mas de aproximadamente 25%. A redugdo da
manifestacdo sugere que outros fatores devam fazer parte do processo da doenca,
caracterizando sua multifatoriedade (HEYMAN, 1996).

Dentre as causas mais evidentes da génese da doenga estdo a ocorréncia
de deposigcao extracelular do peptideo B-amildide em plaquetas senis e a formagao
erratica de neurofibrilas intracelulares. Todo esse processo resulta em perda da funcao

neuronal e dano sinaptico, com subsequente comprometimento da memoria, da



coordenacdo motora e do raciocinio, além da perda da capacidade cognitiva e
deméncia (VIEGAS JR et al., 2004a).

Em nivel celular, a Doenca de Alzheimer esta associada a reducdo das
taxas de acetilcolina (ACh) no processo sinaptico, diminuindo a neurotransmissao
colinérgica cortical, além de outros neurotransmissores como noradrenalina, dopamina,

serotonina, glutamato e substancia P em menor extenséo.

1.2. Acetilcolinesterase

A enzima acetilcolinesterase (AChE) (FIGURA 1), também chamada
Colinesterase de globulo vermelho (CGV), colinesterase verdadeira (eritrocitaria), ou
(mais formalmente) acetilcolina acetil-hidrolase, esta presente principalmente nas

hemacias, sinapses (terminagdes nervosas) e musculos estriados.

Figura 1. Enzima Acetilcolinesterase.

A pseudocolinesterase, também conhecida como colinesterase sérica,
butirilcolinesterase, ou (mais formalmente) acilcolina acil-hidrolase, é encontrada
principalmente no figado, no plasma, no pancreas e no intestino delgado.

Ambas as enzimas catalizam a hidrdlise (destruigdo) do neurotransmissor
acetilcolina restante no espaco sinaptico em colina e acido acético, reagcao necessaria
para permitir que o neurdnio colinérgico retorne a seu estado de repouso apds a
ativacdo, evitando assim uma transmissado excessiva de acetilcolina, que produziria

uma sobre estimulacdo do musculo e, como consequéncia, debilidade e cansago
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(METZLER, 2001). A diferenca entre os dois tipos de colinesterase esta na seletividade
por substratos: enquanto a AChE hidrolisa acetilcolina, a outra hidrolisa butirilcolina
preferencialmente.

Um anticolinesterasico € um inibidor da colinesterase. Devido a sua
funcao essencial, os elementos quimicos que interferem com a ag¢ao da colinesterase
sao potentes neurotoxinas, causando excessiva salivagcdo e olhos lacrimejantes em
baixas doses, seguido por espasmos musculares e finalmente a morte. Mas além de
armas bioquimicas e agrotoxicos, os anticolinesterasicos sdo também utilizados em
anestesias ou no tratamento da miastenia gravis, glaucoma e doenga de Alzheimer
(MusiAL et al., 2007).

1.3. Inibidores da Acetilcolinesterase

Alguns medicamentos empregados para o tratamento da Doenga de
Alzheimer disponiveis no mercado sao inibidores da AChE (Figura 2).
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Figura 2. Medicamentos usados no tratamento da Doenga de Alzheimer.

A fiostigmina (1) (Synapton®), um alcaldide isolado em 1864 de
Physostigma venenosum (Fabraceae), foi o primeiro inibidor da AChE usado em terapia
(ORHAN et al., 2006). A tacrina (2) (Cognex®) foi o primeiro medicamento aprovado pelo

US Food and Drug Administration (FDA). O donepezil hidrocloreto (Aricept®) (3) foi
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aprovado pelo FDA em 1996. A rivastigmina (Exelon®) (4) € um inibidor pseudo-
irreversivel da AchE. A galantamina (Reminyl®) (5) foi isolada de Galanthus nivalis
(Amaryllidaceae), e € indicada para o tratamento da doenca de Alzheimer de
intensidade leve e moderada, atualmente aprovada em 69 paises, inclusive o Brasil,
desde 2000. Varios derivados ou analogos destes farmacos estdo hoje em testes pré-
clinicos ou clinicos. Na Tabela 1 sdo descritos alguns efeitos colaterais destes

medicamentos.

Tabela 1. Inibidores da AChE indicados para o tratamento da Doenca de Alzheimer.

Janela )
i Posologia . )
Farmaco Terapéutica L Efeitos Colaterais
Diaria
(mg/dia)
. hepatotoxicidade em 30-50%
Tacrina 40-160 4 doses o )
monitorizagao das transaminases
interacbes medicamentosas:
varfarina, quinidina, digitalicos,
Donepezil 5-10 Dose unica  cetoconazol, itraconazol, corticoides,
fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina,
fenitoina, carbamazepina
inibicdo da butiril-colinesterase
. o efeitos colaterais periféricos; interagéo
Rivastigmina 3-12 2 doses

com fluoxetina, haloperidol e

tioridazina

Devido aos graves efeitos colaterais apresentados pelos medicamentos
empregados atualmente, a busca por novos inibidores da AChE continua sendo
bastante importante. Varios trabalhos estdo descritos na literatura, tanto empregando
produtos naturais quanto sintéticos (Loizzo et al., 2008; MusIAL et al., 2007; ORHAN et
al., 2006).

Dentre os compostos que apresentam maior atividade inibitéria da AChE

estdo a classe dos alcalbides piperidinicos e as cumarinas. Bolzani e col. relataram a



atividade inibitéria do alcal6ide natural (-)-espectalina (6), isolada de flores de Senna
spectabilis (Fabaceae) (VIEGAS JR et al., 2004b; VIEGAS JR et al., 2005). Derivados
piperidinicos sintéticos analogos a espectalina, também mostraram atividades bastante
interessantes frente a AChE (CASTRO et al., 2008).

Além dos derivados de produtos naturais, também sao encontrados
compostos piperidinicos sintéticos que apresentam interessante atividade inibitoria
frente a AChE; Ghiron et. al. (2010) reportaram a sintese de uma coleg¢ao de derivados
piperidinicos frente a inibicdo da AChE, dentre os quais o composto 7 apresentou um
ECso de 70nM. Além dos alcaldides, outra classe de compostos com atividade inibitéria
da AChE é a das cumarinas (Dos SANTOS et al., 2008). Por exemplo, Piazzi et al. (2008)
descreveram a sintese de derivados cumarinicos sendo que o composto 8 apresentou
um ICso de 18,3 nM (Figura 3).
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Derivado da Espectalina IC5y = 7,32 + 1,02 uM
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-

Figura 3. Alcaldides e cumarina com atividade inibitéria da AChE.



1.4 - Cumarinas

As cumarinas (Figura 4) pertencem a uma familia ampla de metabdlitos de
plantas chamada benzopiranonas, com mais de 1500 representantes em mais de 800
espécies. Nas plantas, esses compostos podem ocorrer no tegumento, frutas, flores,
raizes, folhas e caules, embora, em geral, maiores concentragdes sdo encontradas em

frutas e flores (CROTEAU et al., 2000).
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Figura 4. Cumarina

Suas fungdes nas plantas parecem estar principalmente relacionadas com
a defesa, dada a sua atividade antimicrobiana, anti-alimentar e propriedades inibitérias
de germinacgdo. As propriedades mais bem conhecidas das cumarinas indiretamente
destacam seu papel na defesa da planta. Ingerir cumarinas de tais plantas, como o
trevo, pode causar hemorragia interna em mamiferos. Esta descoberta, em ultima
instancia levou ao desenvolvimento do rodenticida Warfarin (Figura 5a) e ao uso de
relacionados compostos para tratar e prevenir acidente vascular cerebral. Da mesma
forma, o composto fotossensibilizante 8-metoxipsoraleno, presente no tecido foliar de
Heracleum mantegazzianum, pode causar fotofitodermitides quando em contato com a

pele e posterior exposigao a radiacédo UV-A (Figura 5b) (CROTEAU et al., 2000).

5

b

Figura 5. a) Warfarin (cumarina sintética); b) 8-metoxipsoraleno (Furanocumarina).

A comparavel forma de dermatite induzida pela cumarina pode também
ocorrer durante o0 manuseio do aipo. Psoraleno (Figura 6), no entanto, € agora usado
com sucesso para tratar varias desordens da pele (eczema, psoriase), por meio de uma

combinacéo de ingestdo oral e tratamento UV-A. Outras familias de cumarias incluem:
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furanocumarinas lineares (por exemplo, psoraleno), furanocumarinas angulares (por
exemplo, angelicina), piranocumarinas (por exemplo, seselina), e cumarinas

substituidas (por exemplo, 4-hidroxicumarina) (CROTEAU et al., 2000).

1L
0o 0~ o \JS)\/olo

Psoraleno Angelicina
(uma furanocumarina linear) (uma furanocumarina angular)
AN OH
X
= o O
Seselina 4-Hidroxicumarina
(uma piranocumarina) (uma cumarina substituida)

Figura 6. Exemplos de cumarinas.

As cumarinas sdo biossintetizadas através da rota do acido chiquimico,
derivadas do metabolismo da fenilalanina. A enzima fenilalanina amonialiase (PAL) é a
responsavel entre o metabolismo primario e o secundario por catalisar a desaminagao
da L-fenilalanina (metabdlito primario) produzindo o acido trans-cinamico. O acido trans-
cindmico é p-hidroxilado através da acdo da enzima cinamato 4 -hidroxilase resultando
no acido p-cumarico (DOUGLAS, 1996). Ao contrario do que geralmente ocorre, a
hidroxilagdo do acido cinamico ou do acido p-cumarico pode ocorrer orto a cadeia
lateral originando o acido o-cumarico e o acido 2,4-diidroxicumarico respectivamente
(DEWICK, 1997). Apds a hidroxilagcdo, os acidos hidroxicindmicos sofrem isomerizagao
da forma trans para cis (WATERMAN et. al., 1994). Na natureza, as isomerizagdes
trans/cis e a lactonizagdo sdo mediadas por enzimas. O acido o-cumarico e o acido p-
cumarico dao origem a cumarina e umbeliferona, respectivamente (DEwicK, 1997). As
etapas seguintes sdo dependentes das caracteristicas génicas da planta, podendo

estar envolvidas duas ou mais rotas especificas na biogénese das cumarinas (Esquema

1),
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L-fenilalanina
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abreviacgdes: PAL (fenilalanina amonialiase); C2'H (cinamato 2'-hidroxilase); C4'H (cinamato 4'-hidroxilase)

Esquema 1. Proposta da rota biossintética de cumarinas em vegetais superiores.

Varios fungos e leveduras também biossintetizam cumarinas, por
exemplo, as aflatoxinas. No entanto, estes metabdlitos sdo derivados policetideos

e, portanto, sdo analogos bioquimicamente distintos (CROTEAU et al., 2000).

1.5 — Sintese de Cumarinas

Varios sdo os métodos empregados para a sintese de cumarinas. Dentre
as metodologias mais utilizadas podemos destacar as reagbes de Pechmann
(PECHMANN et al., 1984; DE et al., 2005; POTDAR et al., 2001), Perkin (QUEZADA et al.,
2010; MATOS et al., 2009), Knoevenagel (Yu et al., 2009; ALvim JRrR. et al., 2003),
Reformatsky e Wittig (YAVARI et al., 1998). Essas reagbes conduzem a obtencdo de
cumarinas com substituicdées no C-4 e C-3. A obtencéo de diidrocumarinas (auséncia
da dupla entre o C-3 e C-4) pode ser realizada através da reagdo de hidroarilagao entre
fendis e derivados do acido cindamico em meio acido (AoKi et al., 2005).

A reagdo de Pechmann (Esquema 2) € o método mais amplamente
aplicado para a sintese de cumarinas ja que envolve a condensagao de fendis com [3-

ceto ésteres na presenga de um agente acido de condensagao, levando a cumarinas



substituidas na posi¢ao 4 em bons rendimentos. Entre os catalisadores acidos que tém
sido utilizados na reacdo de Pechmann, estdo o acido sulfurico, pentéxido de fésforo,
cloreto de aluminio, acido trifluoroacético e muitos outros (JOHN et al., 1961; HOEFNAGEL
et al., 1995).

R2
o o AlCI
SN J — A
R'T * Eto R2 R

Esquema 2. Reagédo de Pechmann.

Em 1868, W. H. Perkin descreveu a sintese one-pot de uma cumarina pelo
aquecimento do sal de sodio de salicilaldeido em anidrido acético (PERKIN, 1868). Apos
este primeiro relato, Perkin investigou o alcance e a limitagdo do processo e descobriu
que ele poderia ser bem adaptado para a eficiente sintese de acido cinadmicos e
cumarinas (PERKIN, 1877). A condensacdo de salicilaldeidos com acidos carboxilicos
alifaticos, na presenca de uma base fraca, permite a sintese de cumarinas substituidas
na posigao 3 (Esquema 3).

X 0o 2 base XY
R'I:_ + R\)J\OH _— R1!_

Esquema 3. Reacao de Perkin.

Em 1894, E. Knoevenagel relatou a condensacdo de malonato de dietila
com formaldeido catalisada por dietilamina, formando como produto o aduto bis-
dicarboxilato. Ele encontrou o0 mesmo tipo de aduto bis, quando o formaldeido e outros
aldeidos foram condensados com benzoilacetato de etila ou acetilacetona na presenca
de aminas primarias e secundarias. Dois anos depois, em 1896, Knoevenagel realizou
a reacao entre benzaldeido e acetoacetato de etila a 0°C usando piperidina como
catalisador e obteve benzilideno acetoacetato de etila como unico produto. A reacéo de
aldeidos e cetonas com compostos metilénicos ativos na presenca de uma base fraca
permite a sintese de compostos carboxilicos a,B-insaturados. A reagdo de Knoevenagel

realizada utilizando saliciladeidos e compostos dicarboxilicos leva a formacdo de

10



compostos carboxilicos a,B-insaturados e posteriormente ocorre uma reagao de
esterificagdo intra-molecular fornecendo assim a estrutura da cumarina (Esquema 4).

Knoevenagel (1894): Knoevenagel (1896):
CHO

CH0O H__H
. Et,NH EtOsz)Q(COZEt . <CO'V'e Piperidina \/COZEt
EtO,C  CO,Et COzEt 0°C @ COMe
CH,(CO,Et), 2
Condensagéo de Knoevenagel (Sintese de Cumarinas):

CO,Et
il X0 . <COzEt base R1@(I
Z  0oH CO,Et Z oo

Esquema 4. Reagao de Knoevenagel.

As cumarinas também podem ser sintetizadas através de reagdes
catalisadas por metais de transicéo e reagcdes em fase solida.

Kadnikov e col. (2000) reportaram a sintese de cumarinas atraveés do
acoplamento catalisado por paladio de iodofendis com alquinos internos e monéxido de
carbono (Esquema 5). A sintese emprega condigbes reacionais brandas e pode ser

utilizada uma ampla variedade de grupos funcionais tanto no alquino quanto no fenol.

R
' P t. Pd(0 xR
L e mnn
OH o o

Esquema 5. Metodologia descrita por Kadnikov.

Li e col. (2005) descreveram a sintese de uma colecdo de cumarinas
bromadas por meio da cicloisomerizacao eletrofilica de bromo arilpropiolatos, catalisada
por paladio. As cumarinas bromadas sintetizadas podem ser diversificadas
estruturalmente pela reducdo do catalisador Pd(ll) para Pd(0) seguida pelos
acoplamentos de Suzuki, Sonogashira, Heck, ou Hartwig-Buchwald (Esquema 6).

o. .o 1)Pd(OAc), (5 mol%) o. _O
1:1 TFA/CH,Cl,
=
I 2) ArB(OH),, KF, Ligante  Ar
THF, 50°C R

Br

Esquema 6. Metodologia descrita por Li.
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Liu e col. (2006) produziram uma colec¢ao de 4-hidroxicumarinas utilizando
sintese em fase solida. A reacdo chave desta metodologia foi a substituicdo
intramolecular ipso para a formac&o do anel lacténico da cumarina com simultanea

clivagem do produto (Esquema 7).

Q A cs,co,DvF (D o o~ 1LDA THF,-78°C
L Kl (cat), 80°C L w 2)B
N

Cl o

A= Hooc. B= |

Esquema 7. Metodologia descrita por Liu.

1.6. Cromatografia por Afinidade

A necessidade de novos farmacos tem estimulado a pesquisa pela busca
de compostos que atuem como inibidores enzimaticos (COPELAND, 2005), e a triagem
de substratos e/ou inibidores que se liguem seletivamente a enzima em estudo torna-se
interessante para a industria farmacéutica. No entanto, ha a necessidade do
desenvolvimento de técnicas que reduzam o numero de possiveis candidatos. Uma
alternativa promissora € a utilizagdo de técnicas cromatograficas para estudos de
afinidade de farmacos (CARDOSO, 2009).

