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Resumo

Sintese e avaliacdo da atividade biolégica de neolignanas e analogos: Os
compostos benzofuranos substituidos e neolignanas apresentam consideravel
potencial farmacolégico. Neste trabalho foram reportados alguns métodos sintéticos
para a construcao destes anéis, assim como a obtencdo de derivados. Através das
reacdes de acoplamento oxidativo entre isoeugenol obteve-se uma neolignana que
foi derivatizada. Empregando o acoplamento cruzado de McMurry e de Sonogashira,
a olefinagcdo de Wittig-Horner ou a condensagdo de 2-hidroxiacetofenonas

substituidas com bromoacefenona levou a formacao de compostos benzofuranicos.

Os compostos obtidos tiveram suas atividades biolégicas avaliadas frente aos
micro-organismos causadores da doenca de Chagas, leishmaniose e tuberculose, e
também frente a enzima gGAPDH do Trypanosoma cruzi. As neolignanas foram as
que apresentaram melhores atividades frente as formas epimastigotas do T. cruzi,
sendo que um dos compostos apresentou atividade muito préxima ao padréao
benzonidazol empregado no ensaio. As neolignanas também apresentaram bons
resultados frente as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, com valores
de ICspinferiores a 26 uM; e atividade frente a Mycobacterium tuberculosis com CIM
de 31,25 uM para os compostos 66, 70 e 73.

Os benzofuranos obtidos foram, em geral, mais ativos frente a L.
amazonensis do que ao T. cruzi Os compostos benzofuranos também
apresentaram interessante atividade frente a M. tuberculosis, como o composto 97

que apresentou CIM de 15,12 pM.

Todos os compostos testados ndo apresentaram atividade frente a enzima
gGAPDH do T. cruzi.



Abstract

Synthesis and evaluation of biological activity of neolignans and analogs:
Substituted benzofurans and neolignans have considerable pharmacological
potential. In this work, we report some synthetic methods for the construction of
these rings, as well as their derivatives. Through the oxidative coupling reaction
between isoeugenol, some neolignans were obtained. Employing the McMurry and
Sonogashira cross coupling, Wittig-Horner olefination or condensation of 2-
hydroxyacetophenones with bomoacetophenones led to the formation of different

benzofurans.

The biological activities of the obtained compounds were evaluated against
the microorganisms of Chagas’ disease, leishmaniasis and tuberculosis, and also
against the Trypanosoma cruzi gGAPDH enzyme. The neolignans showed better
activity against epimastigote forms of T. cruzi, and one of the compounds showed a
very close activity when compared to the standard benznidazole. The neolignans
also showed good results against promastigote forms of Leishmania amazonensis,
with ICso values below 26 pM; and activity against Mycobacterium tuberculosis with
MIC of 31.25 uM for compounds 66, 70 and 73.

The benzofurans were, in general, more active against the L. amazonensis
than T. cruzi The benzofurans also showed interesting activity against the M.
tuberculosis, with MIC of 15.12 uM for compound 97.

All compounds tested showed no activity against the gGAPDH enzyme.
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Introdugdo

1. INTRODUCAO
1.1 Doencas infecciosas

1.1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana € causada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi , que é transmitido ao hospedeiro humano,
principalmente pelo vetor hemat6fago conhecido como “barbeiro” ( Triatoma infestans,
Panstrongylus megistus, entre outras) (Figura 1). Esta doenca afeta cerca de 10
milhées de pessoas do sul dos Estados Unidos até a Patagdnia, causando 10.000
mortes por ano, sendo que outros 25 milhdes de individuos vivem em areas de risco
de contaminagao (WHO, 2010).

Figura 1 — A) o inseto vetor “barbeiro” e B) T. cruzi (na forma tripomastigota)

(www.fiocruz.br/chagas)

A doenca de Chagas foi descoberta pelo médico brasileiro Carlos Chagas em
1909. Embora todo o ciclo da doenca tenha sido descrito entre 1909 a 1935, ndo ha
ainda uma estratégia quimioterapéutica efetiva para o seu tratamento, que vem
sendo realizado de forma muito mais sintomética que etiolégica. Os tratamentos
clinicos empregados na década de 60-70 foram o benzonidazol (1) (Rochagan,
Roche) e nifurtimox (2) (Lampit, Bayer), porém eles apresentam varios efeitos
colaterais, como: anorexia, nauseas, vomitos, alergia cutédnea e neuropatia periférica.
O composto 1 € o unico farmaco disponivel para o tratamento da doenca e
apresenta indice de cura de 70 -80% na fase aguda, e 10-20% na fase cronica, o

1
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nifurtimox apresenta o mesmo indice de cura que o benzonidazol, no entanto
apresenta efeitos citotoxicos mais pronunciados e nao se encontra disponivel
comercialmente no Brasil (Figura 2) (COURA, 2002; COURA & DIAS, 2009).

O M
aeeslOGh

Figura 2 - Benzonidazol 1 e nifurtimox 2

NO,

Apesar do numero de mortes causadas por doencas infecciosas ter caido de
50% para 5% ao longo dos ultimos oitenta anos, elas continuam sendo um problema
de saude publica no Brasil. Esta doenca apresenta duas fases caracteristicas, uma
aguda, que corresponde a infeccao e disseminacdo do protozoario no organismo,
geralmente assintomatica; e uma crbnica, que se manifesta como miocardiopatia,
megaes6fago ou megacdlon. A miocardiopatia € muito grave, com uma alta taxa de
letalidade que pode alcancar até 80% em um periodo de cinco anos apds o primeiro
internamento, atingindo principalmente homens entre 30 e 40 anos de idade
(BARRETO et al., 2011).