Os processos farmacocinéticos e farmacodinadmicos de agao de farmacos,
como absorcgdo, distribuicdo, metabolismo, modulagdo e ativacdo do receptor, sao
dindmicos na natureza e tém muito em comum com os mecanismos basicos envolvidos
em cromatografia liquida. As principais interagdes intermoleculares, como as eletros-
taticas, hidrofobicas e as ligagdes de hidrogénio sao determinantes tanto nos processos
biolégicos quanto nos cromatograficos. Como a atividade e o metabolismo dos

farmacos sdo mediados por diferentes tipos de interagbes com os alvos bioldgicos, a
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avaliacido dessas interacbes pode ser utilizada nos estudos de afinidade e na
elucidacdo do mecanismo de ag&o de um farmaco (EMNEUS, 1995).

A utilizacdo de um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), tendo como fase estacionaria biorreatores ou IMER (Immobilized enzyme
reactors) pode ser chamada de cromatografia de afinidade analitica ou cromatografia
de afinidade quantitativa ou biocromatografia (KALISZAN, 1997). Esse processo
cromatografico fornece seletividade, rapidez e possibilidade de reutilizagdo da enzima,
além da reprodutibilidade obtida através da combinacdo da especificidade e da
sensibilidade de uma reagdo enzimatica. Assim, com a sensibilidade de deteccéo
aumentada, o IMER pode ser usado para isolar e/ou identificar compostos
biologicamente ativos em misturas complexas (CARDOSO, 2009).

A imobilizacdo de enzimas tem se mostrado, nos ultimos tempos, uma
poderosa ferramenta para melhorar quase todas as propriedades enzimaticas, como a
alta atividade e seletividade (MATEO, 2007). Imobilizagdo € um termo genérico
empregado para descrever a retengao de uma biomolécula no interior de um reator ou
de um sistema analitico. A imobilizagdo de enzimas a suportes cromatograficos
apresenta diversas vantagens, sobre a utilizagcdo de enzimas livres em solugéo, entre
as quais destacamos: a utilizagdo de pequenos volumes de amostra; aumento do
tempo de vida e da estabilidade da enzima em relagdo a temperatura, aos solventes
organicos e a variagdo de pH sem perda consideravel da atividade catalitica;
reutilizacao; pequeno manuseio da amostra, evitando contaminacgdes; e facil separagao
da enzima dos produtos da reagao (ZHANG, 1998; GIRELLI, 2007). Essas vantagens séo
Uteis nos estudos enzimaticos on-line, onde os produtos da reagcdo enzimatica e os
inibidores sdo detectados diretamente por UV-Vis, fluorescéncia ou espectrometria de
massas.

Os IMERs tém sido amplamente utilizados para separacéao e identificagcao
de metabdlitos, nos estudos de metabolismo dos farmacos, para andlise e sintese
enantiosseletiva, na digestdo proteolitica de proteinas on-line, no controle biotecnolo-
gico de farmacos, e para a identificagdo de substratos e/ou inibidores, na busca por
novos ligantes. Também merece destaque o uso de enzimas imobilizadas como

biossensores em aplicagdes biomédicas ou como 6rgaos artificiais (CARDOSO, 2009).
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Bartolini e col. (2004) vém desenvolvendo biorreatores contento AChE
para estudos on-line utilizando como suporte, principalmente, os monolitos. A enzima
AChE foi covalentemente imobilizada sobre discos de monolito etilenodiamina (EDA)
usando o glutaraldeido com reagente na derivagdo. Esse monolito € composto de um
material polimérico macroporoso conhecido como CIM (da sigla em inglés para meio de
interagao conectivo). O micro-biorreator resultante AChE-EDA-CIM foi acoplado a um
sistema cromatografico on-line e utilizado como a propria coluna cromatografica. A
eficacia do método para o estudo de inibicdo foi comprovada utilizando inibidores
conhecidos da AChE e os biorreatores foram aplicados aos estudos de determinagao
da capacidade inibitéria ICso (concentragao do inibidor capaz de reduzir pela metade a
banda do produto obtida em condi¢gdes de saturagao) dos inibidores selecionados e na
determinacdo do mecanismo de agao e das constantes de inibicéo.

Quando os IMERs sao usados como pos-coluna, os analitos sao
inicialmente separados, de maneira convencional, em uma coluna analitica. Apenas os
analitos de interesse passam através do IMER e sdo convertidos nos produtos,
usualmente com aumento da absorcao, fluorescéncia ou deteccao eletroquimica. Os
beneficios dessa técnica sdo: a possibilidade de evitar a interferéncia de artefatos,
usualmente observados em reagdes comuns de derivagao; a alta reprodutibilidade,
mesmo no caso da incompleta conversao pela enzima ou da instabilidade do produto
de reacdo. As desvantagens sdo geralmente devidas ao alargamento da banda
cromatografica e aos efeitos de diluicdo de reagentes eventualmente adicionados; a
necessidade de, algumas vezes, aumentar a sensibilidade do método analitico pela
derivacdo do produto; a necessidade de modificar as condigcdes experimentais
utilizadas na etapa de separacdo, que sao diferentes daquelas necessarias para que
ocorra a reagao enzimatica como, por exemplo, mudanga no valor de pH, troca dos
solventes orgéanicos ou alteracao na temperatura (DALGAARD, 1986).

Quando possivel, o uso do IMER, como pds-coluna analitica, se torna uma
boa escolha uma vez que pode ser conectado diretamente a detectores especificos e

nao ha necessidade de sucessivas etapas de separacao.
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2 - Objetivos

Os objetivos do trabalho foram:

» Sintetizar uma colegédo de cumarinas piperidinicas e analogos;

= Avaliar os compostos sintetizados com relagdo a atividade inibitéria da
enzima AChE em IMERs;

» Fornecer subsidios para o estudo da relagdo estrutura-atividade destes
compostos e o desenho racional de possiveis farmacos para o tratamento

da doenca de Alzheimer.
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3 — Resultados e Discussdes

Considerando a atividade inibitoria frente a AChE apresentada pelos
alcaldides piperidinicos 6 e 7 assim como pela cumarina 8 (Figura 3), foi proposta a
sintese de uma colegao de compostos cumarinicos contendo em sua estrutura o anel

piperidinico (Figura 7).

Figura 7. Posigdes propostas para a inser¢ao dos fragmentos piperidinicos.

Para a sintese de uma maior variedade de compostos possuindo
fragmentos contendo o anel piperidinico em diferentes posicdes da estrutura da
cumarina, foram tragadas algumas estratégias sintéticas empregando reagdes de
amidacgao, substituicdo nucleofilica, reagcbes de acoplamento cruzado e reagéao
multicomponente. As posigdes escolhidas para o acoplamento dos fragmentos
piperidinicos foram 3, 7 e 8, pois assim os derivados poderiam ser obtidos a partir de

um mesmo material de partida (Figura 8).
O

(o]
N\/\O (O N¢) A 0o R2?eR3 piperidina e
ou aminas

o
5 4,
R_
NF oo R'=HouEt
8

O / e}
N7 OEt O Ny OEt
HO o~ "0 HO o~ "0
Nﬁ O R* R*= grupos doadores e

retiradores de elétrons,
piperidina

Figura 8. Proposta de sintese das cumarinas piperidinicas.

18



3.1 — Obtencao dos analogos piperidinicos substituidos na posicao 3

Varias sdo as metodologias de sintese de cumarinas descritas na
literatura. Neste trabalho foi empregada a condensagao de Knoevenagel (ALVIM JR et
al., 2005), uma reagao de condensagéao alddlica entre um composto dicarboxilico e um
derivado de salicilaldeido, fornecendo assim a cumarina substituida na posicdo 3 com
um grupo éster (COOEt) ou acido (COOH), os quais posteriormente poderiam ser
transformados em amidas piperidinicas através de rea¢des de amidacdo Rota A e Rota

B, respectivamente (Esquema 8).
(0]

Rota A O O
EtO)J\/U\OEt piperidina R+ e OFEt
ta. = o o Piperidina, APTS
|O Tolueno o
X XX
R@f R{ N
OH =

0
o o
XX /
0 O  NHOAcH0 RIT OH 1) sOCl,
W ta. o0 2) Piperidina

o)

>
Esquema 8. Metodologia empregada para a sintese das cumarinas.

3.1.1 — Obtencéo dos analogos 2o0x0-2H-3-cromenocarboxilato de etila

Para a obtencdo das amidas piperidinicas, os trabalhos foram iniciados
pela sintese do 7-hidroxi-2oxo-2H-3-cromenocarboxilato de etila (9) (Rota A), através
da reacéao entre 2,4-diidroxibenzaldeido, malonato de dietila e piperidina, a temperatura
ambiente por um tempo reacional de 2 horas (Esquema 9). Ap6s o término da reagéo

obteve-se o composto desejado 9, na forma de um sélido amarelo em 97% de

rendimento.
0] 0]
I O O P 5
/d * EtOJ\/U\OEt J)‘p—’zihe'ridina M >
HO OH oras t.a. HO T N0 0
9

Esquema 9. Obteng¢ao do composto 9.
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O composto 9 foi caracterizado por ressonancia magnética nuclear e
infravermelho. O espectro de RMN 'H (DMSO, 400MHz) mostrou um singleto em & 8,66
(s) correspondendo ao hidrogénio da posigcao 4. Um duplo dupleto em & 6,83 (dd, J=2 e
8Hz) indicando acoplamento em meta e orto referente ao hidrogénio na posigao 6, e
dois dupletos em & 7,74 (d, J= 8Hz) e & 6,71 (d,J=2Hz) correspondendo aos
hidrogénios das posicbes 5 e 8 respectivamente. O grupo éster na posicédo 3
apresentou um quadrupleto em & 4,24 (q) correspondente aos hidrogénios metilénicos e
um tripleto em & 1,28 (t) correspondendo aos hidrogénios metilicos.

O espectro de RMN "*C mostrou 12 sinais, sendo eles correspondentes a
estrutura proposta: & 14,1 correspondendo ao carbono metilico, 60,8 correspondendo
ao carbono metilénico, & 149,4 corresponde ao carbono metinico na posicdo 4 e &
113,9 ao carbono da posicao 3. Um sinal em & 164,0 correspondendo ao carbono
quaternario da carboxila do éster e & 156,3 ao carbono quaternario da carboxila da
lactona. Os sinais em & 132,1; 112,0 e 101,7 correspondem aos carbonos C-H nas
posicdes 5, 6 e 8 da estrutura da cumarina, os sinais em d 110,4 e 157,0 aos carbonos
quaternarios da jungdo dos anéis e o sinal em & 162,9 corresponde ao carbono
quaternario na posic¢ao 7. Os valores foram coincidentes com os dados encontrados na
literatura (ALvIM JR et al., 2005).

O espectro no IV mostrou bandas de deformacéo axial assimétrica C-H
em 2835 cm™', deformac&o axial simétrica em 2767 cm™ correspondendo a carbonos
sp> do grupamento CHs; e CH.. A banda de absorcdo da deformacdo axial de C=0 da
lactona apareceu em 1749 cm™ e no éster esta banda apareceu em 1620 cm™. A banda
de deformacdo axial em 1681 cm™ corresponde a ligacdo dupla trissubstituida na
posicao 4. A deformagao angular fora do plano de C-H de anel aromatico apareceu em
970 cm™ e a deformacéo axial de C-C anel aromatico apareceu em 1037 cm™.

Em seguida, foram sintetizados outros compostos possuindo tanto grupos
doadores quanto retiradores de elétrons na subunidade aromatica da cumarina, a fim
de avaliar a influéncia destes substituintes em relacao a atividade inibitéria da AChE.

Para a obtengao do composto 10 (Esquema 10), foi realizada uma reacgéao
de O-alquilagdo da cumarina 9 com sulfato de dimetila e carbonato de potassio sob
refluxo em acetona anidra. Apds 4 horas de reacéo, foi obtido um sdlido branco como

produto com rendimento de 60%.
20



4 horas

0] 0]
2 4 4 3
HO o Xo acetona, refluxo MeO 70" 0
9 10

Esquema 10. Obtenc¢ao do composto 10.

O composto 10 foi caracterizado por ressonancia magnética nuclear e
infravermelho. O espectro de RMN "H (CDCls, 400MHz) mostrou um singleto em & 8,52
(s) correspondendo ao hidrogénio da posigédo 4. Um duplo dupleto em 6 6,91 (dd, J=2 e
8Hz) indicando acoplamento em meta e orto referente ao hidrogénio na posigéo 6, e
dois dupletos em & 7,52 (d, J= 8Hz) e & 6,83 (d,J=2Hz) correspondendo aos
hidrogénios das posicoes 5 e 8 respectivamente. O grupo éster na posicédo 3
apresentou um quadrupleto em & 4,41 (q) correspondente aos hidrogénios metilénicos e
um tripleto em & 1,42 (t) correspondendo aos hidrogénios metilicos. Foi observado um
singleto em & 3,92 (s) integrando para trés hidrogénios, o qual corresponde ao sinal do
deslocamento quimico do grupo CHj3; pertencente a metoxila da posicao 7.

O espectro de RMN "*C mostrou 13 sinais, sendo eles correspondentes a
estrutura proposta: o grupo éster apresentou dois sinais em & 14,2 e & 61,6
correspondendo ao carbono metilico e metilénico, respectivamente; & 148,8
corresponde ao carbono metinico na posicédo 4 e & 114,2 ao carbono da posi¢céo 3. Um
sinal em & 165,1 correspondendo ao carbono quaternario da carboxila do éster e ©
157,5 ao carbono quaternario da carboxila da lactona. Os sinais em & 130,7; 113,6 e
100,4 correspondem aos carbonos C-H nas posicdes 5, 6 e 8, os sinais em 6 111,6 e
157,0 aos carbonos quaternarios da jungao dos anéis e o sinal em & 163,4 corresponde
ao carbono quaternario na posicao 7 da metoxila. O carbono do grupo metoxi (-OCHs)
apresentou um sinal com deslocamento quimico de 56 ppm. Os valores obtidos foram
coincidentes com os dados encontrados na literatura (ALVIM JR et al., 2005).

A sintese de outros ésteres cumarinicos partindo de 2-hidroxibenzaldeidos
mostrados no Esquema 11, n&o foi possivel utilizando a metodologia empregada para a
obtenc&o do composto 9. Este procedimento n&o se mostrou eficiente para a sintese de

cumarinas cujo componente 2-hidroxibenzaldeido n&o possui outro grupo hidroxila
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ligada ao anel aromatico, devido a pouca solubilidade dos mesmos no malonato de

dietila (Esquema 11).

ool gl L

Esquema 11. Benzadeidos utilizados para a obtencéo dos ésteres cumarinicos.

Assim, a busca de outras metodologias se tornou necessaria e, depois de
realizada uma revisao na literatura, foi adotado o procedimento empregado por Robert
e col. (2008), o qual descreve a sintese de derivados cumarinicos via irradiagao de
micro-ondas (Esquema 12).

O O

| O O s 4,
AN . .y 6 AN AN
| piperidina OEt
R _J_ EtOMOEt R
OH

MO.170C T 0" Yo

Esquema 12. Metodologia para a sintese de cumarinas utilizando micro-ondas.

A sintese dos ésteres cumarinicos foi realizada partindo dos benzaldeidos
(Esquema 11) com malonato de dietila sob irradiagdo de micro-ondas, utilizando como
catalisador a piperidina. Apds trinta minutos de irradiagdo a 170°C, a mistura foi
resfriada a temperatura ambiente e os produtos foram purificados por recristalizacdo em

etanol. Os rendimentos obtidos para cada composto estdo sumarizados na Tabela 2.
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Tabela 2. Esteres obtidos através irradiagédo de micro-ondas.

Composto Estrutura Rendimento%
o)

11 BF\[:::[iijly\OEt 46
(@) (@)
(@)

o o
o)
F
AN
13 OFEt 49
o o
Me
o)
Br
X
14 OFt 52
o o

OMe

O aquecimento por micro-ondas é uma forma atraente de conduzir
reagdes organicas pela grande reducao nos tempos de reagao e bons rendimentos. A
utilizacdo de aquecimento por micro-ondas em reagdes com auséncia de solvente tem
sido apontada como uma técnica de Quimica Verde, ja que nao é utilizado um solvente
na reagao, o que eliminaria a necessidade de reciclar, descartar e manipular um
solvente organico (que muitas vezes é toxico, inflamavel e/ou ataca a camada de
0z6nio) (SANSEVERINO, 2002).

O mecanismo da reagao de condensagdo de Knoevenagel envolve
primeiro a formacdo do ion iminio entre o saliciladeido e a amina secundaria
(piperidina), em seguida ocorre captura de um hidrogénio a-carbonilico do malonato de
etila pela piperidina, originando um nucledfilo, o qual posteriormente ataca o carbono
eletrofilico do ion iminio. Em seguida os pares de életrons da hidroxila na posi¢ao 2
(orto) adicionam na carboxila do éster levando a formagdo do anel lacténico.
Posteriormente o grupo etéxido que foi eliminado remove o hidrogénio a-carbonilico

levando a eliminagao da piperidina e formagao da estrutura da cumarina (Esquema 13).
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Esquema 13. Mecanismo da reagao de Knoevenagel.