Em 2006 o Ministério da Saude do Brasil recebeu a certificagdo internacional
de eliminagdo da transmissdo da doenga de Chagas conferida pela Organizacao
Pan-Americana da Salde e concedida pela OPS/OMS (YADON et al., 2006). Apesar
dos grandes esforcos realizados para erradicar o vetor da doenca, ela ainda
representa um sério desafio, em razédo do longo periodo de laténcia da doenca. Tem
sido verificada uma queda no numero de ébitos de 5,91%, sendo que 3,5 milhdes de
individuos ainda tém a infeccdo crénica da doenca (SANTO, 2009). A grande
dificuldade de eliminacdo do parasita se deve as diversas vias alternativas de
transmissdo (transfusdes de sangue, transmissao mae-bebé e mais recentemente
por alimentos frescos contaminados), também pelo grande numero de vetores e
reservatérios ainda existentes. Segundo dados do Ministério da Saude, entre 2005 a
2008 foram registrados 453 novos casos em 11 Estados brasileiros. De |4 para ca
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esse numero s6 aumentou, em 2010 foram registrados 300 novos casos na regiao
Norte. A contaminacgao direta pelo barbeiro caiu, mas aumentou a contaminagao por
ingestao oral, como o consumo de acai e caldo de cana com as fezes do inseto, é a
chamada “Doenca de Chagas Aguda”.

O desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da doenca de
Chagas nao sao do interesse de industrias farmacéuticas, devido ao alto custo dos
investimentos e a falta de um mercado potencial e seguro, pois a doenca afeta
principalmente setores menos favorecidos das sociedades nos paises em
desenvolvimento, desassistidos e negligenciados pelo poder publico por razdes
econémicas. Dos 1393 farmacos introduzidos no mercado farmacéutico entre 1975 e
1999, menos de 1,1% foram dirigidas para doencas tropicais e tuberculose (COURA
& DIAS, 2009). Por isso ha uma grande necessidade de pesquisas envolvendo o
desenvolvimento de novos fadrmacos no combate a doenga de Chagas.

Dos farmacos ja aprovados para o tratamento de outras doencas, uma vez
que elas ja foram submetidas a ensaios clinicos muito dispendiosos, algumas foram

testadas frente ao T. cruzi, entre 0os quais se encontram:

- Violeta de Genciana (3): anti-séptico empregado como agente profilatico em
bancos de sangue;

- Alopurinol (4): usado para o tratamento de gota. Demonstrou-se ineficaz na
fase aguda, mas apresentou indice de cura de 44% em pacientes na fase crénica
em pacientes tratados por 60 dias com 8,5 mg/Kg/dia (APT et al., 1998);

- Cetoconazol (5): antifungico. Apresenta atividade in vitro contra a forma
epimastigota de T. cruzi, mas in vivo ndo apresentou atividade tripanocida (APT et
al., 1998);

- ltraconazol (6): antifingico que apresentou indice de cura de 53% em
pacientes tratados por 120 dias com 6 mg/Kg/dia (APT et al., 1998);

- Fluconazol (7): antifungico, apresenta indice de cura de 36,5% em pacientes
na fase crénica (CASTRO, 1993);
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- Megazol (CL 64°855) (8): antibacteriano de amplo espectro apresentou alto
indice de cura frente ao T. cruzi, no entanto foi retirado do mercado devido ao seu
potencial mutagénico (FILARD & BRENER, 1982);

- Ofloxacina (9): usado para o tratamento de infeccées bacterianas, em testes
realizados contra T. cruzi, bloqueou a diferenciacdo e proliferacdo das formas
amastigota nas culturas celulares in vitro, no entanto quando testado in vivo nao
houve cura parasitologica (Figura 3) (GONZALES-PERDONO et al., 1990).
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Figura 3 - Estrutura de alguns farmacos testados frente ao T.cruzi.



Introdugdo

Um dos grandes problemas enfrentados na busca de um farmaco eficiente
para o tratamento da doenca de Chagas € o fato do parasita possuir um complexo
ciclo bioldgico, o qual envolve trés formas distintas: (i) epimastigota, forma presente
no vetor e em cultura axénica; (ii) tripomastigota, forma sanguinea circulante e
infectante; e (iii) amastigota, forma de replicagdo intracelular. Outro problema na
identificacdo do prototipo esta relacionado com as cepas testadas, pois algumas séo
mais resistentes aos farmacos comumente usados, e estas diferencas devem ser
analisadas com cautela, porque podem resultar em diferentes mecanismos de acao
e defesa (BOAINAIN, 1979; HOARE et al., 1996). Alguns grupos tém utilizado mais
de uma unica estirpe, € essa comparagdao pode ser importante para melhorar a
avaliacao dos efeitos, e poucos grupos de estudos tém usado mais que uma cepa
para avaliar o efeito de novos compostos, o uso de cepas diferentes podem nos

levar a informagdes importantes sobre a atividade dos novos farmacos.