3.1.2 — Tentativa de obtencéo das amidas piperidinicas via Rota A

Apoés a sintese dos ésteres cumarinicos, a proxima etapa seria a obtencéo
das amidas piperidinicas via rea¢ao de transamidacao.
A reacao foi realizada a partir do refluxo dos compostos 9 e 10, piperidina
e APTS em tolueno, e apds 24 horas de reacdo, nao foi observada a formagao de
produtos e o material de partida foi recuperado (Esquema 14).
o) APTS, Tolueno )

refluxo
OO = % OO
RO o "0 RO o 0
9-R=H 15-R=H
10 - R=Me 16 - R=Me

Esquema 14. Tentativa de obtengcdo das amidas via reacdo de amidacéo.

24



Como néo foi possivel a obtencdo das amidas piperidinicas via Rota A,
optou-se por adotar a Rota B e sintetizar as amidas a partir dos acidos carboxilicos

correspondentes.
3.1.3 — Obtenc¢éo dos anéalogos 2-ox0-2H-cromeno-3-carboxilico

A estratégia adotada para obtengdo das cumarinas piperidinicas via Rota
B baseia-se na sintese de um intermediario acido, que pode ser transformado no
cloreto de acila, uma espécie mais reativa, que reagido com a amina adequada
fornecera a amida correspondente.

Para a obtenc&o das cumarinas acidas, utilizou-se a metodologia descrita
por Scott & Raston (2000), que consiste na reagao de salicilaldeidos substituidos com
acido de Meldrum (2,2-dimetil-1,3-dioxano-4,6-diona), na presenca de acetato de
amoénio sob agitagdo a temperatura ambiente por um tempo reacional de 1 hora. A
cumarina 17 foi obtida a partir do 2,4-diidroxibenzaldeido com rendimento de 98%

(Esquema 15).
O

)
o)
! o) o 8 s ts
. OYYO NH,OAc H,O o N oH
HO OH > HO™ 770" ™0

17

Esquema 15. Obtencao do composto 17.

O espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) mostrou um singleto em &
8,54 (s) correspondendo ao hidrogénio na posi¢ao 4, dois dupletos em & 7,68 (d, J=
8Hz) e outro em & 6,69 (d, J= 2Hz) correspondendo respectivamente aos hidrogénios
na posigao 5 e 8, um duplo dupleto em & 6,80 (dd, J= 2 e 10 Hz) correspondendo ao
hidrogénio na posicéo 6. Estes dados foram comparados com os descritos na literatura
(ALVIM JR et al., 2005) o que sugere a estrutura do composto 17.

O espectro de RMN "*C mostrou 10 sinais, sendo eles correspondentes a
estrutura proposta: & 131,0; 110,2 e 101,2 ppm correspondendo aos carbonos C-H
aromaticos nas posicoes 5, 6 e 8, o deslocamento em & 146,1 ppm corresponde ao

carbono metinico na posi¢cao 4 e 6 114,6 ao carbono da posi¢céo 3. Um sinal em & 165,2
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correspondendo ao carbono quaternario da carboxila do acido e & 156,7 ao carbono
quaternario da carboxila da lactona. Os sinais em & 99,4 e 158,8 sado referentes aos
carbonos quaternarios da juncédo dos anéis e o deslocamento em & 165,1 corresponde
ao carbono quaternario na posi¢ao 7, o qual esta ligado a hidroxila.

O espectro no IV (KBr) mostrou bandas de deformacdo das principais
fungdes existentes na estrutura da cumarina, em 3166 cm™ largo, correspondendo a
deformacédo axial de O-H da hidroxila ligada ao anel na posigao 7 e 3467 cm’™” largo
correspondendo a hidroxila do acido, 1236 cm™ correspondendo a deformagao angular
fora do plano em de C-O-H do acido, 1620 cm™ correspondendo a deformac&o axial de
C=0 carboxilico, e 1710 C=0 da lactona.

Foram sintetizadas outras cumarinas acidas (18, 19 e 20) seguindo a
mesma metodologia empregada para a obtengdo do composto 17, utilizando como
material de partida o 2,3-diidroxibenzaldeido, 2-hidroxi-3-metoxibenzaldeido e 2-
hidroxibenzaldeido, respectivamente. Os rendimentos obtidos para estes compostos

estao dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Rendimentos obtidos para os compostos acidos 18, 19 e 20.

Composto Rendimento (%)

o)
X
18 OH
o o
OH
o)
MeO o o
o)
20 ©f\rJ\OH 93
o o

93
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3.1.4 — Obtencéo das amidas piperidinicas via Rota B

Para a obtengdo das amidas foi necessario preparar inicialmente o cloreto
de acido. Esta reacao foi realizada dissolvendo os compostos acidos em cloreto de
tionila e colocando a solugdo em refluxo, sob atmosfera de nitrogénio, por um tempo
reacional de 7 horas. O primeiro cloreto de acila sintetizado foi o composto 21

(Esquema 16).
(0] 0 (0]
MOH SOCl, MCl " HNm diclorometano MNﬁ
HO o X0 refluxo HO o0 refluxo HO o o
17 21 15

Esquema 16. Obtencao do composto 15.

A sintese do composto 15 foi realizada utilizando a metodologia descrita
por Castral (2006) para a obtengdo de uma colegao de amidas. Para isso, 0 composto
21 foi dissolvido em diclorometano e sob atmosfera de nitrogénio, banho de gelo e
agitacao, a piperidina foi adicionada aos poucos. A mistura reacional foi agitada e
mantida sob refluxo por 15 horas. O produto foi purificado por coluna cromatografica,
obtendo assim um solido branco com rendimento de 42%.

O espectro de RMN "H (200MHz, MeOD) mostrou um singleto em & 7,95
(s) correspondendo ao hidrogénio na posic¢ao 4, dois dupletos em & 7,53 (d, J= 8Hz) e
outro em & 6,75 (d, J= 2Hz) correspondendo respectivamente aos hidrogénios na
posicao 5 e 8, um duplo dupleto em 6 6,83 (dd, J= 2 e 10 Hz) referente ao hidrogénio na
posicao 6. Estes sinais caracterizam a cumarina substituida com hidroxila na posicao 7.
A amida substituinte na posicdo 3 apresenta os seguintes sinais: dois multipletos em &
3,71 - 3,68 (m) e & 3,41 — 3,36 (m) correspondendo aos hidrogénios dos grupos
metilénicos ligados diretamente ao atomo de nitrogénio e um singleto largo em & 1,67
(sl) correspondendo aos outros hidrogénios do anel piperidinico. Esses dados sugerem
a estrutura do composto 15.

O espectro de RMN "*C mostrou 15 sinais, sendo eles correspondentes a
estrutura proposta: os deslocamentos em & 23,8; 25,1; 25,8; 41,9 e 47,4 ppm

correspondem aos carbonos CH, pertencentes ao anel piperidinico, & 142,1
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corresponde ao carbono metinico na posicédo 4 e & 120,3 ao carbono da posi¢céo 3. Um
sinal em & 163,0 corresponde ao carbono quaternario da carboxila da amida e & 161,8
ao carbono quaternario da carboxila da lactona. Os sinais em & 130,1; 113,5 e 101,9
ppm correspondem aos carbonos C-H nas posicdes 5, 6 e 8 da estrutura da cumarina,
os sinais em ® 110,7 e 155,4 aos carbonos quaternarios da jungédo dos anéis e o sinal
em & 157,8 corresponde ao carbono quaternario na posi¢ao 7 da hidroxila.

O espectro no IV (KBr) mostra bandas em 2937 e 2849 cm’
caracteristicos de deformagdo axial de C-H de carbonos sp® correspondendo as
deformacgdes do anel piperidinico e as tensdes do anel move as bandas de deformacao
axial C-H para frequéncias mais altas. Bandas em 3053 cm™ correspondendo a
deformacao axial de C-H aromatico, 3429 cm™ referente deformacéo axial de O-H da
hidroxila fendlica, 1623 cm™' correspondendo a deformagado axial de C=0 carboxilico, e
1719 cm™ C=0 da lactona. No espectro n3o foi observado a presenca da banda de
absorcao da deformacéao axial de O-H do acido carboxilico, e a frequéncia da banda de
absorcao da carboxila localizada na posi¢ao 3 possui um valor menor ao observado
para o composto 17, indicando assim a formacgao da ligagdo C-N do grupo amida.

Os compostos 23, 24, 25 e 26 foram obtidos utilizando a mesma
metodologia aplicada para a sintese do composto 15. Os reagentes empregados na

obtengao destas amidas e os rendimentos estdo colocados na Tabela 4.
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Tabela 4. Sintese dos compostos 16, 22, 23, 24, 25.

Composto Estrutura Rendimento (%)
0
A
16 A 52
MeO 0~ "o
o)
22 N Nﬁ 56
o 0O
i /k/k
HO o~ "o
O
X
24 N 65
o O
OH
2L
25 NN 40
0o~ ~o
OH

Os valores de deslocamento quimico de RMN 'H e *C e as bandas de
absorgdo de I.V. indicaram a formagao dos compostos desejados.

Os sinais de deslocamento quimico de RMN '3C obtidos para o composto
25, mostraram ser de carbonos metilénicos, carbonos com hibridizagdo sp? e
quaternarios, caracterizando possivelmente a estrutura, mas carece de outros sinais

para determinar exatamente qual sinal corresponde a cada carbono da estrutura.

3.1.5 - Outras metodologias testadas para a obtencéo das amidas

3.1.5.1 — Reacao de amidacé&o catalisada por acido borénico

Sao varios os procedimentos descritos na literatura para a obtengao de

amidas (DALE, 2000). O método mais explorado € a preparacéo de cloretos de acido, os
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quais reagem com aminas para a formagdo das amidas. Apesar de sua versatilidade,
este método tem suas limitagdes, porque existem muitos
cloretos de acido instaveis e também eles requerem reagentes perigosos
para a sua preparacao (cloreto de tionila (SOCI;), cloreto oxalila (CIOCCOCI), fosgénio
(COCly), etc.

Existem outras rotas comuns para a sintese de amidas, por exemplo: a)
ativacdo de acidos carboxilicos usando 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) e N,N-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), (b) tratamento de acidos carboxilicos com cloretos de
amonio, aminas terciarias e agentes de acoplamento tipicamente utilizados em sintese
de peptideos, e (c) utilizacdo de cloretos de azolida e N-acilimidazol como eficientes
reagentes acilantes para reagir com aminas. Estes métodos sao considerados
incompativeis com a pratica em escala industrial, devido sua natureza exotérmica, uso
de catalise basica, alta pressao e baixa seletividade (DALE, 2000).

Ishihara et al. (1996) reportou o primeiro método baseado em reagentes
de boro como catalisadores que permitiam a formacao direta de amidas a partir de
acidos carboxilicos e aminas. Em um trabalho recente, Mylavarapu e col. (2007)
descreveram a sintese de amidas a partir de acidos carboxilicos e aminas, utilizando

como catalisador o acido fenilbordnico (Esquema 17).

] s cat. PhB(OH),
R'COOH + R2RSNH —— R'CONR?R3
THF, refluxo ]
rendimentos > 97%

Esquema 17. Sintese de amidas catalisada por acido fenilborénico.

A metodologia descrita por Mylavarapu foi testada utilizando como acidos
0os compostos 19 e 20, e como aminas, a n-butilamina e piperidina (Esquema 18). A
mistura reacional contendo o acido carboxilico, amina, catalisador e o solvente (THF),
foi mantida sob refluxo acoplado a um Dean Stark, para remogao de agua formada no
meio reacional. A reacao foi acompanhada por CCD, onde apds 24 horas nao foi

observado a formacgao do produto e os materiais de partida foram recuperados.
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2RONH cat. PhB(OH),
AN + E—— X 2R3
OH THF, refluxo NR'R
R 0~ o R o~ ~o

R'=H ou OMe
R? e R? = piperidina ou n-butilamina

Esquema 18. Sintese de amidas cumarinicas catalisada por acido fenilborénico.

O éacido fenilborbnico ativa a molécula do acido carboxilico por
reduzir a densidade eletrénica no carbono carboxilico, o que torna o intermediario |
(Figura 9a) mais propenso a adicdo nucleofilica da amina. Entretanto, a ligacao de
hidrogénio intramolecular presente nos compostos 19 e 20 (Figura 9b) deve concorrer
com a formacao do intermediario I, o que pode dificultar a catalise por parte do acido

borénico e assim impedir a reagao de formagao da amida.

O’H\O (0]
-
x..H
R (OJN) R o O

R =-H ou -OMe a b

Figura 9. a) Intermediario I; b) Ligagao de hidrogénio intramolecular.
3.1.5.2 - Reacao de amidacao de cromonas

As cromonas representam uma classe de compostos com estrutura
bastante semelhantes a estrutura das cumarinas. Walenzyk et. al. (2005) sintetizaram
uma colecdo de 2-amido-cromonas, a partir do refluxo de ésteres 2-etil-cromonas e

aminas em dicloroetano (Esquema 19).

0 0
© OFEt dicl t © NH-(CH,)n-CHy-X
| +  X-CHp(CHpn-NH, —SICC0TEanc. | 22
R1 R1
o} 0

R'=-H, -OHe -OMe
X=-NHy e-H
n=3,5e7
Esquema 19. Sintese de 2-amido-cromonas.
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Devido a essa similaridade estrutural existente entre as cromonas e
cumarinas, a metodologia descrita por Walenzyk foi testada para a sintese das 3-
amido-cumarinas, utilizando como éster o composto 9 e n-butilamina como amina
(Esquema 20). O solvente utilizado na reagao foi diclorometano e ap6s 24 horas de

refluxo foi obtido um sélido como produto com rendimento de 38%.

(0]
A OEt _diclorometano,
M + H2N/\/\ ~ refluxo M
HO (0] (@] (@] O

9
Esquema 20. Metodologia para a sintese do composto 26.

O composto 26 foi caracterizado por RMN 'H e infravermelho. O espectro
de RMN "H (200MHz, DMSO-d6) mostrou um singleto em & 8,31 (s) correspondendo ao
hidrogénio na posig¢ao 4, um dupleto em & 7,14 (d, J= 8,4Hz) e um singleto largo em &
6,13 (sl) correspondendo respectivamente aos hidrogénios na posi¢cao 5 e 8, um duplo
dupleto em & 6,22 (dd, J= 2 e 8 Hz) referente ao hidrogénio na posi¢cao 6. Estes sinais
caracterizam a cumarina substituida com hidroxila na posicao 7. A amida substituinte na
posicao 3 apresenta os seguintes sinais: dois multipletos em & 1,88 — 1,74 (m) e & 1,66
— 1,48 (m) correspondendo aos hidrogénios dos grupos metilénicos nas posigdes 2’ e
3’, respectivamente. O grupo CH, (1’) ligado diretamente ao atomo de nitrogénio
apresentou um tripleto 6 3,48 (t) e o grupo CHj3 (4’) um tripleto em & 0,89 (t).

O espectro no IV (KBr) mostra bandas em 2850 e 2783 cm’
caracteristicos de deformacdo axial de C-H de carbonos sp® correspondendo as
deformagdes da cadeia carbdnica alifatica da amida. Bandas em 3467 cm™
correspondendo a deformagdo axial de O-H da hidroxila fendlica, em 1620 cm™
correspondendo a deformacdo axial de C=0O carboxilico, e 1710 cm™ C=0 da lactona
também foram observadas. No espectro foi observado que a frequéncia da banda de
absorcao da carboxila localizada na posicdo 3 possui um valor menor ao observado
para o composto 9, indicando assim a formacgéao da ligagado C-N do grupo amida. Esses

dados, juntamente com os dados de RMN 'H, sugerem a estrutura do composto 26.
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O emprego desta metodologia foi descartado visto que o tempo reacional
é extenso e o rendimento obtido € baixo, o que inviabiliza o emprego desta estratégia
sintética para o preparo das amidas.

3.1.6 — Tentativa de reducéo das amidas piperidinicas

Os compostos 6 e 7 inibidores da acetilcolinesterase encontrados na
literatura apresentam em sua estrutura o fragmento piperidinico na forma de amina,
entdo a fim de se avaliar a relagéo estrutura atividade tornou-se necessario a reducao
das amidas sintetizadas para as aminas correspondentes.

Os procedimentos utilizados para redugdes de amidas podem ser
agrupados em quatro tipos: reagdes eletroquimicas; reagdes com metais; redugdes
nucleofilicas e reducoes eletrofilicas.

As reacdes eletroquimicas e aquelas envolvendo metais sdo dependentes
das condigbes de reagado (CASADEI et. al., 1992) podendo levar a formagao competitiva
entre aminas, aldeidos ou alcodis (SHONO et. al., 1992; NisHIYAMA et. al., 1988; DEPREZ,
1987). As reducdes nucleofilicas, empregando principalmente boro-hidreto de sodio
(NaBH,), hidreto de litio e aluminio (LiAlHs) e seus derivados (MANDAL et. al., 1988;
KRISHNAMURTHY et. al., 1980), proporcionam, além de aminas, a formagao de outros
produtos de reacdo. Por exemplo, tris-(dialquilamino)-aluminio-hidreto de litio reduz
seletivamente amidas primarias e terciarias aos aldeidos correspondentes (CHA et. al.,
1991). Apesar de reduzirem as amidas quantitativamente, os redutores nucleofilicos
apresentam, em muitos casos, aplicagdes limitadas em sinteses, pois sdo redutores
muito fortes, reagindo n&o especificamente com substancias polifuncionais.