1.1.1.1 Atividade antitripanossoma de lignanas, neolignanas e analogos

As lignanas e neolignanas compreendem uma classe de produtos naturais
com uma grande diversidade de estruturas quimicas e atividades farmacologicas,
sendo formadas pelo acoplamento de duas unidades fenilpropandides (exemplo:
eugenol, alcool coniferilico, isoeugenol, etc.). A forma em que estas unidades séo
ligadas entre si determinam sua classificacao: as lignanas ligam-se pela posicao 8 e
8' da cadeia alifatica, enquanto que as neolignanas sao geradas pela ligacdo de
qualquer outra posicdo da unidade fenilpropandide que nédo seja 8 e 8 (MOSS,
2000) (Figura 4). As oxineolignanas (geradas das ligacbes C-O-C') apresentam uma
variedade de atividades biol6gicas, como antifingica, anti-leishmania, antioxidante,
anti-esquistossoma, etc (ALVES et al., 1998; BARATA et al., 2000; KONYA et al.,
2001 ZACCHINO et al., 1997).
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fenilpropandide dibenzilbutirolactona

8,4"-oxineolignana 5*,7-ciclo8,3 -neolignana 3*,7-epoxi-8,4"-oxineolignana
Figura 4 — Estrutura de algumas lignanas e neolignanas

O saudoso Prof. Otto Gottlieb se dedicou extensivamente no estudo destas
classes de compostos, que sdo conhecidas a longa data. No entanto, suas
propriedades biolégicas comegaram a ser reconhecidas a partir de seus trabalhos. A
classe das lignanas, constituida de ligndides, arilpropandides oligbmeros entre
outros, apresentam importantes atividade aleloquimica nas plantas e acéao
farmacolégica no homem, sendo acumuladas em madeira como resposta a
ferimentos mecanicos ou a invasdo de fungos ou bactérias (GOTTLIEB, 1981). As
lignanas apresentam fung¢des importantes, como o secoisolariciresinol e matairesinol,
que estdo presentes em varias plantas, incluindo Forsythia intermedia, em certos
vegetais e graos, como feijao e centeio. Sua ingestao apresenta funcdes benéficas
no organismo do homem, elas se acumulam nas mucosas do sistema digestivo, e
durante a digestao, as bactérias intestinais convertem o secoisolariciresinol (10) em
enterodiol (11) e o matairesinol (12) na enterolactona (13), respectivamente
(Esquema 1). Estas lignanas sofrem circulacdo entero-hepatica, na qual sao
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conjugadas no figado e excretadas na bile, desconjugadas no intestino por enzimas
bacterianas, absorvidas através da mucosa intestinal e retornam ao figado pela
circulacdo. Acredita-se que 0 secoisolariciresinol (10) e matairesinol (12) séo
responsaveis por reduzir a taxa de incidéncia de cancer de préstata e de mama,
através de uma alimentagdo rica em graos e vegetais que contém altas
concentracdes de 10 e 12 (CROTEAU et al., 2000).

MeO

Esquema 1 - Secoisolariciresinol (10) e matairesinol (12) e sua conversao no

organismo humano.

Outro exemplo importante desta classe de compostos é o (-)-acido plicatico
(14), um dos principais constituintes do cedro vermelho, que contribui
substancialmente para sua cor, qualidade e durabilidade, permitindo que a espécie
sobreviva por mais de 3000 anos. O teniposideo (15) e etoposideo (16), derivados
semi-sintéticos da (-)-podofilotoxina (17), sdo usados para o tratamento de certos
tipos de céancer, e a (+)-sesamina (18), encontrada em sementes de gergelim,
apresenta propriedades antioxidantes in vitro (CROTEAU et al, 2000)



Introdugdo

(

MeO

Figura 5).

OMe

OMe

17

MeO

MeO

OMe

18



Introdugdo

OH <O
0 : 0
< 0
@ "’“/\<
= O
MeO
MeO OMe
OMe 16 Q 18

17
Figura 5 - Lignanas ariltetralinicas e dihidrofuranos que apresentam atividades

biolégicas importantes.

Os produtos naturais sao uma crescente fonte de novos farmacos, que podem

no futuro substituir muitos medicamentos atuais que apresentam baixa eficacia e
efeitos colaterais. Recentemente, lzumi e col. (2011) fizeram uma revisdo, onde
relatam 18 espécies de plantas que ja tiveram suas fracdes hexanicas ou
metanodlicas testadas contra diferentes fases da vida do T. cruzi Algumas
apresentaram excelentes atividades biologicas, no entanto apenas 10% das plantas
ativas tiveram seus principios ativos isolados e caracterizados. Os autores também
apresentaram uma relagcdo de 136 compostos isolados de plantas testados nas
ultimas décadas frente as formas infectantes do T. cruzi e fizeram uma relagéo de
estrutura-atividade dos compostos. Dentre os compostos isolados, 13 sédo lignanas,
e a maioria apresentou atividades interessantes contra o T. cruzi, destacando-se as
lignanas 19, 20 e 21 com ICso= 2,2; 4,4 uM e 3,47 pg/mL respectivamente, apés 24 h
9
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de incubacao frente a forma tripomastigota. As lignanas 22 - 28 apresentaram [Csg
na faixa de 7,0 a 24,5 pg/mL, apds 96 h de incubacéo frente a forma epimastigota e
o composto 22 um ICsp= 5 pg/mL apéds 48 h de incubacao frente a forma amastigota
do T. cruzi (Figura 6). Este composto 22 apresentou baixo efeito citotdxico e foi
significativamente mais ativo que o benzonidazol 1. Sua acéo tripanocida pode estar
associada com a disfungdo mitocondrial e dano oxidativo, que pode desencadear
efeitos destrutivos sobre as moléculas biolégicas do T. cruzi, levando a morte
(BERNARDES et al., 2006; IZUMI et al., 2011; LUIZE et al., 2006; PELIZZARO-
ROCHA et al., 2011).

L~ ¢
w "y
\ 0

R OMe

19 R1 e R2= OCHQO MeO OMe
20 Ry= OCHs, Ry= OCH,

22 R;= OH e Rp= OCHs
23 =0OHeR,=H

24 R1= OCH3 e R2= CH3
25 R,= OCHj e Ro= H
26 R1 e R2= OCHzo

OMe

OMe

OMe

MeO OMe

Figura 6 - Lignanas com atividade antichagasica

Felippe et al. relataram a atividade tripanocida de 5 lignanas isoladas de
Peperomia blanda, todos os compostos isolados foram caracterizados e avaliados
frente as formas epimastigota de T. cruzi, incubados por um periodo de 72 h. Os
compostos 31 — 35 apresentaram ICsy entre 9,6 a 25,4 ug/mL, sendo a lignana 33 a
mais ativa (FELIPPE et al., 2008) (Figura 7).

10
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31 Ry= OCHj, Ry= OH MeO OMe
32 Ry~ OCH,, Roe OCH; 34 Ry= H, Ry= OCHg, Ry= OH
33 Ry=R,= OCH,0 35 Ry= OH, Ry=R3= OCH,0

Figura 7 - Lignanas isoladas e testadas frente a forma epimastigota de T. cruzi

Bernardes et al. (2006) relataram a sintese de analogos dos produtos naturais
veraguensina (29) e grandisina (30), que apresentam potente atividade in vitro frente
a forma tripomastigota, com ICsop = 2,3 e 3,7 uM respectivamente. A partir de
arilcetonas a,B-insaturadas 36 e o benzaldeido 37, através da reacdo de adicao
conjugada de Michael, obtiveram os compostos 38a e 38b entre outros com
diferentes substituintes, que foi reduzido com NaBH, formando os compostos 39a-e
(Esquema 2). Todos os compostos foram testados frente as formas tripomastigotas,
sendo os mais ativos o 38a e 38b com ICsp = 100 e 105 pM respectivamente frente
as Cepa Y e o composto 39b com ICsp = 10 pM (cepa Y) e ICsp = 200 uM (cepa

Bolivia).
383: R1 =R2=R3=R4=OCH3

0 o}
R1 / R2 R1
H ETB
+
MeO Re "oV o
OMe 36 37 R, OMe  38b: Ry=R,= H e Rg=R,=OCHj

R
OH O s
R
NaBH, 1
38 — Ra
OH
MeO

39a-e
OMe 39b: R1=R2= He R3=R4=OCH3

Esquema 2 - Compostos analogos a lignanas
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Souza et al. (2005) relataram a atividade tripanocida de alguns compostos
derivados da (-)-cubebina, produto natural extraido de uma espécie de pimenta
indiana, Piper cubeba. Os derivados semi-sintéticos mais ativos contra as formas
amastigota do T. cruzi foram a (-)-hinoquinina (40), (-)-O-benzil cubebina (41) e (-)-
(N,N-dimetilaminoetil)cubebina (42), com ICsy = 0,7; 5,7 e 4,7 uM respectivamente,
apds 24 h de incubacdo. O composto 40 foi submetido a ensaios in vitro, e
apresentou um ICso= 0,67 uM frente as formas epimastigotas do T. cruzi. Estudos
posteriores demonstraram também que a (-)-hinoquinina além de nao ser genotoxica,
€ eficaz na redugdo de danos cromossémicos induzidos por dexorrubicina,
apresentando efeito antioxidante na mitocondria do parasita (SOUZA et al., 2005;
MEDOLA et al., 2007; SARAIVA et al., 2007) (Figura 8).

o /3

@)
@)
RO
0]
40 41 R=CH,Ph

g of ) 42 R=(CH,);N(CH;),

. ,///

l///

0 \/O
N/ °

Figura 8 - Derivados semi-sintéticos da (-)-cubebina

Silva et al. relataram a sintese do metilpluviatolido, a partir do intermediario 43
obtido de acordo com as metodologias descritas por Landais e Charlton (LANDAIS
etal., 1991; CHARLTON & CHEE, 1991). O enantiémero (-)-44 foi obtido através de
uma hidrogendlise de 43, e o enantibmero (+)-45 foi obtido em trés etapas reacionais
a partir de 43, por uma reacao de acetilacao, seguida de uma eliminagcdo com DBU e
hidrogenacdo. Os compostos obtidos, tanto a mistura racémica, como o0s
enantidmeros (-)-44 e (+)-45 puros foram ensaiados frente as formas tripomastigotas
do T. cruzi. A mistura racémica resultou em um ICso = 89,3 uM, e apenas o

12
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enantibmero (-)-44 foi ativo, apresentando ICso = 18,7 uM. Foi testada a atividade
frente a enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase glicossomal (gGAPDH) do
parasita, no entanto o composto ndo se demonstrou ativo, nem impediu a producao

de NO e peréxido nas concentracdes testadas (SILVA et al., 2008) (Esquema 3).

Esquema 3 - a) Pd/C, 4 atm, H,, EtOH, HCIO,4, 60 h, t.a.; b) THF, Ac.O, EtsN, DMAP,
2 h, t.a.; c) DBU, DCM, 5h, t.a.; d) Hy, 4 atm, Pd/C, EtOH, t.a., 4 h.