A reducdo de amidas envolvendo redutores eletrofilicos, principalmente
borana (BH3) e diborana (B2Hs), alana (AlHs) e seus derivados (WOLF et. al., 1999;
BROWN et. al., 1970) levam normalmente a formagao seletiva de aminas em condigbes
brandas de reagao.

Para diferentes grupos funcionais, a reatividade de redutores eletrofilicos é
influenciada significativamente pela estrutura dos substituintes nos reagentes e

apresenta-se relacionada com o poder de complexagao entre os heteroatomos e o boro
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(BROWN et. al., 1982). De um modo geral, para a redu¢gdo com borano em THF, tem-se
a seguinte ordem de reatividade: acidos carboxilicos > olefinas > cetonas > nitrilas >
epoxidos > amidas > ésteres > haletos de acila. Além disso, para nitro-compostos,
sulfonas, sulfetos, sulféxidos, dissulfetos, tosilatos, haletos de alquila e varios outros
grupos funcionais, o borano € essencialmente inerte (PAWELKE et. al., 1996;
KRISHNAMURTHY et. al., 1977).

Para a redugcdo das amidas piperidinicas foi testada a metodologia

descrita por Brown e col. (1982) (Esquema 21).

0
seac il Weeats

R o~ o THF R o~ o
R=-OMe ou -H

Esquema 21. Tentativa de redugao das amidas piperidinicas.

A reacédo de reducéo foi realizada para as amidas 16 e 22, utilizando como
agente redutor o complexo de borana com dimetilsulfeto (BH3;.SMe;), solvente THF, e a
reacao foi realizada a temperatura ambiente e monitorada através de CCD. Apds um
tempo reacional de 24 horas, ndo foi observada a formacdo de produtos, assim a

reacao foi terminada e as amidas utilizadas foram recuperadas.

3.2 — Obtencéo do analogo piperidinico substituido na posicéo 7

Para a sintese do analogo piperidinico substituido na posi¢do 7 (composto
27), foi realizada uma reagao de substituicdo nucleofilica entre o composto 9 e o
cloridrato de 3-cloroetilpiperidina. Foi utilizado carbonato de césio como base para
desprotonar a hidroxila fendlica, DMF como solvente e uma quantidade catalitica de
iodeto de potassio. Apdés um tempo reacional de 15 horas foi obtido um sélido amarelo

como produto com rendimento de 62% (Esquema 22).
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Esquema 22. Sintese do composto 27.

O composto 27 foi caracterizado por ressonancia magnética nuclear. O
espectro de RMN 'H (CDCl;, 400MHz) mostrou um singleto em & 8,50 (s)
correspondendo ao hidrogénio da posi¢cdo 4. Um duplo dupleto em 6 6,90 (dd, J=2¢ 8
Hz) indicando acoplamento em meta e orto do hidrogénio na posi¢ao 6 e dois dupletos
em 0 7,49 (d, J= 8Hz) e & 6,81 (d,J=2Hz) correspondendo aos hidrogénios das posi¢cdes
5 e 8 respectivamente. O grupo éster na posicao 3 apresentou um quadrupleto em &
4,40 (q) correspondente aos hidrogénios metilénicos e um tripleto em & 1,40 (t)
correspondendo aos hidrogénios metilicos. O fragmento acoplado na posigao 7 foi
caracterizado pelos dois tripletos em 4,18 e 2,80 ppm referentes aos grupos CH, das
posicoes 9 e 10, respectivamente. O anel piperidinico apresentou um multipleto em
2,50-2,52 ppm referente aos hidrogénios das posi¢gdes 11 e 11’, um multipleto em 1,58-
1,64 ppm referente aos hidrogénio 12 e 12° e um multipleto em 1,44-1,48 ppm
correspondendo aos hidrogénios do grupo CH, na posigao 13.

O espectro de RMN "*C mostrou 17 sinais, sendo eles correspondentes a
estrutura proposta: & 14,2 correspondendo ao carbono metilico, d 61,6 correspondendo
ao carbono metilénico, & 148,9 corresponde ao carbono metinico na posicdo 4 e &
114,0 ao carbono da posicao 3. Um sinal em & 164,4 correspondendo ao carbono
quaternario da carboxila do éster e & 157,5 ao carbono quaternario da carboxila da
lactona. Os sinais em & 130,6; 111,6 e 101,0 correspondem aos carbonos C-H nas
posicdes 5, 6 e 8 da estrutura da cumarina, os sinais em & 114,1 e 157,1 aos carbonos
quaternarios da jungdo dos anéis e o sinal em & 163,4 corresponde ao carbono
quaternario na posig¢ao 7. Os carbonos metilénicos das posicoes 9 e 10 apresentaram
sinais em & 66,9 e 57,4, respectivamente. Devido a simetria existente no anel
piperidinico, o0 mesmo foi caracterizado por trés sinais 6 55,0; 25,9 e 24,1, referentes

aos carbonos 11 e 11°, 12 e 12, e 13; respectivamente.
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3.3 — Obtencao dos analogos piperidinicos substituidos na posicao 8

3.3.1 — Reacao Multicomponente

Uma das formas de se obter analogos cumarinicos substituidos na
posicao 8 seria através de uma reacdo multicomponente. Reacdes multicomponentes
(MCRs) sao reagdes convergentes, em que trés ou mais matérias-prima reagem para
formar um produto, em que basicamente todos ou a maioria dos atomos constituem o
produto recém-formado (DOMLING et. al., 2000). Em uma MCR, o produto é formado de
acordo com uma cascata de reagdes quimicas elementares. Portanto, existe uma rede
de reacbes em equilibrio, que, finalmente, todos os fluxos levam a uma etapa
irreversivel, fornecendo assim o produto. O desafio é realizar uma MCR de tal forma
que a rede de pré-reagdes equilibradas leve para a formacgao do principal produto e nao
a produtos secundarios. O resultado é claramente dependente das condi¢gdes de reacao
como solvente, temperatura, catalisador, concentracdo, o tipo de reagentes utilizados e
os grupos funcionais presentes (ZHU et al., 2005).

O composto 28 foi sintetizado de acordo com o procedimento descrito por
Kontogiorgis e col. (2005) a partir da reacdo multicomponente entre o composto 9,
formaldeido e a piperidina, utilizando como solvente etanol. Ap6s um tempo de
reacional de 15 horas, foi obtido um soélido amarelo como produto com rendimento de
40% (Esquema 23).

O
X OEt O HN Etanol
/@\/rj\ * HJ\H MR Refluxo, 15h
HO o” O

Esquema 23. Sintese do composto 28.

O mecanismo da reagdo multicomponente segue duas etapas, onde
primeiramente ocorre a reagédo entre o formaldeido e a piperidina para a formagédo do

ion iminio. Em um segunda etapa, a hidroxila na posigdo 7 do composto 9 orienta o
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ataque nucleofilico da cumarina ao ion iminio para a formagao da nova ligagédo C-C na
posicao 8. Em seguida um proton é abstraido a fim de se restabelecer a aromaticidade

do sistema e entdo o composto 28 € formado em uma etapa irreversivel. (Esquema 24).

(0 @O H ® ion iminio
NIC)
N +HY-H* o) +H* EOLHZ -H,0 NC) CRee
HJ\{ W H):Em — R, — e —
N
(o} o (o}
A OEt A OEt A OEt
= )
HO [OXN 0] HO, o” "0 HO [ON 0]
K
N N NN

sty H,0
Esquema 24. Mecanismo da reagdo multicomponente.

O composto 28 foi caracterizado por ressonancia magnética nuclear. O
espectro de RMN 'H (DMSO-d6, 400MHz) mostrou um singleto em & 8,53 (s)
correspondendo ao hidrogénio da posigéo 4, dois dupletos em & 7,56 (d, J= 8Hz) e &
6,55 (d,J= 8Hz) correspondendo aos hidrogénios das posi¢cdes 5 e 6 respectivamente. A
auséncia do sinal referente ao hidrogénio da posi¢ao 8, indica que ocorreu a formacéao
da ligagdo C-C naquela posicéo. O grupo éster substituinte na posigao 3 apresentou um
quadrupleto em & 4,23 (q) correspondente aos hidrogénios metilénicos e um tripleto em
0 1,28 (t) correspondendo aos hidrogénios metilicos. O fragmento acoplado na posigéao
8 foi caracterizado pelo singleto em 4,05 ppm referentes ao grupo CH; na posigéo 9. Os
hidrogénios do anel piperidinico apresentaram multipletos em 2,80-2,82; 1,60-1,66 e
1,46-1,51 ppm correspondendo aos hidrogénios metilénicos nas posi¢des 10,10’; 11,11
e 12,12°, respectivamente.

O espectro de RMN "*C mostrou 16 sinais, sendo eles correspondentes a
estrutura proposta: & 14,2 correspondendo ao carbono metilico, 60,2 correspondendo
ao carbono metilénico do grupo éster, & 149,3 corresponde ao carbono metinico na
posicao 4 e 6 116,4 ao carbono da posi¢cdo 3. Um sinal em & 170,9 correspondendo ao
carbono quaternario da carboxila do éster e & 156,6 ao carbono quaternario da
carboxila da lactona. Os sinais em 6 131,2; 107,6 e 105,2 correspondem aos carbonos
nas posicoes 5, 6 e 8, os sinais em & 106,7 e 155,8 aos carbonos quaternarios da

jungao dos anéis e o sinal em & 163,3 corresponde ao carbono quaternario na posicao

37



7. O carbono metilénico da posigao 9 mostrou um sinal em & 52,3. Devido a simetria
existente no anel piperidinico, o0 mesmo foi caracterizado por trés sinais 6 52,4; 24,2 e

22,4, referentes aos carbonos 10 e 10’, 11 e 11°, e 12; respectivamente.
3.3.2 — Acoplamento de Suzuki

Outra estratégia sintética aplicada para a obtengdo das cumarinas
substituidas na posi¢cao 8 € a reagao de Suzuki (MYAURA et. al., 1995), a qual baseia-se
no acoplamento entre compostos organoborados e haletos ou triflatos organicos,
catalisado por paladio (Esquema 25). Esta metodologia possui inuUmeras vantagens por
apresentar condigdes reacionais brandas, grande numero de acidos bordnicos
comerciais, os subprodutos inorganicos sao facilmente removidos da mistura reacional,
os materiais de partida toleram uma variedade de grupos funcionais e o acoplamento é

estereo- e regiosseletivo.

Pd© (catalitico)

: R'-R? + X-B(R),
base, ligante

R'-B(R), + R?X

R*= alquil, alil, alquenil, alquinil, aril; R= alquil, OH, O-alquil; R?>= alquenil, aril, alquil; X=

Cl, Br, OTf, OPO(OR),; base= Na,COs3, Ba(OH),, K3PQO4, Cs,CO3, K,CO3, TIOH, KF,
CsF, BusF, NaOH, M*("O-alquil).

Esquema 25. Acoplamento de Suzuki.

Encontram-se na literatura relatos do emprego de reagbes de
acoplamento catalisadas por paladio para a introdugéo de substituintes somente nas
posicdes 4 (GAO et. al., 2010; Luo et. al., 2009a; Luo et. al., 2009b) e 7 (LI et. al., 2005)
da estrutura da cumarina. Portanto, € interessante e importante um estudo da reacéo
de acoplamento catalisada por paladio para a insercédo de substituintes na posicao 8.

A rota sintética adotada para a obtengédo destes compostos (Esquema 26)
consiste primeiramente na sintese do haleto organico (iodo cumarina 29) para que em
seguida possa ser realizado o acoplamento de Suzuki com diferentes acidos bordnicos

na presenga de uma base.
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Esquema 26. Retrossintese dos compostos via acoplamento de Suzuki.

Para a obtengdo do composto 29 foi empregado o procedimento descrito
por Adimurthy e col. (2003). Esta metodologia é interessante para a iodacédo de
compostos aromaticos ricos em elétrons, pois a oxidagao do iodeto resulta na formagcao
in situ de espécies eletrofilicas que sao responsaveis pela iodacdo do composto
aromatico em questao, permitindo assim a inser¢édo do atomo de iodo em apenas uma
posicdo da estrutura aromatica, visto que a hidroxila pode orientar a iodagéo tanto na
posicédo 8 quanto na posigao 6.

A iodacdo do composto 9 foi feita com 0,66 mol equiv. de iodeto de
potassio e 0,33 mol equiv. de iodato de potassio e um mol equiv. de acido mineral
(HCI), que resulta na geragao in situ de um cation iodo (ADIMURTHY, 2003). A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo por um tempo de 4 horas e apds este periodo o
composto 29 foi obtido em 88% de rendimento (Esquema 27).

O

AN HCI
OBt L Kk + KOy, ———
Acido Acético
HO o O

9

Esquema 27. Sintese do composto 29.

O espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 400MHz) mostrou um singleto em &

8,66 (s) correspondendo ao hidrogénio da posi¢ao 4. Dois dupletos em & 7,77 (d, J=
8,5Hz) e & 6,96 (d,J=8,5Hz) correspondendo aos hidrogénios das posicbes 5 e 6
respectivamente. O grupo éster substituinte na posicdo 3 apresentou um quadrupleto
em 0 4,28 (q) correspondente aos hidrogénios metilénicos e um tripleto em & 1,31 (t)
correspondendo aos hidrogénios metilicos. Nao foi observado o sinal do deslocamento
quimico do hidrogénio da posicdo 8 e os dupletos referentes aos hidrogénios
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aromaticos possuem uma constante de acoplamento de 8,55 Hz, indicando que estéo
localizados em orto.

O espectro de RMN "®C mostrou 12 sinais, sendo eles correspondentes a
estrutura proposta: & 14,0 correspondendo ao carbono metilico, d 60,8 correspondendo
ao carbono metilénico, & 149,2 corresponde ao carbono metinico na posicao 4 e o
112,4 ao carbono da posicdo 3. Um sinal em & 163,5 correspondendo ao carbono
quaternario da carboxila do éster e & 156,1 ao carbono quaternario da carboxila da
lactona. Os sinais em & 131,6 e 111,0 correspondem aos carbonos C-H nas posi¢coes 5
e 6 da estrutura da cumarina, os sinais em & 109,6 e 156,6 aos carbonos quaternarios
da juncdo dos anéis e o sinal em & 162,5 corresponde ao carbono quaternario na
posicdo 7 da hidroxila. O sinal de deslocamento quimico do carbono aromatico ligado
ao atomo de iodo aparece em 74,2 ppm.

Sintetizado o composto 29, a préxima etapa foi a realizacdo da reacao de
acoplamento cruzado (Esquema 28) com diferentes acidos bordénicos possuindo tanto

grupos doadores quanto retiradores de elétrons.

B(OH),
Ny oEt Pd(OAc), 5mol% O Ny OEt

HO 0~ o K2CO3(aq) HO 0~ ~o

R
|
29 DM';{ ?ME 30R=H
- 31 R= OMe
R

Esquema 28. Acoplamento de Suzuki (Prediger et al. (2006)).

Para a obtengdo dos compostos de acoplamento, utilizou-se a
metodologia descrita por Prediger et al. (2006), na qual uma solugdo de K,CO3; em
agua € adicionada a mistura reacional contendo a iodo cumarina (29), o acido
fenilborénico, o catalisador Pd(OAc), em DMF e DME apds 30 min de reagdo. No
momento da adigdo observa-se claramente o desprendimento de gas, CO,, resultante
da formacao de acido carbbnico no meio reacional. A mistura reacional foi mantida sob
refluxo por 12 horas e ao término da reacdo o composto 30 foi obtido com rendimento
de 50%. O mesmo procedimento foi realizado utilizando o acido 3-metoxifenilborénico

como organoborano e foi obtido o composto 31 com rendimento de 48%.
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Entretanto, o emprego desta metodologia n&o foi eficaz quando se utilizou
outros acidos bordnicos para a reagao de acoplamento (Esquema 29).
B(OH), B(OH), B(OH),
MeO
NO, OMe
OH
Esquema 29. Acidos bordnicos testados no acoplamento de Suzuki.

Considerando os rendimentos obtidos quando empregado o procedimento
adaptado de Prediger et al. (2006) e visando a sintese de um numero maior de
cumarinas substituidas na posicao 8, foi realizada uma busca na literatura e assim
adotada uma versdo adaptada da metodologia descrita por Moteki e col. (2008),
utilizando como ligante a trifenilfosfina.