Del Omo et al. relataram a atividade anti-chagasica de uma série de
estilbenos naturais e sintéticos, frente as formas epimastigota e tripomastigota de T.
cruzi. Alguns compostos demonstraram ser tdo potentes quanto o 1, sendo o0s
compostos mais ativos o0 46 e 47, que apresentaram ICso= 12 € 2,3 pg/mL frente as
formas tripomastigota quando incubados por um periodo de 24 h. Os compostos 47
e 48 apresentaram ICso = 10 e 20 pg/mL, respectivamente, frente as formas
epimastigota quando incubados por um periodo de 72 h (DEL OMO et al., 2001)
(Figura 9).

Figura 9 - Estilbenos semi-sintéticos e sintéticos
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Cabral et al. (2010) isolaram duas neolignanas, 49 de Nectandra glabrescens
Benth e 50 de Ocotea cymbarum Kunth, conhecida como burchellin. Estas duas
neolignanas tiveram sua atividade tripanocida avaliada frente as formas
tripomastigotas (incubadas por 24 h, utilizando-se cepa Y do parasita) com ICso =
960 e 520 uM para os compostos 49 e 50 respectivamente, e frente as formas
epimastigota (incubadas por 96 h, utilizando-se cepa Dm 28 do parasita) com [Cso =

462 e 756 puM, respectivamente (Figura 10).

OMe
OMe
/
aunl| OH
O " 0]
0 < N o
OMe 49 o] 50

Figura 10 - Neolignanas testadas frente as formas epimastigota de T. cruzi

Pereira et al. (2011) prepararam a neolignana conhecida como licarina A,
através do acoplamento oxidativo do isoeugenol (51) (Esquema 4). O composto 52
obtido como uma mistura enantiomérica foi ensaiado frente as formas tripomastigota
de T. cruzi incubadas por 24 h, apresentando ICso= 127,17 uM. Seus enantibmeros
foram separados por HPLC quiral e testados, sendo que o enantibmero (-)-53

apresentou ICsp = 23,5 pM e 0 enantidbmero (+)-49 um ICso = 87,7 pM.

MeO N =
KoHPO,4, MeOH OH
tampéo Ac.citrico, HRP, (0]
HO Hzoz, Ng, 4h, t.a.

51 52

OMe

ol OH

52 HPLC, quiral

OMe 49

Esquema 4 - Neolignanas sintetizadas
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Os compostos isolados e sintetizados sao na maioria das vezes ensaiados
frente a forma epimastigota do T. cruzi, pois as formas tripomastigota e amastigota
requerem mais recursos para manter modelos animais ou culturas celulares
infectadas. A comparagao dos resultados do ensaio bioldégico pode ser um pouco
complicada, pois podem ocorrer algumas mudancgas na metodologia empregada, isto
se deve as diferentes condicées necessarias do meio de cultura para cada estagio
do parasita e diferentes meios de cultura de células do hospedeiro. Além da precisao
dos dados, o tempo de incubacao pode variar de 24, 48, 72, 96 h e as vezes até 168
h em alguns estudos, assim como os tipos de cepas empregados no ensaio (IZUMI
etal., 2011).

Cabral et al. (2010) e Pereira et al (2011) ensaiaram 0 mesmo composto 49
empregando o mesmo tempo de incubacdo e a mesma cepa Y, no entanto os
valores obtidos nos ensaios foram diferentes. Esta diferenca se deve as condicdes
empregadas na realizacdo do ensaio, na metodologia de Cabral, ele utiliza acetona
para solubilizar o composto, enquanto que Pereira emprega DMSO. Ha também
uma variacao na preparacao dos meios empregados nos dois artigos, o que
favorece esta diferenca de resultados entre os dois ensaios, onde Cabral relata 1Cs
= 960 pM, e Pereira relata um ICso = 87,7 uM para o mesmo composto 49. Devido a
estes fatores ha uma grande necessidade de se padronizar as condicoes
empregadas nos ensaios biolégicos em geral.

Garcia & Azambuja (2004) avaliaram os efeitos de algumas lignanas e
neolignanas adicionados na dieta de Rhodnius prolixus, um dos principais vetores
causadores da doenga de Chagas. Os compostos burchellina (50), podofilotoxina
(17), pinoresinol (54), sesamina (55), licarina A (49) e o acido nordiidroguaiarético
(NDGA) (56) foram testados separadamente e em associacao. A associacao de 54
com 56 inibiu significativamente a quantidade do parasita, apresentando um EDs <
20 pg/mL, 50 com 17 diminuiu a excregcado do T. cruzi em 100 ug/mL. O melhor
resultado foi pela associacdo de 50 com 56 que diminuiu drasticamente a

quantidade de parasita no trato digestivo para 10 png/mL

(
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Figura 11). Estes resultados fazem desta classe de compostos um interessante
candidato a obtencdo de parasiticidas que possam ser utilizados no combate a
transmissao dessa doenca.
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Figura 11 - Estrutura de algumas ligndides inseridas na dieta de Rhodnius prolixus
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Abe et al. (2002) testaram 43 tipos de extratos organicos de 39 plantas frente
ao T. cruzi, dentre eles o melhor resultado foi com as raizes de Aristolochia taliscana,
conhecida como guaco. O extrato matou as formas epimastigota do T. cruzi em
concentragdo de 0,5 mg/mL em 48 h. Com o intuito de identificar os principais
compostos ativos da planta, foram feitos o biomonitoramento, encontrando-se 4
neolignanas, eupomatendide-7 (22), licarina A (49), eupomatendide-1 (57) e licarina
B (58), e duas lignanas, austrobailignan-7 (59) e fragransin E; (60) (Figura 12).
Todos os compostos tiveram sua concentracdo minima para matar 100 % dos

parasitas (MC1qo) calculadas, para as formas epimastigota incubados por um periodo
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de 48 h. Os compostos 57 e 58 foram inativos, no entanto todos os outros
compostos 22, 49, 59 e 60 foram ativos, com MCip= 25; 40; 75 e 50 pg/mL

respectivamente.
O
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Figura 12 - Neolignanas 57 e 58 inativas e lignanas 59 e 60 ativas frente ao T. cruzi

Embora todo o ciclo da doenca de Chagas tenha sido descrito ha mais de 100
anos, nao ha ainda uma estratégia quimioterapéutica efetiva para o seu tratamento,
que vem sendo realizado de forma muito mais sintomatica que etiolégica. Em vista
da necessidade de novas substancias com atividade biolégica sobre T. cruzi, o
interesse pela pesquisa vem crescendo com o intuito de se obter compostos
capazes de atuarem sobre o parasita, desprovidos de graves efeitos colaterais.
Estudos desenvolvidos envolvendo lignanas e neolignanas tém demonstrado a
importante atividade destes compostos sobre diferentes formas do parasita. A
continuidade destes estudos pode contribuir para o desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento da doenca de Chagas.

1.1.2 Leishmania

As leishmanioses sdo um conjunto de doengas causadas por protozoarios do
género Leishmania e da familia Trypanosomatidae. De modo geral, essas
enfermidades se dividem em leishmanioses tegumentares, que atacam a pele e as
mucosas, € leishmanioses viscerais (ou calazar), que atacam os 6rgaos internos. O

protozoario € transmitido ao homem e também a outras espécies de mamiferos
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vertebrados através da picada de mosquito (vetor da doencga), conhecidos como
flebotomineos. Somente as fémeas estdo adaptadas com o respectivo aparelho
bucal para picar a pele de vertebrados e sugar o sangue. Os flebotomineos do

género Lutzomyia sao conhecidos vulgarmente como: “mosquito-palha”, “mosquitos-

pélvora”, “cangalhinha”, “birigui” entre outros (Figura 13).

Figura 13 - O inseto Lutzomyia, vetor da leishmaniose (Foto: Genilton
Vieira/IOC/Fiocruz)

A Leishmaniose cutanea (LC) é uma infeccao endémica em 88 paises, e 90%
da LC ocorre no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Ira, Peru, Ardbia Saudita e Siria
(VENDRAMETTO et al., 2010).

O parasita apresenta duas formas distintas, a forma amastigota, que ocorre
em hospedeiros vertebrados, e a forma promastigota, que é a forma contaminante
presente no vetor, que sdo injetadas na pele do hospedeiro vertebrado durante a
alimentacao do inseto infectado. As formas promastigotas injetadas se transformam
em amastigotas e se multiplicam espalhando p6r todo o corpo (ETTINGER &
FELDMAN, 1997) (Figura 14).
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Figura 14 — Ciclo de vida do parasita no hospedeiro e vetor

A diversidade de espécies de Leishmania, associada a capacidade de
resposta imune de cada individuo a infecgao, esta relacionada com as varias formas
de manifestacdo da leishmaniose. As tegumentares sdo em geral menos graves,
visto que seus efeitos restringem-se a pele e as mucosas. Ja a leishmaniose visceral,
como o proprio nome indica, afeta as visceras (ou 6rgaos internos), sobretudo o
figado, o baco, os ganglios linfaticos e a medula 6ssea, podendo levar a morte
quando nao tratada. Até o0 momento, ndo se sabe bem por que algumas espécies de
Leishmania (denominadas dermotrépicas) permanecem na pele e mucosas
enquanto outras estdo adaptadas ao parasitismo das visceras. E possivel que este
fato esteja relacionado a diferentes graus de sensibilidade ao calor.

Ainda nao existe uma vacina contra as leishmanioses, assim como ainda nao
ha para quaisquer doencas parasitarias humanas. Portanto, as medidas mais
utilizadas para o combate da enfermidade se baseiam no controle de vetores e dos

reservatorios.

Os farmacos de primeira escolha para o tratamento da doenca é o antiménio

pentavalente (ou seja, antimoniato de meglumina - Glucantime® - ou, menos
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comumente, estibogluconato de sédio - Pentostam®) recomendados de 20-28 doses
de 20 mg/kg/dia (OLLIARO E BRYCESON, 1993; BERMAN, 1997). Caso os
pacientes nao respondam ao tratamento antimonial, sdo administrados de 20-40
doses de 1mg/kg/dia de anfotericina B (Fungizone®), que é o farmaco de segunda
linha de escolha que tem que ser administrado em hospitais. Estes farmacos devem
ser administrados por via parentérica, por trés ou quatro semanas, sao toxicos e, por

vezes, € necessaria a hospitalizacao do paciente (REY, 1991).

1.1.2.1 Atividade antileishmania de lignanas, neolighanas e analogos

Alguns grupos de pesquisa tem se empenhado na busca por compostos
ativos antileishmania, BARATA et al., 2000 relatou a atividade de uma neolignana
isolada de Virola pavonis e 25 analogos sintéticos. As substancias testadas
apresentavam um heterodtomo no correspondente C-8 como: éter, enxofre e
nitrogénio. O composto mais ativo frente L. donovani foi o composto que apresenta a

ligacao de enxofre (Figura 15).