Nesta metodologia, uma solugdo de K,CO; em agua foi adicionada a
mistura reacional contendo o composto 29, o acido borénico, o catalisador Pd(OAc),, o
ligante PPhs; em DMF. A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente por 4
horas (Esquema 30). Os compostos obtidos através da reacdo de Suzuki, e os

respectivos rendimentos estdo sumarizados na Tabela 5.

0
B(OH),
NTOOEt L AL Pd(OAc),, PPh;
HO o~ Yo | R K2CO3(aq)

I DMF

Esquema 30. Acoplamento de Suzuki (Moteki e col (2008)).
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Tabela 5. Sintese dos compostos 30, 31, 32, 33.

Composto Rendimento (%)
R

i @ 50

Q 31 @ 66
X OEt OMe

33 70

OH

A adicao de ftrifenilfosfina possibilitou que a reacdo fosse bem sucedida
para a obtencdo dos compostos 32 e 33, e embora tenha sido aumentada a quantidade
de reagentes utilizados na reagdo, o tempo reacional diminui consideravelmente e nao
foi preciso o uso de fontes de aquecimento.

O mecanismo do acoplamento de Suzuki € analogo aos ciclos cataliticos
de outros acoplamentos e tem quatro etapas distintas: 1) adigdo oxidativa do haleto
organico ao Pd° para formar Pd"; 2) troca de um anion ligado ao paladio por um anion
da base (metatese); 3) transmetalacdo entre Pd" e o complexo de arilborato; e 4)
eliminagdo redutiva para a formagdo da ligacdo sigma carbono-carbono e a
regeneracdo de Pd’. Embora acidos organoborénicos ndo sofram transmetalagdo com
complexos de Pd" os correspondentes ate-complexos rapidamente reagem. A
quaternizacao do atomo de boro com um &nion aumenta com a nucleofilicidade do
grupo aril e isto acelera sua transferéncia para o paladio na etapa de transmetalagéo.
Ligantes muito volumosos e ricos em elétrons aumentam a reatividade de cloretos de
arila nao reativos pela aceleragdo da velocidade da etapa de adicdo oxidativa
(Esquema 31) (MYAURA et. al., 1995).
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Esquema 31. Mecanismo do Acoplamento de Suzuki.

3.4 — Ensaios Bioldgicos

Os compostos sintetizados foram submetidos a dois ensaios preliminares
para determinagao da atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase: Eliman (1961) e
Marston (2002), utilizando como padrdo as substancias comercializadas para o

tratamento da doenga de Alzheimer: Galantamina, Tacrina e Fisostigmina (Figura 10).

HC§ Tacrina
Galantamina

Fisostigmina

Figura 10. Substancias padrdes utilizadas nos ensaios com a AChE.
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Os ensaios foram realizados em colaboragdo com a Profa. Dra. Carmem
L. Cardoso (FFCL-RP, USP).

3.4.1 — Ensaio de Ellman

A atividade enzimatica da AChE é avaliada por métodos colorimétricos
utilizando o reagente de Ellman, o qual baseia-se na medida da velocidade de produgao
de tiocolina através da hidrolise do analogo do substrato da AChE, a acetiltiocolina.

Neste método, a tiocolina reage com o chamado reagente de Ellman
(acido 5,5-ditiobis[ 2-nitrobenzoico] (DTNB) (I) formando uma mistura de dissulfetos e

um anion amarelo (1) com intensa absor¢do em 412 nm (Esquema 32).

Acetilcolinesterase

©) O] S ) I-?)
(CH3)3sNCH,CH,SCOCH3; (CH3)sNCH,CH,S + CH3zCOO ™+ 2

® o @ ©
(CH3)3sNCH,CH,S + RSSR —— > (CH3)3NCH,CH,SSR  + RS

0} (In
(I Reagente de Ellman (acido 5,5-ditiobis[2-nitrobenzoico])
(IHAnion amarelo do 4cido 5-tio-2-benzdico

Esquema 32. Catalise da hidrdlise da acetiltiocolina e reagédo de Ellman.

Relatos na literatura indicam que compostos como aldeidos e aminas
podem provocar resultados falso-positivo no ensaio de Ellman (RHEE, 2003). Estes
compostos impedem a reacgdo entre a tiocolina (produto da reacdo enzimatica) e o
reagente de Ellman, o que impediria a formagcdo do anion amarelo e resultaria na
formacéo do halo branco. Portanto, nesse caso n&o ha inibicdo da atividade enzimatica,
e sim da reagdo quimica entre o produto da reacdo e o corante. Assim, a fim de
distinguir entre os compostos que atuem realmente na inibicdo da atividade enzimatica
e aqueles que atuam na reagado quimica entre a tiocolina e o reagente de Ellman, as
amostras foram submetidas ao teste de falso positivo. Os resultados estao dispostos na
Tabela 6.
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Tabela 6. Resultado do Ensaio de Ellman

TLC-Elman-falso
positivo®

Composto TLC-Ellman®

+

Tacrina
17
19
20
18
15
16
22
23
14
11
12
13
10
30
31
32
33

a = Ensaio de Ellman (+) inibigdo e b= falso positivo de Eliman (+) falso inibidor da AChe e (-) inibidor da
AChE.

+ 4+ + + + FF 4
+ 4+ + + + A+ o+

+

Devido aos resultados obtidos no teste de falso positivo e também a dificil
visualizagao dos resultados, foi entado realizado outro ensaio para melhor compreensao

dos resultados.

3.4.2 — Ensaio de Marston

No ensaio de Marston (2002) a atividade enzimatica € detectada pela
conversao do acetato de a-naftila a a-naftol que reage com o sal de Fast Blue B
formando um corante diazo de cor purpura (Esquema 33). O resultado positivo é
observado com a formagao de halos brancos na placa cromatografica, o que significa
que o composto presente na amostra inibiu a reagcdo enzimatica, portanto n&o

ocorrendo a formacao do a-naftol e a consequente formacéo do corante.
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OCOCH; OH

Acetilcolinesterase OO + CH3COOH

Acetato de a-naftila a-naftol

MeO
® S}
O e
O]
OMe

Sal de "Fast Blue B"

C OH MeO
D Oy
HO

OMe

Corante diazo de cor purpura

Esquema 33. Hidrdlise do acetato de a-naftila e a reacdo com Fast Blue B.

O ensaio foi realizado com as amostras numa concentragéo de 5ug/uL e
solubilizadas em DMSO, Metanol e CHCIl; de acordo com a solubilidade de cada
composto. Volumes de 2,5 pL de cada amostra foram aplicados nas placas
cromatograficas e eluidas em CHCIl3;:MeOH 95:5 (v/v).

Depois de eluidas e secas, foram borrifadas sobre as placas uma solugao
tampéo (pH=7,8) e uma solugdo contendo AChE e albumina bovina (utilizada para
estabilizar), e entdo mantidas em um “cuba Umida” a 37°C por 20 minutos. Apds esse
periodo, as solugdes do “fast blue” em agua e acetato de a-naftila em etanol foram
misturadas e borrifadas sobre as placas. Resultado positivo € observado quando a
amostra inibe a enzima, a qual ndo reage com o acetato de a-naftila, ocorrendo a
formag&o de um halo branco (Tabela 7).

Portanto, foi possivel concluir que a colecdo de cumarinas enviadas para

0s ensaios sdo inibidoras da enzima acetilcolinesterase.
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Tabela 7. Resultado do Ensaio de Marston.

Composto TLC — Marston?

+

Tacrina

17
19
20
18
15
16
22
23
14
11
12
13
10
30
31
32
33

a = Ensaio de Marston (+) inibig&o

+ +++ A+ o+

+

3.4.2 — Ensaio no IMER

Através dos ensaios preliminares de Ellman e Marston foi possivel verificar
que os compostos sintetizados sao inibidores da AChE, contudo estes ensaios séo
apenas qualitativos, nao possibilitando quantificar a concentragdo nem a porcentagem
com que os compostos inibem a enzima.

Para a quantificacdo, foi realizado o experimento com a enzima
acetilcolinesterase imobilizada em uma coluna capilar de silica fundida. Neste ensaio, a
coluna com a enzima imobilizada foi utilizada como coluna cromatografica num sistema
em fluxo, CLAE. O sistema de detecc¢ao utilizado foi um detector de arranjo de diodos -
D.A.D e o comprimento de onda selecionado foi 412 nm, pois o ensaio € um método
modificado de Ellman (1961).

As amostras foram injetadas em uma concentracdo de 1mg/mL na

presenga de uma concentracdo fixa do substrato enzimatico acetiltiocolina. Foi
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realizado um branco de cada amostra para analisar a interferéncia na banda de
absorcao do produto formado em 412 nm.

Para algumas amostras injetadas nao foi possivel o calculo de inibicdo da
atividade enzimatica, pois os compostos analisados absorvem no mesmo comprimento
de onda utilizado do ensaio (Figura 11). Por exemplo, no ensaio realizado com
composto 17, as injegbes contendo o branco do inibidor (amostra sem substrato que
leva a conversao de tiocolina) e amostra contendo o composto 17 + substrato (a fim de
se calcular a inibicdo do produto formado) obtiveram banda cromatografica mais intensa
do que a banda referente a injecdo do substrato que forma o produto tiocolina, dessa

forma foi inviabilizado qualquer interpretacéo (Figura 12).

A N X N ~ OH
OO0 oo
HO o~ ~o HO o~ ~o HO o "o
23 15

17
0 o) 0
O X “OEt O X~ OEt O Xy~ “OEt
HO o Yo HO 0" o HO 0" Yo
g 33 g OMe : NO,
31 32
OH

Figura 11. Compostos que n&o foi possivel realizar o ensaio no IMER.

uv

— Atividade enzimatica (produto da
reacdo na auséncia de inibidor/amostra)
— Atividade enzimatica (produto da
reagdo com substrato + inibidor/amostra)
— Branco do inibidor (auséncia de
substrato)

1750000
1500000
1250000

1000000

750000
500000

250000

o J
—_— L ————
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 min

Figura 12. Cromatograma produzido pelo IMER-AChE referente ao composto 17.
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Para o composto 16 (Figura 13), assim como para os demais casos onde
0 composto ndo absorve no mesmo comprimento de onda empregado no experimento,
foi possivel calcular a porcentagem de inibicdo da atividade enzimatica inicial da AChE,
pois as bandas cromatograficas referente ao branco da amostra e a injecdo da amostra

propriamente dita ndo interferem de forma que inviabilize uma interpretagcdo do
ocorrido.

uv

15000001 — Atividade enzimatica (produto da reacdo

na auséncia de inibidor/amostra)

— Atividade enzimatica (produto da reacdo
com substrato + inibidor/amostra)

— Branco do inibidor (auséncia de
substrato)

1250000
1000000

750000+

500000+

250000

o _
————— [ 7 [ T
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 min

Figura 13. Cromatograma produzido pelo IMER-AChE referente ao composto 16.

As porcentagens de inibicdo obtidas para os compostos analisados estao
sumarizadas na Tabela 8.
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Tabela 8. Porcentagem de inibicdo da enzima AChE.

Composto Estrutura Porcentagem de inibicéo (%)
NH,
Tacrina d\/@ 97,9
~
N
o)
19 MOH 82,7
MeO o~ "o
o)
(O N¢)
o)
X
18 o 13,7
0~ ~0
OH
o)
16 N Nﬁ 80,7
MeO 0o~ "o
O
22 N Nﬁ 45,2
o~ "o
O
X
24 NN 2,3
o O
OH
O
Br
X
14 OFt 73,2
o O
OMe
o)

11 Br\@(\f%a 456
(@) (@)

(0]
12 CIMOH 432
(@) (@)
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13 83,6

9 MOB 39,8
HO (@) O

(0]

10 Moa 46,6
MeO (@) O
(@]

o 41,6

30 HO O

27 85,9

N OEt
28 0

69,3

HO @)

Nﬁ

Dentre o grupo de amidas analisado, o composto que apresentou maior
atividade inibitéria da AChE foi a amida piperidinica 16 (80,7%). A presenga do grupo
metoxila na posi¢cdo 7 da estrutura da cumarina foi importante para este valor de
inibicdo visto que a amida piperidinica 22, a qual ndo possui substituintes na
subunidade aromatica da cumarina, apresentou um fator de inibicdo de apenas 45,2%.

Os acidos precursores para a sintese das amidas também foram avaliados

e o composto 20 foi o que apresentou maior inibicado (86,5%). Entre os acidos, a
51



presencga de substituintes na subunidade aromatica da estrutura diminui a atividade do
composto frente a AChE, os acidos 19 (grupo metoxila na posicdo 7) e 18 (grupo
hidroxila na posicdo 8) demonstram porcentagens de inibicdo de 82,7% 13,7%,
respectivamente.

Outro fato observado foi que os acidos carboxilicos foram mais ativos que
as correspondentes amidas piperidinicas na inibicdo da enzima. A relacdo de
decréscimo na porcentagem de inibicdo entre os compostos 19 e 16 foi de apenas
2,0%, entretanto, para os compostos 20 e 22, a diferenca foi de 41,3%.

Dentre o grupo dos ésteres mono substituidos, o composto 10 apresentou
0 maior valor de inibigdo 46,6%, entre os substituidos com halogénios, o composto 11
(bromo na posigao 6) foi melhor inibidor que o o composto 12 (cloro na posi¢ao 6).0
composto 14 apresentou uma porcentagem de inibicdo de 73,2%, mostrando que a
insercdo de um grupo metoxila na posigdo 8 do composto 11, aumentasse a inibigao
em 27,6%. A cumarina 13 foi o composto que apresentou a maior porcentagem de
inibicdo, 83,6% (Figura 14).

o)
F
X
5 OFEt
o o
11 (45,6%) 14 (73,2%) 13 (83,6%)

Figura 14. Compostos que mostraram inibicao da AChE.
Os compostos que mostraram a maior porcentagem de inibicdo foram

escolhidos para o calculo de ICsp. A cumarina 27 foi o composto que apresentou o

menor ICs (6,3 uM) (Figura 15). Os valores obtidos estao dispostos na Tabela 9.
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Figura 15. Grafico de ICso do composto 27.

Tabela 9. Valores de ICs de inibicdo da enzima AChE.

Composto Estrutura ICs0 (UM)
Tacrina 0,087
19 483
20 657
16 790
14 573
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13 156

27 6,3

o

OEt

Q

O

28 17,1

HO

!

Comparando estes resultados com os da literatura, podemos concluir que
o composto 27 apresentou um ICsop menor do que o derivado da espectalina (34). O
composto 34 é obtido através de duas transformacgdes quimicas partindo do alcaloide
natural espectalina. Entretanto, a obtencado deste composto em escala industrial é
desfavoravel devido a complexidade de sua estrutura, pois existem trés centros
estereogénicos, o que envolveria reagbes estereoespecificas. O composto 27
apresenta uma estrutura simples e pode ser sintetizado através de duas reacgdes

quimicas simples e que levam a formacgao do produto com bom rendimento (Figura 16).

0]

3 centros
estereogénicm O o 0" "0

H Rendimento Global = 61%

~ Ne S Y N
HH ~cl o)
ICsp = 7,32 uM 27
32

Figura 16. Comparagao entre o composto 32 e 27.
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Conclusoes e Perspectivas
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4. Conclusdes e Perspectivas

As reacbes empregadas neste trabalho permitiram a sintese de 23
compostos, dentre eles cumarinas piperidinicas contendo o fragmento piperidinico tanto
na fungdo amida quanto amina.

A utilizacdo de microondas mostrou ser uma metodologia interessante
para a sintese dos analogos 3-carboxilato de etila, os quais ndo foram possiveis de
obter através do método convencional aplicado para a sintese do composto 9.

A reacdo de Suzuki mostrou-se uma ferramenta interessante e importante
para a sintese de cumarinas substituidas na posigdo 8. Este tipo de acoplamento
cruzado catalisado por paladio € inédito para a construgcdo de ligacdo C-C nesta
posicdo da estrutura da cumarina. Embora o uso de trifenilfosfina como ligante
aumentasse a quantidade de subprodutos gerados na reagdo, 0 mesmo permitiu que os
compostos fossem obtidos com melhor rendimento e com menor tempo reacional.

Embora os ensaios preliminares tenham mostrado que os compostos
sintetizados s&o inibidores da acetilcolinesterase, ao se calcular a porcentagem de
inibicao, foi observado que os mesmos sao fracos inibidores da enzima. O composto 2-
oxo-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)-2H-cromeno-3-carboxilato de etila 27 mostrou-se como o
melhor inibidor para a AChE, apresentando um ICsy de 6,3 pM.

O composto 27 apresentou um ICsp menor do que o derivado da
espectalina (34), o que é vantajoso para o desenvolvimento de um farmaco a ser
utilizado no tratamento da doencga de Alzheimer, devido a simplicidade de sua estrutura
se comparado com a do alcaldide natural.