//, »

6

63 Ry= H, Ro= H, Rg= Cl

64 R1_ OMe R2 OMe RG Me
65 R{= OMe, Ro= OMe, Rg= Cl
66 R,= OMe, Ro= OMe, Rg= H

Figura 15 — Neolignanas 61 e 62 e alguns derivados sintéticos 63-66 com atividade

antileishmania

AVENIENTE (et al, 2007) relatou a relacdo estrutura-atividade de 22
analogos de neolignanas testadas in vitro frente as formas amastigotas de L.
amazonensis e L. donovani, no qual foi encontrado melhor atividade os compostos
que apresentavam ligacdo de enxofre, assim como relatado por BARATA (et al.,

2000). Dos 22 compostos sintetizados o 67 e 68 foram os mais ativos frente a
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leishmania inibindo o crescimento de ambos os parasitas de 94,1 — 100 % em 80

ug/mL (Figura 16).

Rs
Rs R4

67 R1= H, R2= H, R3= Me e R4= Cl
68 Ry= OMe, R,= OMe, R3= Me e R4= Me

Figura 16 — Compostos ativos frente a L. amazonensis e L. donovani

O eupomatendide-5, uma neolignana isolado a partir de folhas de Piper
regnellii var. pallescens, apresenta atividade frente a L. amazonensis, apresentando
uma dose-dependéncia durante 72 horas de tratamento, com ICso = 9,0 ug/mL e 13,0
ug/mL para as formas promastigotas e amastigotas axénicas, respectivamente, e
ICs0= 5,0 pg/mL para as formas amastigotas intracelular, ndo apresentando efeito
citotéxico, o que demonstra um interessante composto para o tratamento da doenca
(VENDRAMETTO et al., 2010).

Uma série de neolignanas e lignanas foram testadas frente a L. donovani .
Dentre os 19 compostos testados, 15 apresentaram atividade muito interessantes,
destacando-se o composto 69 que apresentou ICso= 0,12 ug/mL frente a culturas
axénica amastigota, que foi confirmada em um ensaio com macréfagos infectados
com ICso= 0,19 pg/mL (MIERT et al., 2005; PIETERS, et al., 1999; PIETERS, et al.,
1993) (Figura 17).
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Figura 17 — Composto 69 com alta atividade frente a L. donovani

Devido as opcbes limitadas de tratamento para a infeccdo, alto custo de
tratamento eficaz, dispersdo de tratamento competentes em muitos paises
endémicos e a falta de uma vacina contra a infeccdo, a Leishmaniose é considerada
uma doencga tropical negligenciada (WHO, 2010). Medicamentos eficazes para o
tratamento sdo na maior parte associados com risco/ ou efeitos secundarios graves,
limitando o seu uso e disponibilidade para a populacao, além da baixa especificidade
dos farmacos quimioterapéuticos atuais, que sao prejudiciais as células dos
mamiferos (CHAPPUIS et al., 2007), hd uma grande necessidade de busca por

novos farmacos para o tratamento da doenca.

1.1.3 Tuberculose

A tuberculose (TB) é wuma doenca infecto-contagiosa que afeta
principalmente os pulmdes podendo se estender a outros érgaos e tecidos do corpo
como 0sso0s, rins e meningens. Apesar de seu principal agente causador,
Mycobacterium tuberculosis, ter sido descoberto em 1882, a TB ainda hoje € um
grave problema de saude publica mundial, especialmente em paises em
desenvolvimento (WHO, 2011).

De acordo com os ultimos dados reportados pela OMS sobre a tuberculose
(2011); 8,8 milhdes de novos casos foram registrados em 2010, o que levou a
aproximadamente 1,4 milhdes de mortes/ano, incluindo 350.000 pessoas com HIV.
O Brasil € o décimo sétimo entre os 22 paises que respondem por 80% dos casos
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estimados de tuberculose no mundo, e relataram 81.946 novos casos em 2011
(WHO, 2011).

Rifampicina e isoniazida sdo os farmacos mais potentes utilizados no
tratamento da TB, podendo eliminar mais de 99% dos bacilos nos dois primeiros
meses de tratamento. A rifampicina foi descoberta a mais de 50 anos, € o mais
recente dos medicamentos introduzidos no tratamento de primeira linha da
tuberculose, juntamente com a isoniazida, etambutol e pirazinamida. Porém, a
resisténcia a esses farmacos tem aumentado significativamente no mundo, devido a
intervencdo inadequada na mutacao espontanea do M. tuberculosis. Embora essas
mutacdes sejam eventos quantitativamente raros, quando ocorrem em numerosas
populacdes de micobactérias e sobre presséo seletiva pelo uso de um unico farmaco
ou abandono do tratamento, o que podem favorecer ou induzir a selecdo de
populacao de bacilos resistentes (BARRERA, 1994).

1.1.3.1 Atividade antituberculose de lignanas, neolighanas e analogos

Investigacbes fitoquimicos realizado em espécies Piper, revelaram a
presenga de varias classes de diferentes compostos, incluindo alcaldides, amida,
pironas, propenilfendis, lignanas, neolignanas, terpenos, esterdides, kavapironas,
piperolidos, chalconas e dihidrocalcones, flavonas e flavanonas (PARMAR et al.,
1997). Quatro dihidrobenzofurano neolignanas identificado como eupomatendide-3
(70), eupomatendide-5 (71), eupomatendide-6 e conocarpano (72) foram descritos
(PESSINI et al., 2003; CHAURET et al., 1996) e estudos de sua atividade biol6gica
(antibacteriano, antileishmania, antitripanossoma e antifungicos) (LUIZE et al,
2006a; LUIZE et al., 2006b; PESSINI et al, 2003; KOROISHI et al, 2008;
VENDRAMETTO et al., 2010). Recentemente, SCODRO et al. (2012) relataram
interessantes resultados da atividade anti-micobacteriana de neolignanas isoladas
da espécie Piper regnellii como 70, 71 e 72, e de seus derivados: eupomatendide-5
metilado (73), eupomatendide-5 hidrogenado (74), conocarpano metilado (75),
conocarpano hidrogenado (76) e eupomatendide-3 hidrogenado (77), bem como as
suas citotoxicidades (Figura 18).
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75 R= CHy

Figura 18 — Neolignanas com atividade frente a tuberculose e seus derivados

Um dos fatores preocupantes no tratamento da TB € a prevaléncia de cepas
resistentes e, portanto, ha uma necessidade urgente de se desenvolver novos

farmacos antituberculose.