Como perspectivas, serao realizados ensaios para avaliar o mecanismo
de inibicdo dos compostos frente a AChE e também ensaios com a enzima
butirilcolinesterase, enzima analoga a AChE, a fim de avaliar a seletividade dos

compostos sintetizados frente a inibicao destas enzimas.
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5. Procedimento Experimental

5.1. Aspectos Gerais

Os espectros no infravermelho foram registrados em um
espectrofotdbmetro Bomem modelo M102 com transformada de Fourier e calibracao
interna. As amostras foram masseradas em KBr e prensadas de forma a gerar as
pastilhas utilizadas na obtencdo dos espectros de absor¢cdo. As absorgdes foram
expressas em nimero de onda (cm™).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN 'H)
e carbono (RMN '3C) foram registrados em um espectrometro Bruker AC-200 e 400
MHz. Os deslocamentos quimicos formam expressos em & (ppm) e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Os solventes utilizados foram todos de grau técnico e foram destilados
antes de serem utilizados. Os solventes anidros foram obtidos por tratamento
convencional (PERRIN, 1988). Os demais reagentes foram obtidos da Aldrich Co. e
utilizados sem purificagcéo prévia.

As reagdes feitas sob irradiagcdo de micro-ondas foram realizadas em um
forno da CEM Discover®.

Nas separagdes feitas por cromatografia em coluna utilizou-se silica gel
60, 230 - 400 mesh ASTM Merck e silica gel 60 A, 70-230 mesh Aldrich Co. As analises
cromatograficas em camada delgada foram efetuadas empregando-se as placas
comerciais da Riedel-de Haén (60 F 254), as quais foram reveladas em luz ultravioleta
(254 nm) e solucédo de vanilina em acido sulfurico e etanol (vanilina 6% m/v, 4% de

acido sulfurico e 10% de agua, v/v em etanol).
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5.2. Obtencéo do 7-hidroxi-20x0-2H-3-cromenocarboxilato de etila (9).

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado o 2,4-diidroxibenzaldeido
(0,512 g; 3,70 mmol), malonato de dietila (1,27 g; 7,90 mmol) e em seguida piperidina
(10 gotas). A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente por 2 horas.
Adicionou-se entdo uma solugdo de HCI 1mol/L (5mL) e o precipitado formado foi
filtrado e lavado com agua fria (10mL). O sdlido obtido foi purificado em uma coluna
cromatografica flash utilizando como eluente uma mistura de diclorometano e acetato

de etila (7:3). Obteve-se o produto desejado (0,735g) com 97% de rendimento.

IV (vmax KBr): 970, 1037, 1606, 1623, 1681, 1719, 1749, 2767, 2835, 3467 cm’".

RMN "H (400 MHz, DMSO) &: 11,07 (s, OH), 8,66 (s, 1H), 7,74 (d, J= 8Hz, 1H), 6,83
(dd, J= 2 e 8Hz, 1H), 6,71 (d, J= 2Hz, 1H), 4,24 (g, 2H), 1,28 (t, 3H).

RMN "®C (100 MHz, DMSO) &: 14,1; 60,8; 101,7; 110,4; 112,0; 113,9; 132,1; 149,4;
156,3; 157,0; 162,9; 164,0.

5.3. Obtencéo do 7-metoxi-20x0-2H-3-cromenocarboxilato de etila (10).

Em um baldo de duas vias de fundo redondo equipado com condensador
de refluxo, contendo uma solugdo da cumarina 9 (60 mg, 0,257 mmol) em acetona
anidra (4 mL) foi adicionado K,CO3; (43 mg, 0,308 mmol) e em seguida sulfato de
dimetila (39 mg, 0,308 mmol). A mistura reacional foi mantida sob refluxo por 4 horas,
em seguida deixou-se a mistura em repouso até atingir a temperatura ambiente.
Adicionou-se uma solu¢do saturada de NH4Cl (10 mL) e extraiu-se a reacdo com
acetato de etila (4 x 10 mL). Secou-se a fase organica com Na,SO, anidro e evaporou-
se o solvente em um rotaevaporador. O sdlido obtido foi purificado em coluna flash
utilizando-se uma mistura de diclorometano e acetato de etila (95:5) como eluente.

Obteve-se o produto desejado (38,3 mg) com 60% de rendimento.

RMN "H (400 MHz, CDCl3) &: 8,52 (s, 1H); 7,52 (d, J= 8Hz, 1H); 6,91 (dd, J= 2 e 8Hz,
1H); 6,83 (d, J= 2Hz, 1H); 3,92 (s, 3H); 4,41 (q, 2H); 1,42 (t, 3H).
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RMN *C (100 MHz, CDCl3) &: 14,2; 56,0; 61,6; 100,4; 111,6; 113,6; 114,2; 130,7;
148,8; 157,0; 157,5; 163,4; 165,1.

5.4. Obtencdo dos compostos 11 - 14.

Em um tubo de microondas (10 mL) equipado com barra magnética foram
adicionados o apropriado 2-hidroxi-benzaldeido (1 mmol), malonato de dietila (320,3
mg; 2 mmol) e piperidina (3,4 mg; 0,04 mmol). O tubo foi selado e irradiado por micro-
ondas a uma temperatura de 170°C por 30 minutos. Depois de terminado o tempo
reacional, a mistura foi deixada em repouso até atingir a temperatura ambiente,
transferida para um baldo de fundo redondo e evaporado o excesso de reagente
(malonato de dietila). O soélido residual foi purificado por recristalizagdo em etanol,

fornecendo o produto desejado com rendimentos especificados na Tabela 10.

Tabela 10. Condi¢bes reacionais para a obtencdo das cumarinas acidas.

2-hidroxi-benzaldeido Rendimento
Composto
m (mg) (%), m (mg)
5-bromo
46; 136,7
11 201,02
5-cloro
44: 110, 7
12 156,5
5-fluor-3-metil
13 49; 122.6
1541
5-bromo-3-metoxi
14 52;170,1
231

60



6-bromo-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (11).

IV (vmax, KBF): 1704; 1753; 2972; 2898; 3089; 3070 cm’™.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) &: 8,44 (s, 1H), 7,75 (d, J= 2 Hz, 1H); 7,72 (dd, J= 2 e 8
Hz,1H): 7,26 (d, J= 8Hz,1H); 4,42 (q, 2H); 1,41 (t, 3H).

RMN "®C (100 MHz, CDCls) &: 14,1; 62,1; 117,3; 118,5; 119,3; 119,4; 131,4; 136,8;
146,9; 153,9; 155,9 e 162,6.

6-cloro-2-ox0-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (12).

RMN "H (400 MHz, CDCl3) &: 8,44 (s, 1H), 7,60 (d, J= 2 Hz, 1H); 7,58 (d, J=2Hz,1H);
7,30-7,33 (m, 1H); 4,42 (g, 2H); 1,41 (t, 3H).

RMN "®C (100 MHz, CDCls) &: 14,2; 62,2; 118,3; 118,8; 119,5; 128,4; 130,1; 134,1;
153,5; 156,0 e 162,7.

5-fluor-3-metil-2-oxo0-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (13).

RMN "H (400 MHz, CDCl3) &: 8,43 (s, 1H), 7,22-7,25 (m, 1H); 7,12 (dd, J=2 e 7Hz,1H);
4,42 (g, 2H); 2,47 (s, 3H); 1,41 (t, 3H).

RMN *C (100 MHz, CDCl3) &: 14,2; 15,6; 62,1; 111,6; 111,9; 118,1; 119,2; 122,7;
122,9: 128,9; 129,0; 147,8; 149,8; 156,4; 157,1; 159,5 e 162,9.

5-bromo-3-metoxi-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (14).
RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 8,39 (s, 1H), 7,32 (d, J=2Hz, 1H); 7,25 (d, J=2Hz, 1H);
4,42 (q, 2H); 3,97 (s, 3H); 1,41 (t, 3H).

RMN 'C (100 MHz, CDCls) &: 14,1; 56,5; 62,1; 116,9; 118,7; 119,3; 119,6; 122,4;
143,9; 147,2; 147,7; 155,4 e 158,0.
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5.5. Tentativa de obtenc&do dos compostos 15 e 16.

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL adicionou-se o composto 9 (50
mg, 0,2 mmol) em tolueno (1mL), APTS (10 mg, 0,06 mmol) e piperidina (170 mg, 2,0
mmol). A mistura reacional foi refluxada por um periodo de 24 horas. A reagao foi
acompanhada por CCD e nao foi observada a formacdo de produtos. Este mesmo
procedimento para a obtencdo de amidas a partir do composto 9 foi realizado para o
composto 10, e sob as mesmas condi¢des reacionais nao foi verificada a formacao dos

produtos.

5.6. Obtencao das cumarinas acidas 17 - 20.

A uma suspensao do correspondente benzaldeido em agua (10 mL) foram
adicionados o acido de Meldrum e acetato de aménio. A suspensao foi agitada a
temperatura ambiente por 1 hora. O precipitado formado foi filtrado, lavado com agua
fria (2 x 6,0 mL) e seco a vacuo, fornecendo o produto desejado com os rendimentos
especificados na Tabela 11.

Tabela 11. Condigc")es reacionais para a obtengéo das cumarinas acidas.
Acido de

_ NH4OAcC )
Cumarina Benzaldeido Meldrum Rendimento
o m (mg)/
Acida m (g)/ mmol m (g)/ (%), m(Q)
mmol
mmol
2,4-dihidroxi
17 1,268 /8,69 289/3,7 98, 1,466
1,003/7,24
2,3-dihidroxi
18 1,251/86 138/1,8 93, 1,390
1,003 /7,24
2-hidroxi-4-metoxi
19 0,562/3,9 142/1)9 93, 0,687
0,515/ 3,28
2-hidroxi 1,456 /
20 162/ 2,1 93, 1,503
1,030/ 8,43 10,12
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Acido 7-hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilico (17).

IV (vmax, KBr): 1458; 1620; 1714; 1775; 3118; 3523 cm™.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) &: 8,54 (s, 1H), 7,68 (d, J= 8 Hz, 1H); 6,80 (dd, J=2 e 10
Hz,1H); 6,69 (d, J= 2Hz,1H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d) &: 99,4; 101,2; 110,2; 114,6; 131,0; 146,1; 156,7; 158,8;
165,1; 165,2.

Acido 8-hidroxi-2-ox0-2H-cromeno-3-carboxilico (18).

IV (vmax, KBr): 1458, 1620, 1693, 1775, 3039 , 3475 cm™".

RMN "H (400 MHz, DMSO-d) 5: 8,68 (s,1H), 7,32-7,27 (m,1H), 7,21 (sI,1H), 7,19 (sl, 1H).
RMN '3C (100 MHz, DMSO-d6) &: 118,1; 118,8; 119,9; 120,3; 127,7; 143,0; 144,3;
148,6; 156,7; 163,9.

Acido 7-metoxi-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxilico (19).

IV (vmax KBF): 802, 1203, 1022, 1688, 1733, 2759, 2879, 3114 cm™",

RMN "H (200 MHz, CDCls) & : 8,99 (s,1H), 7,75 (d, J=10 Hz,1H), 7,12 (dd, J= 2 e 10
Hz,1H), 6,99 (d, J=2 Hz,1H), 4,01 (s, 3H).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-d6): 56,1; 100,2; 111,7; 113,0; 115,8; 131,1; 147,4; 156,5;
157,3; 164,1; 164,4.

Acido 2-oxo0-2H-cromeno-3-carboxilico (20).

IV (vmax, KBF): 1423, 1684, 1745, 2927, 3423 cm™.

RMN "H (400 MHz, DMSO-d6) 5: 8,96 (s,1H); 7,74-7,69 (m,2H); 7,43-7,37 (m,2H).

RMN ®C (100 MHz, DMSO-d6) &: 116,0; 117,9; 118,3; 124,7; 130,1; 134,1; 148,2;
154,4; 156,8; 163,8.
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5.7. Obtencado das amidas cumarinicas 15, 16, 22 - 25.

Em um baldo de fundo redondo, sob atmosfera de nitrogénio, provido de
agitacao magnética e condensador de refluxo, a cumarina acida foi dissolvida em SOCI,
(6 mL, 82 mmol) e em seguida o sistema foi aquecido (refluxo) até aproximadamente
70°C. Apods 7 horas de reacgao, foi adicionado hexano anidro (10 mL) e o sistema de
refluxo foi trocado por um sistema de destilacao a fim de retirar o excesso de cloreto de
tionila. Este procedimento foi repetido duas vezes. O cloreto do acido obtido foi diluido
em diclorometano (5 mL) e sob atmosfera de nitrogénio e banho de gelo, a amina
correspondente foi adicionada aos poucos. A mistura reacional foi aquecida a 50°C e
apo6s 15 horas de reagao, adicionou-se uma solugédo saturada de NaHCO; (15mL) e a
fase organica foi extraida com diclorometano (4 x 15mL). A fase organica foi seca com
sulfato de sédio anidro e o solvente evaporado em um rota-evaporador. O produto
obtido foi purificado em uma coluna cromatografica flash utilizando como eluente uma
mistura de acetato de etila e hexano (7:3). As quantidades dos reagentes utilizados

assim como os rendimentos obtidos nas reacdes estdo descritos na Tabela 12.

Tabela 12. Condig()es reacionais para a obtengéo das amidas.

Amida Cumarina Acida Amina Rendimento
cumarinica m (mg)/ mmol m (mg)/ mmol (%), m (mg)
17
106/ 1,248 40, 112
15 214 /1,03
19
17212,02 52, 140
16 207 /0,9
20
172/2,02 56, 152
22 203 /1,06
17
7210,7 62, 90
23 103/0,5
18
24 172 /2,02 54, 71
100/0,48
18
25 96 /0,96 31,43
100/0,48
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7-hidroxi-3-(piperidin-1-ilcarbonil)-2H-cromeno-2-ona (15).

IV (vmax KBF): 1623, 1719, 2849, 2937, 3053 cm™.

RMN "H (200 MHz, MeOD) &: 7,95 (s,1H), 7,53 (d, J= 8Hz,1H), 6,83 (dd, J= 2 e 10
Hz,1H) 6,75 (d, J= 2Hz,1H), 3,71-3,68 (m,2H), 3,41 — 3,36 (m,2H), & 1,67 (sI,6H).

RMN *C (50 MHz, DMSO-d6) &: 23,8; 25,1; 25,8; 41,9; 47,4; 101,9; 110,7; 113,5;
120,3: 130,1; 142,1; 155,4; 157,8; 161,8; 163,0.

7-metoxi-3-(piperidin-1-ilcarbonil)-2H-cromeno-2-ona (16).

IV (vmax KBF): 1027, 1224, 1615, 1717, 2854, 2944 cm’™.

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: & 7,84 (s,1H); & 7,42 (d, J=8 Hz, 1H); 6,83 (d, J=2 Hz,1H);
6,88 (dd, J= 2 e 8 Hz,1H); 3,89 (s,3H); 3,71 (sI,2H); 3,34 (sI,2H); 1,66 (sl,6H).

RMN '3C (100 MHz, CDCls) &: 24,3; 25,6; 26,3; 42,4; 47,9; 56,5; 101,1; 112,3; 113,3;
121,9; 130,4; 142,4; 155,8; 158,3; 163,3; 163,5.

3-(piperidin-1-ilcarbonil)-2H-cromeno-2-ona (22).

IV (Vmax, KBr): 1252, 1625, 1717, 2853, 2935¢cm™.

RMN "H (400 MHz, CDCls) 8: 7,87 (s,1H); 7,63 — 7,51 (m,2H); 7,37 — 7,28 (m,2H); 3,72
(sl;2H); 3,34 (sl,2H); 1,67 (sl,6H).

RMN C (100 MHz, CDCls) 8: 24,3; 25,6; 26,3; 42,4; 47,8; 114,1; 118,8; 125,2; 125,7;
129,3; 133,0; 141,9; 153,8; 163,0.

7-hidroxi-N-(4-metilpentan-2-il)-2-oxo-2H-cromeno—-3- carboxamida (23).

IV (vmax KBr): 1645, 1714, 2921, 2958, 3209, 3288 cm’™.

RMN 'H (200 MHz, CDCls) &: 8,78 (s,1H), 7,53 (d, J= 8Hz,1H), 6,96 (dI, J= 2Hz,1H),
6,93 (dd, J= 2 e 8 Hz,1H), 0,89 (s, 3H), 0,93 (s,3H), 1,23 (d, J= 6 Hz,3H), 1,77 (sI,2H),
4,31 —4,10 (m,1H), 1,52-1,34 (m,1H).
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RMN "C (100 MHz, DMSO) &: 21,2; 5 22,1; 5 22,8; 24,6; 42,9; 45,4; 101,7; 111,1;
113,7; 114,3; 131,9; 147,9; 156,2; 160,7; 161,2; 163,5.

8-hidroxi-3-(piperidin-1-ilcarbonil)-2H-cromeno-2-ona (24).

RMN "H (400 MHz, DMSO-d6) &: 10,32 (s, 1H), 8,11 (s, 1H), 7,72-7,13 (m, 3H), 3,58-
3,55 (m, 2H), 3,32-3,29 (m, 2H), 1,64 — 1,57 (m, 2H), 1,54 — 1,48 (m, 4H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6) &: 23,8; 25,2; 25,8; 42,0; 47,4; 118,7; 118,8; 119,2;
124,7; 125,0; 141,8; 142,0; 144,5; 157,5 e 162,6.

8-hidroxi-N-cicloexil-2-oxo0-2H-cromeno-3-carboxamida (25).

IV (vmax KBF): 1643, 2852, 2931, 3205, 3317 cm™.

RMN "H (200 MHz, CDCl3) 5: 8,12 (s,1H), 6,69 (dd, J= 2 e 8 Hz, 1H), 6,51 (dd, J=8 e 9
Hz, 1H), 6,90 (dd, J= 2 e 8 Hz, 1H), 3,47 — 3,33 (m,1H), 1,98 — 1,27 (m,10H).

RMN "®C (100 MHz, DMSO) &: 167,9; 163,8; 152,9; 146,2; 121,7; 117,5; 116,9; 102,9;
64,1; 33,5; 25,0; 23,6.

5.8. Tentativa de obtencdo das amidas via reacdo de amidacao

catalisada por acido borénico.

Em um baldo de duas vias de fundo redondo equipado com um Dean-
Stark, foi adicionado o acido fenilborénico (2,6 mg; 0,022mmol) a uma solugdo do
composto 19 (50 mg; 0,22 mmol) em tolueno anidro. A mistura reacional foi adicionado
a piperidina (18,7 mg; 0,22 mmol) e refluxada por um tempo de 12 horas. A reagao foi
acompanhada por CCD e ndo foi observada a formacdo de produtos. O mesmo
procedimento foi testado utilizando como acido carboxilico o composto 20, e também foi
avaliada a reacao para outras aminas, como exemplo a n-butilamina, no entanto, sob

as mesmas condi¢des reacionais nao foi verificada a formacao dos produtos.

66



5.9. Obtencao do N-butil-7-hidroxi-2-oxo0-2H-cromeno-3-carboxamida
(26).

Em um baldo de fundo redondo equipado com condensador de refluxo,
contendo uma solugéo da cumarina 9 (50 mg, 0,214 mmol) em diclorometano (5 mL) foi
adicionado a n-butilamina (44 mg, 0,599 mmol) e em seguida a mistura reacional foi
mantida sob refluxo por 24 horas. Apdés o tempo reacional deixou-se a mistura em
repouso até atingir a temperatura ambiente. Adicionou-se uma solugéo aquosa de HCI
1M (10 mL) e extraiu-se a reacdo com diclorometano (4 x 10 mL). Secou-se a fase
organica com NaySO4 anidro e evaporou-se o0 solvente em um rotaevaporador. O
produto obtido foi purificado em coluna flash utilizando uma mistura de diclorometano e
acetato de etila (7:3) como eluente. Obteve-se o produto desejado (20,9 mg) com 38%

de rendimento.

IV (vmax KBF): 1620, 1710, 2783, 2850, 3166, 3467 cm’™.

RMN "H (200 MHz, DMSO-d6) &: 8,31 (s,1H), 7,14 (d, J= 8 Hz, 1H), 6,22 (dd, J=2 ¢ 8
Hz, 1H), 6,13 (sl, 1H), 3,48 (t, 2H), 1,88 — 1,74 (m, 2H), 1,66 — 1,48 (m, 2H), 0,89 (t,
3H).

5.10. Tentativa de reducéo das amidas piperidinicas.

Para uma solugdo do composto 22 (50 mg, 0,194 mmol) em THF (5 mL)
sob atmosfera de nitrogénio foi adicionada gota a gota uma solugdo de Me;.BH3 (20 L,
0,194 mmol) em THF (1mL) a temperatura ambiente por 30 minutos e entdo a mistura
foi agitada por 2 horas. Adicionou-se NaBH,4 (1 mg, 0,026 mmol) e agitou-se a solugao
por 24 horas. A reagao foi acompanhada por CCD e nao foi observada a formacgao de
produtos. Adicionou-se metanol seco (5 mL) e agitou-se por mais 30 minutos a
temperatura ambiente. O solvente foi evaporado e o material de partida foi recuperado.

O mesmo procedimento foi testado utilizando a amida 16, e sob as

mesmas condi¢des reacionais nao foi verificada a formacgéo do produto de reducgao.
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5.11. Obtencdao do 2-oxo-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)-2H-cromeno-3-

carboxilato de etila (27).

Em um baldo de fundo redondo contendo a solugdo da cumarina 9 (61,2
mg; 0,261 mmol) em DMF (4 mL) foi adicionado K,CO3; (80 mg; 0,574 mmol) e a mistura
foi mantida sob agitacédo por 10 minutos. Foi adicionado o cloridrato de 3-cloro-etil-
piperidina (58 mg; 0,313 mmol), Kl (2 mg; 0,012 mmol) e a mistura reacional foi agitada
a temperatura de 70°C por um periodo de 15 horas. O solvente foi evaporado e o
produto foi purificado em uma coluna cromatografica flash utilizando como eluente uma
mistura de diclorometano e metanol (95:5). O composto 27 foi obtido como um sdélido

amarelo com rendimento de 62%.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) §: 8,50 (s, 1H), 7,49 (d, J= 8Hz, 1H), 6,90 (dd, J= 2 e 8Hz,
1H), 6,82 (d, J= 2Hz, 1H), 4,40 (g, 2H), 4,18 (t, 2H), 2,80 (t, 2H), 2,52-2,50 (m, 4H),
1,64-1,58 (m, 4H), 1,48-1,44 (m, 2H), 1,40 (t, 3H).

RMN 3C (100 MHz, CDCl3) &: 14,2; 24,1; 25,9; 55,0; 57,4; 61,6; 66,9; 101,1; 111,6;
114,0; 114,1; 130,6; 148,9; 157,1; 157,5; 163,4 € 164 4.

5.12. Obtencao do 7-hidroxi-2-oxo-8-(piperidin-1-ilmetil)-2H-cromeno-
3-carboxilato de etila (28).

A uma solugao de piperidina (22,8 mg; 0,268 mmol) em etanol (2 mL) foi
adicionado uma solugédo aquosa de formaldeido 37% (40 yL; 0,536 mmol) e a mistura
reacional foi mantida sob refluxo. Apds 30 minutos, foi adicionada uma solugdo do
composto 9 (62,8 mg; 0,268 mmol) em etanol (7 mL). A mistura reacional foi entéo
mantida sob agitacdo e refluxo por um tempo de 15 horas. Ao término do tempo
reacional, o solvente foi evaporado e o produto foi purificado em coluna cromatografica
flash utilizando como eluente uma mistura de diclorometano e metanol (95:5). O

composto 28 foi obtido como um soélido amarelo com rendimento de 40%.
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) &: 8,53 (s, 1H), 7,56 (d, J= 8Hz, 1H), 6,55 (d, J= 8Hz,
1H), 4,23 (q, 2H), 4,05 (s, 2H), 2,82-2,80 (m, 4H), 1,66-1,60 (m, 4H), 1,51-1,46 (m, 2H),
1,28 (t, 3H).

RMN ®C (100 MHz, DMSO-d6) &: 14,2; 22,4: 24,2; 52,3; 52,4; 60,2; 105,2; 106,7;
107,6; 116,4; 131,2; 149,3; 155,8; 156,6; 163,3 e 170,9.

5.13. Obtenc&o do 7-hidroxi-8-iodo-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxilato
de etila (29)

A solugao da cumarina 9 (232 mg, 0,991 mmol) em acido acético (6 mL)
foi adicionada em um baldo de fundo redondo de 50 mL e em seguida adicionou-se Kl
(109,6 mg; 0,660 mmol), KIO3; (70,6 mg, 0,330 mmol). A mistura foi tratada com HCI
(0,991 mmol) em agua (10 mL) por 45 min com auxilio de um funil de adigdo. Apds a
adicdo do acido manteve-se a mistura reacional sob agitacdo por 3 horas a temperatura
ambiente. O precipitado formado foi filtrado, lavado com uma solu¢do saturada de
bissulfito de sddio (10 mL) e com agua fria (10 mL). O composto 29 foi obtido como um

so6lido amarelo com 88% (310 mg) de rendimento.

RMN "H (400 MHz, DMSO-d6) &: 8,66 (s, 1H); 7,77 (d, J= 8,5Hz, 1H); 6,96 (d, J= 8,5Hz,
1H); 4,28 (q, 2H); 1,31 (t, 3H).

RMN "*C (100 MHz, DMSO-d6) &: 14,0; 60,8; 74,2; 109,6; 111,0; 112,4; 131,6; 149,2;
156,1; 156,6; 162,5; 163,5.

5.14. Obtencédo dos compostos 30, 31 (sem PPhs).

A solugdo do composto 29 (0,138 mmol, 50 mg) em DMF (2 mL) e DME (2
mL) foi adicionada em um Schlenk (50 mL) contendo Pd(OAc), (0,9 mg; 0,004 mmol) e
o0 acido borénico (0,165 mmol) sob atmosfera de argdnio. A mistura resultante foi
agitada por 30 minutos na temperatura ambiente, depois foi adicionada uma solugao de
K2COs3 (91,4 mg; 0,662 mmol) em H,O (2 mL) previamente desairada. Apos a adi¢ao da

solugcao basica, a mistura reacional foi deixada em refluxo por 12 horas. Ao término do
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tempo reacional, a solugéo foi resfriada e filtrada com acetato de etila (20,0 mL) em um
funil de placa sinterizada contendo silica e celite. Evaporou-se o solvente a pressao
reduzida. O produto foi purificado em coluna cromatografica usando silica flash e como
eluente diclorometano/acetato de etila 7:3. As quantidades de reagentes e o0s

rendimentos estdo dispostos na Tabela 13.

Tabela 13. Condi¢bes reacionais utilizadas no Acoplamento de Suzuki S1 )

Acido Borénico Rendimento
Composto
m (mg) / mmol (%), m (mg)
fenil
50, 21,4
30 20,8 /0,165
3-metoxifenil
48, 22,4
31 27,170,165

5.15. Obtencé&o dos compostos 30 - 33 (com PPhy).

Em um baldo monotubular de 10 mL contendo o composto 29 (0,143
mmol, 51,5 mg), Pd(OAc), (1,6 mg; 0,005 mmol), PPhs (3,7 mg; 0,01 mmol) e o acido
bordnico (0,165 mmol) sob atmosfera de argdnio foi adicionado DMF (2 mL). A mistura
resultante foi agitada por 15 minutos a temperatura ambiente, depois foi adicionada
uma solugédo de K,COs (59,2 mg; 0,429 mmol) em H,O (2 mL) previamente desairada.
Apoés a adigao da solugao basica, a mistura reacional foi mantida sob agitagao por 4
horas. Ao término do tempo reacional, a solugcao foi filtrada em um funil de placa
sinterizada contendo silica e celite com acetato de etila (20 mL). Evaporou-se o
solvente a pressao reduzida e o produto de acoplamento cruzado foi purificado em
coluna cromatografica usando silica flash e como eluente diclorometano/acetato de etila

7:3. As quantidades de reagentes e os rendimentos estao dispostos na Tabela 14.
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Tabela 14. Condi¢des reacionais utilizadas no Acoplamento de Suzuki (2)

Acido Borénico Rendimento
Composto
m (mg) (%); m (mg)
fenil
50; 22,7
30 20,1
3-metoxi-fenil
66; 32,0
31 25,0
3-nitro-fenil
32 57; 28,8
27,5
4-hidroximetil-fenil
33 70; 34,0
25,0

7-hidroxi-2-ox0-8-fenil-2H-cromeno-3- carboxilato de etila (30)

RMN "H (400 MHz, DMSO-d6) 5: 8,83 (s, 1H); 7,89 (d, J= 8,5Hz, 1H); 7,15 (d, J= 8,5Hz,
1H); 7,46 - 7,37 (m, 5H); 4,37 (g, 2H); 1,41 (t, 3H).

RMN '3C (100 MHz, DMSO-d6) 5: 14,2; 60,9; 149,7; 110,7; 111,9; 113,8; 115,7; 127,5;
128,01; 130,7; 130,8; 131,5; 154,0; 156,5; 161,4; 163,0.

7-hidroxi-2-ox0-8-(3-metoxifenil)-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (31)

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) &: 8,70 (s, 1H); 7,76 (d, J= 8,4Hz, 1H); 7,02 (d, J= 8,4Hz,
1H); 7,38-7,35 (m, 1H); 6,97-6,94 (m, 3H); 4,26 (q, 2H); 3,77 (s, 3H); 1,29 (t, 3H).

RMN "*C (100 MHz, DMSO-d6) &: 14,0; 55,0; 60,7; 110,6; 112,0; 112,8; 113,5; 115,5;
116,4; 122,9; 128,8; 130,7; 132,6; 149,5; 153,9; 156,0; 158,8; 161,0; 163,8.

7-hidroxi-2-ox0-8-(3-nitrofenil)-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (32)

RMN "H (400 MHz, DMSO-d6) &: 11,33 (s, 1H), 8,73 (s, 1H); 8,30-8,25 (m, 2H); 7,92 (d,
J= 8Hz, 1H); 7,85-7,76 (m, 2H); 7,07 (d, J= 8Hz, 1H); 4,27 (g, 2H); 1,29 (t, 3H).
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RMN '*C (100 MHz, DMSO0-d6) &: 13,7; 60,4; 110,3; 111,9; 112,7; 113,2; 122,1; 125,0;
129,1; 131,2; 132,7; 137,2; 147,2; 149,1; 153,5; 155,6; 160,5 e 162,4.

7-hidroxi-2-o0x0-8-(4-(hidroximetil)fenil)-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (33)

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) &: 8,69 (s, 1H); 7,75 (d, J= 8,55Hz, 1H); 7,38 (d, J=
7,23Hz, 2H); 7,32 (d, J= 7,46Hz, 2H); 7,02 (d, J= 8,55Hz, 1H); 4,54 (s, 2H); 4,24 (q,
2H); 1,27 (t, 3H).

RMN ®C (100 MHz, DMSO-d6) &: 14,0; 60,7; 62,8; 110,6; 111,9; 113,5; 115,6; 126,0;
129,6; 130,3; 130,6; 141,7; 149,6; 154,0; 156,3; 161,1 € 162,8.
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Figura 29. Espectro de RMN "*C do composto 13.
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Comment fluor File Name H:\FLUOR.SPC Date Stamp 21/11/2009 17:16:00
Date 21 Nov 2009 17:19:48 ‘ Technique Infrared Instrument MB ‘ Spectral Region IR X Axis Wavenumber
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Y Axis %Transmittance \ Spectrum Range 318.2312 - 4000.0706 ‘ Points Count 1910 Data Spacing 1.9287
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Figura 30. Espectro de Infravermelho do composto 13.
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Acquisition Time (sec) 5.3477 \Comment BME Date 11 Dec 2009 11:16:16 \
File Name H:\D502A3BM\D502A3BM_001000fid Frequency (MHz) 400.21 Nucleus 1H ‘NumberofTransients 8
Original Points Count 32768 ‘PointsCount 32768 Pulse Sequence zg30 ‘Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 6127.45 ‘ Temperature (degree C) 27.000
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Figura 31. Espectro de RMN 'H do composto 14.
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Acquisition Time (sec) 0.6636 Comment BME \ Date 11 Dec 2009 11:26:56

File Name C:\Users\Lucas\Documents\mestrado\Espectros - Cumarinas\Cumarina (9)\D502A3BM\D502A3BM_002000fid Frequency (MHz) 100.64
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Figura 32. Espectro de RMN *C do composto 14.
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File Name C:\Users\Lucas\mestrado\Espectros - Cumarinas\AMD (3)\AMD(3)-400MHz\AMD(3)-400MHz_001000fid Frequency (MHz) 400.21
Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence zg Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 7183.91 Temperature (degree C) 30.000
Se
8 53 €
¢F of |

103 093 2.00 433
e — | | |
L L B AL L IR L B T T T T [ T T T T T
6.85 6.80 6.75 165 160 155 150 145 140 135 130
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
N
S
«©
DMS0-d6
©
©
0~ <
N~ ~
— ©
N
%_ 2}
© oa'wn
\\ ::.:;
|
o
~
S
\
' ; 1)/
1.00 1.01 1.03 2.002.03 4.33
L Eou [E
R -
120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 7.0 60 55 50 45 40

Chemical Shift (ppm)

Figura 33. Espectro de RMN 'H do composto 15.
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Figura 34. Espectro de RMN *C do composto 15.
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Acquisition Time (sec) 10.1581 Comment A162A2HAMD4 Date Frequency (MHz) 200.13
Nucleus 1H ‘ Number of Transients 72 Original Points Count 32768 | Points Count 32768 | Solvent CDCI3
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Figura 36.' Espectré de RMN.1H do cofnposto 16.
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Acquisition Time (sec) 0.6783 Comment Imported from UXNMR. Date 00/00/1980 00:00:00
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Figura 37. Espectro de RMN "*C do composto 16.
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Figura 38. Espectro de Infravermelho do composto 16.
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Acquisition Time (sec) 4.5613 Comment CM1 Date 19 Oct 2009 16:55:28
File Name H:\D432A2C1\D432A2C1_001000fid Frequency (MHz) 400.21 Nucleus 1H Number of Transients 8
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Figura 39. Espectro de RMN 'H do composto 17.
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22 Nov 2010

Acquisition Time (sec) 1.3631 Comment C13CPD32 DMSO C:\NMRData nmrsu Date 19 Nov 2010 08:21:20
File Name C:\Users\Lucas\Desktop\Lucas\AV3472A2L1\AV3472A2L1_002000fid Frequency (MHz) 100.63
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Figura 40. Espectro de RMN *C do composto 17.
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File Name H:\1.JDX Date Stamp 29/09/2009 15:00:00 ‘ Date 29 Sep 2009 15:31:24 Technique Infrared
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Figura 41. Espectro de Infravermelho do composto 17.
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Acquisition Time (sec) 4.089%4 Comment CM2 Date 19 Oct 2009 16:57:36
File Name H:\D432A2C2\D432A2C2_001000fid Frequency (MHz) 400.21 Nucleus 1H Number of Transients 8
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Figura 42. Espectro de RMN 'H do composto 18.
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Acquisition Time (sec) 0.6636 Comment CM2 Date 19 Oct 2009 17:08:16
File Name H:\D432A2C2\D432A2C2_002000fid Frequency (MHz) 100.64 Nucleus 13C Number of Transients 1024
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Figura 43. Espectro de RMN "*C do composto 18.
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21 Aug 2010

File Name C:\USERS\LUCAS\DOWNLOADS\C1.JDX Date Stamp 20/08/2010 10:49:00 \ Date 20 Aug 2010 12:22:46
Technique Infrared Instrument MB Spectral Region IR X Axis Wavenumber (cm-1)
Y Axis %Transmittance Spectrum Range 298.9446 - 4000.0706 Points Count 1920 ‘ Data Spacing 1.9287
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Figura 44. Espectro de Infravermelho do composto 18.
108



Acquisition Time (sec) 3.9584

Comment CAM ‘ Date 24 Aug 2009 18:22:56
File Name C:\Users\Lucas\Documents\mestrado\Espectros - Cumarinas\Cumarina (3)\CUM3\CUM3_001000fid Frequency (MHz) 400.21
Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence 2930 Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 8278.15 Temperature (degree C) 27.000
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Figura 45. Espectro de RMN 'H do composto 19.
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Acquisition Time (sec) 0.6783 Comment CAM \Date 24 Aug 2009 18:29:20

File Name C:\Users\Lucas\Documents\mestrado\Espectros - Cumarinas\Cumarina (3)\CUM3\CUM3_002000fid Frequency (MHz) 100.64
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Figura 46. Espectro de RMN "*C do composto 19.

110




21 Aug 2010

Comment branco \ File Name C:\USERS\LUCAS\DOWNLOADS\C3.JDX Date Stamp 20/08/2010 11:16:00
Date 20 Aug 2010 12:23:04 Technique Infrared Instrument MB Spectral Region IR
X Axis Wavenumber (cm-1) Y Axis %Transmittance | Spectrum Range 298.9446 - 4000.0706
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Figura 47. Espectro de Infravermelho do composto 19.
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Acquisition Time (sec) 3.9584 Comment CAN ‘ Date 24 Aug 2009 19:33:20

File Name C:\Users\Lucas\Documents\mestrado\Espectros - Cumarinas\Cumarina (4)\CUM4\CUM4_001000fid Frequency (MHz) 400.21
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Figura 48. Espectro de RMN 'H do composto 20.
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Figura 49. Espectro de RMN "*C do composto 20.
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Comment branco ‘ File Name C:\USERS\LUCAS\DOWNLOADS\C2.JDX Date Stamp 20/08/2010 11:02:00
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Acquisition Time (sec) 3.9584 Comment Imported from UXNMR. Date 00/00/1980 00:00:00 Frequency (MHz) 400.21
Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 32768 Points Count 32768 Solvent DMSO Sweep Width (Hz) 8278.15
Temperature (grad C) 27.000
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Figura 51. Espectro de RMN 'H do composto 22.
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Acquisition Time (sec) 0.6783 Comment Imported from UXNMR. Date 00/00/1980 00:00:00
Frequency (MHz) 100.64 Nucleus 13C Number of Transients 4096 Original Points Count 16384 Points Count 16384
Solvent DMSO Sweep Width (Hz) 24154.59 | Temperature (grad C) 22.000
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Figura 52. Espectro de RMN "*C do composto 22.
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File Name C:\USERS\LUCAS\DOWNLOADS\C7.JDX Date Stamp 20/08/2010 14:44:00 \ Date 20 Aug 2010 14:58:58
Technique Infrared Instrument MB Spectral Region IR X Axis Wavenumber (cm-1)
Y Axis %Transmittance Spectrum Range 298.9446 - 4000.0706 Points Count 1920 ‘ Data Spacing 1.9287
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Acquisition Time (sec) 5.0790 Comment Imported from UXNMR. Date 00/00/1980 00:00:00 Frequency (MHz) 200.13
Nucleus 1H Number of Transients 1 Original Points Count 16384 Points Count 16384 Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) 3225.81
Temperature (grad C) 27.000
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Figura 54. Espectro de RMN 'H do composto 23.
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21 Nov 2010

Acquisition Time (sec) 0.6816 Comment C13CPD32 DMSO C:\NMRData nmrsu Date 19 Nov 2010 10:05:52
File Name C:\Users\Lucas\Desktop\Lucas\AV3472A2L.2\AV3472A2L2_002000fid Frequency (MHz) 100.63
Nucleus 13C Number of Transients 1749 Original Points Count 16384 Points Count 16384
Pulse Sequence zgpg30 Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 24038.46 Temperature (degree C) 22.300
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Figura 55. Espectro de RMN "C do composto 23.
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21 Aug 2010

File Name C:\USERS\LUCAS\DOWNLOADS\C6.JDX Date Stamp 20/08/2010 14:33:00 ‘ Date 20 Aug 2010 14:58:52
Technique Infrared Instrument MB Spectral Region IR X Axis Wavenumber (cm-1)
Y Axis %Transmittance Spectrum Range 298.9446 - 4000.0706 Points Count 1920 ‘ Data Spacing 1.9287
!
s
2 9
2L 2 |8 =
w||w i~ ~
g8 5 &
qy||o ~ o
NIR N -
2 @ S
13 £ ©
o o I
o) =3 8 w
o
5
(=2
Q
o
5 [
s N
£ > !/ \
£ N = = ]
2 N TS <1
o 8 o < 3
5 4 Sy I
B S g
a -
& N
¢ 8 &
_ ©
3 BN N
o il &
32 &
w o (22}
N =
51 o
8
g
N
W
Y]
It &8s
3 b3
®
o
Gl
o
N B
3 g
o w
&)
N
R R LA I B I B o o B R R R R B R A B L R e R o R R N R AR E R R R R AR RS AR
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Wavenumber (cm-1)

Figura 56. Espectro de Infravermelho do composto 23.
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Acquisition Time (sec) 3.9584 Date 06 Jul 2010 11:29:04 File Name C:\Users\Lucas\Desktop\D272A2C1\D272A2C1_001000fid
Frequency (MHz) 400.21 Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence zg30 Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 8278.15 Temperature (degree C) 27.000
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Figura 57. Espectro de RMN 'H do composto 24.
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Acquisition Time (sec) 0.6128 Date 06 Jul 2010 11:33:20 File Name C:\Users\Lucas\Desktop\D272A2C 1\D272A2C1_002000fid
Frequency (MHz) 100.64 Nucleus 13C Number of Transients 1024 Original Points Count 16384 Points Count 32768
Pulse Sequence zgpg30 Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 26737.97 Temperature (degree C) 27.000
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Figura 58. Espectro de RMN "*C do composto 24.
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Acquisition Time (sec) 10.1581 Comment A03sinteselLU ‘ Date 27 Jul 1993 03:09:57

File Name C:\USERS\LUCAS\MESTRADO\ESPECTROS - CUMARINAS\AMD (1)\HAMD1.DX Frequency (MHz) 200.13
Nucleus 1H Number of Transients 8 Origin pn Original Points Count 32768
Owner pn Points Count 32768 Solvent CHLOROFORM-D

Sweep Width (Hz) 3225.81 Temperature (degree C) 27.000
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Figura 59. Espectro de RMN 'H do composto 25.
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21 Nov 2010

Acquisition Time (sec) 1.3631 Comment C13CPD32 DMSO C:\NMRData nmrsu Date 19 Nov 2010 02:18:40
File Name C:\Users\Lucas\Desktop\Lucas\AV3472A2L 3\AV3472A2L.3_002000fid Frequency (MHz) 100.63
Nucleus 13C Number of Transients 3072 Original Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence zgpg30 Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 24038.46 Temperature (degree C) 22.600
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Figura 60. Espectro de RMN *C do composto 25.

124



21 Aug 2010

File Name C:\USERS\LUCAS\DOWNLOADS\C8.JDX Date Stamp 20/08/2010 14:55:00 ‘ Date 20 Aug 2010 14:59:04
Technique Infrared Instrument MB Spectral Region IR X Axis Wavenumber (cm-1)
Y Axis %Transmittance Spectrum Range 298.9446 - 4000.0706 Points Count 1920 ‘ Data Spacing 1.9287
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Figura 61. Espectro de Infravermelho do composto 25.

Acquisition Time (sec) 5.0790 Comment Imported from UXNMR. Date 00/00/1980 00:00:00
Frequency (MHz) 200.13 Nucleus 1H ‘ Number of Transients 32 Original Points Count 16384 ‘ Points Count 16384
Solvent DMSO Sweep Width (Hz) 3225.81 ‘ Temperature (grad C) 27.000
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Figura 62. Espectro de RMN 'H do composto 26.

1 Nov2009

File Neme H\1.JDX Dete Samp 29092009 15:00:00 ‘ Dete 29Sep 2009 15:31:24 Technique Infrared

Instrument VB Spectra Region IR XAxis Wavenurmber (omH1) Y Axis Yolransmittance

Spectrum Range 349.0901 - 4000.0706 Points Count 1894 | Datapacing 19287
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Figura 63. Espectro de Infravermelho do composto 26.
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Acquisition Time (sec) 4.5613 Comment c11 ‘ Date 18 May 2010 14:02:40
File Name C:\Users\Lucas\mestrado\Espectros - Cumarinas\Cumarina (12)\D202A211\D202A211_001000fid Frequency (MHz) 400.21
Nucleus 1H Number of Transients 8 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence 2g30 Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 7183.91
Temperature (degree C) 27.000
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Figura 64. Espectro de RMN 'H do composto 27.
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Acquisition Time (sec) 0.6636 Comment C11 ‘ Date 18 May 2010 13:56:16

File Name C:\Users\Lucas\mestrado\Espectros - Cumarinas\Cumarina (12)\D202A211\D202A211_002000fid Frequency (MHz) 100.64
Nucleus 13C Number of Transients 1024 ‘ Original Points Count 16384 Points Count 65536
Pulse Sequence zgpg30 Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 24691.36
Temperature (degree C) 27.000
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Figura 65. Espectro de RMN "*C do composto 27.
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Acquisition Time (sec) 4.5613 Comment C12 ‘ Date 18 May 2010 14:06:56

File Name C:\Users\Lucas\mestrado\Espectros - Cumarinas\Cumarina (11)\D202A212\D202A212_001000fid Frequency (MHz) 400.21
Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence 2930 Solvent DMSO0-D6 Sweep Width (Hz) 7183.91 Temperature (degree C) 27.000
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Figura 66. Espectro de RMN 'H do composto 28.
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22 Nov 2010

Acquisition Time (sec)

0.6636

Comment

c12 [ Date

18 May 2010 14:21:52

File Name C:\Users\Lucas\mestrado\Espectros - Cumarinas\Cumarina (11)\D202A212\D202A212_002000fid Frequency (MHz) 100.64
Nucleus 13C Number of Transients 1024 Original Points Count 16384 Points Count 16384
Pulse Sequence zgpg30 Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 24691.36 Temperature (degree C) 27.000
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Figura 67. Espectro de RMN "*C do composto 28.
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Acquisition Time (sec) 4.5613

Comment

Imported from UXNMR.

Date

00/00/1980 00:00:00 Frequency (MHz) 400.21
Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 32768 Points Count 32768 ‘ Solvent DMSO Sweep Width (Hz) 7183.91
Temperature (grad C) 27.000
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Figura 68. Espectro de RMN 'H do composto 29.

132




22 Nov 2010

Acquisition Time (sec) 0.6636 Comment Imported from UXNMR. Date 00/00/1980 00:00:00
File Name C:\USERS\LUCAS\MESTRADO\ESPECTROS - CUMARINAS\IODO CUMARINA\C-IODOCUMARINA-400MHZ.ESP Frequency (MHz) 100.64
Nucleus 13C Number of Transients 3072 Original Points Count 16384 Points Count 16384
Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 24691.36 Temperature (degree C) 27.000
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Figura 69. Espectro de RMN "*C do composto 29.
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Date 20 Feb 1994 12:11:44

Acquisition Time (sec) 5.0790 Comment Imported from UXNMR.
File Name C:\Users\Lucas\Documents\mestrado\Espectros - Cumarinas\Csz1\Csz1\Csz1_001000fid Frequency (MHz) 200.13
Nucleus 1H Number of Transients 32 Original Points Count 16384 Points Count 16384
Pulse Sequence zg Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 3225.81 Temperature (degree C) 27.000
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Figura 70. Espectro de RMN 'H do composto 30.
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Acquisition Time (sec) 0.6636 ‘ Comment C521 Date 04 Sep 2009 11:05:36
File Name H:\Espectros - Cumarinas\Csz1\D362A5Z1\D362A5Z1_002000fid Frequency (MHz) 100.64 Nucleus 13C
Number of Transients 549 Original Points Count 16384 Points Count 16384 Pulse Sequence zgpg30 Solvent DMSO-D6
Sweep Width (Hz) 24691.36 Temperature (degree C) 27.000
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Figura 71. Espectro de RMN *C do composto 30.

Chemical Shift (ppm)

135



Acquisition Time (sec) 5.5443 Comment C5z22 Date 04 Sep 2009 17:31:44
File Name H:\Espectros - Cumarinas\Csz2\D362A572\D362A5Z2_001000fid Frequency (MHz) 400.21 Nucleus 1H
Number of Transients 8 Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence zg30 Solvent DMSO-D6
Sweep Width (Hz) 5910.17 Temperature (degree C) 27.000
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Figura 72. Espectro de RMN "H do composto 31.
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Acquisition Time (sec) 0.6636 ‘ Comment C5Z2 Date 04 Sep 2009 17:36:00

File Name H:\Espectros - Cumarinas\Csz2\D362A522\D362A522_002000fid Frequency (MHz) 100.64 Nucleus 13C
Number of Transients 1024 Original Points Count 16384 Points Count 16384 Pulse Sequence zgpg30 Solvent DMSO-D6
Sweep Width (Hz) 24691.36 Temperature (degree C) 27.000
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Figura 73. Espectro de RMN *C do composto 31.
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Acquisition Time (sec) 4.0894 Comment Z3 Date 15 Mar 2010 13:32:48
File Name H:\D112A2Z3\D112A2Z3_001000fid Frequency (MHz) 400.21 Nucleus 1H Number of Transients 8

Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence 2930 Solvent DMSO-D6 | Sweep Width (Hz) 8012.82
Temperature (degree C) 27.000
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Figura 74. Espectro de RMN 'H do composto 32.
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22 Nov 2010

Acquisition Time (sec) 0.6783 Comment Z3 Date 15 Mar 2010 13:47:44

File Name H:\D112A2Z3\D112A2Z3_002000fid Frequency (MHz) 100.64 Nucleus 13C Number of Transients 1024
Original Points Count 16384 Points Count 16384 Pulse Sequence zgpg30 Solvent DMSO-D6 | Sweep Width (Hz) 24154.59
Temperature (degree C) 27.000
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Figura 75. Espectro de RMN "*C do composto 32.
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Acquisition Time (sec) 4.5613 ‘ Comment Cz4 Date 18 May 2010 14:38:56
File Name C:\Users\Lucas\Desktop\D202A274\D202A2Z4_010000fid Frequency (MHz) 400.21 Nucleus 1H
Number of Transients 8 Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence zgcppr Solvent DMSO0-D6
Sweep Width (Hz) 7183.91 Temperature (degree C) 27.000
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Figura 76 Espectro de RMN "H do composto 33.
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22 Nov 2010

Acquisition Time (sec) 0.6636 Comment Cz4 Date 18 May 2010 14:53:52
File Name C:\Users\Lucas\mestrado\Espectros - Cumarinas\Csz4\D202A2Z4\D202A2Z4_002000fid Frequency (MHz) 100.64
Nucleus 13C Number of Transients 2048 Original Points Count 16384 Points Count 16384
Pulse Sequence zgpg30 Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 24691.36 Temperature (degree C) 27.000
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Figura 77. Espectro de RMN *C do composto 33.
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