1.2 Planejamento racional de farmacos antichagasicos

Estratégias modernas de planejamento de farmacos se fundamentam no
conhecimento da fisiopatologia das doencas, no estudo de vias bioquimicas e na
selecdo de alvos moleculares. As ferramentas biotecnolégicas modernas tém
fornecido informagbes valiosas para a descoberta e o desenvolvimento de novos
farmacos. A quimica medicinal possui papel central em varios processos que visam
a identificacao de substancias bioativas e ao desenvolvimento de compostos-lideres

com propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas otimizadas.

A identificacdo da gliclise como uma via metabdlica, alvo para inibigéo,
baseia-se no fato de que o parasita é bastante dependente da mesma,
apresentando inclusive uma organela, o glicossomo, para a compartimentacao de
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todas as enzimas envolvidas. Experimentalmente foi observado que a inibicdo da
glicolise resulta no desaparecimento dos tripanossomos da corrente sanguinea do
hospedeiro mamifero. No parasita Trypanosoma brucei, agente causador da
Tripanosomiase africana (também conhecida como doenga do sono), a via glicolitica
€ extremamente eficiente, metabolizando a glicose numa taxa 50 vezes mais rapida
que a humana (OPPERDOES & BORST, 1977).

A elucidacao estrutural da enzima gGAPDH de T. cruzi permitiu que esta
enzima pudesse também ser tratada como alvo para o desenho racional de
farmacos antichagasicos (SOUZA et al., 1998). A gGAPDH é uma das nove enzimas
envolvidas nas reagdes da via glicolitica do protozoario, catalisando a converséao do
gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-difosfoglicerato, na presenca do cofator NAD®
(nicotinamida adenina dinucleotideo) e fosfato inorganico (CLARKSON & BROHN,
1976). A escolha de gGAPDH dentre as enzimas envolvidas na via glicolitica do
parasita deve-se, principalmente, ao fato dessa proteina se encontrar expressa em
uma cepa de Escherichia coli, o que facilitou a sua obtencdao em quantidades

suficientes para cristalizacao e posterior estudo por difracdo de raios-X.

Convenientemente, como observado anteriormente para a enzima gGAPDH
de T. brucei, ap6s a elucidagao estrutural da gGAPDH de T. cruzi (Figura 19), foi
possivel observar diferencas estruturais significativas desta quando comparada a
enzima humana, principalmente na regiao de ligagdao da porcdo adenosina do
cofator NAD".

O fato de o hospedeiro humano possuir uma proteina homaéloga a do parasita
torna mais delicado o trabalho de desenho de um inibidor, pois nesse caso a
molécula deve ndo somente ter uma alta afinidade pela proteina-alvo, como também
ser extremamente seletiva, de forma a inibir apenas a enzima do parasita e permitir
que a homdloga humana permaneca inalterada. Neste sentido, a observacao
recente de que a inibicdo da isoenzima gGAPDH nao resulta em nenhum efeito
clinico em humanos, atenua consideravelmente a preocupacdo acerca da

especificidade de um eventual inibidor.
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Figura 19 - Representacao do tetramero da enzima gGAPDH de T. cruzi (DELANO,
2002)

Na busca por possiveis inibidores da enzima gGAPDH de T. cruzi, duas
estratégias distintas foram utilizadas. Inicialmente foi realizada uma busca
computacional numa colecao virtual de cerca de 100.000 compostos, buscando-se
identificar aqueles que interagissem com maior afinidade com a enzima na regiao do
sitio de ligacdo do cofator NAD", ocupando entdo o chamado “canal de seletividade”.
Com esta estratégia buscou-se explorar ao maximo as diferencas estruturais das

duas enzimas nessa regido (PAVAO, 1997).

Paralelamente ao screening virtual de inibidores da gGAPDH, diversos
extratos de plantas e produtos naturais isolados foram avaliados quanto a atividade
inibitéria desta enzima. Dentre as varias substancias que apresentaram alguma
atividade inibitoria, destacam-se as seguintes classes de produtos naturais:
cumarinas (VIEIRA et al., 2001; PAVAO et al., 2001; ALVIM et al., 2005), flavonoides
(TOMAZELA et al., 2000) e acidos anacardicos (PEREIRA et al., 2008).
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1.3 Sintese de neolignanas

As neolignanas tém apresentado um amplo espectro de atividade bioldgica,
dessa forma pesquisadores vém buscando diversas estratégias sintéticas para a

obtencéao de neolignanas e analogos contendo grupos benzofurano.

Um exemplo é o acoplamento oxidativo de alilfendis catalisada pela
enzimahorseradish peroxidase (HRP) na presenca de H>O- descrita por KONG et al.,
(2005) (Esquema 5).

OH OH
HRP-I, H,0O +
/P = /P / A X
R 10% MeOH tamponado R R

Esquema 5 — Sintese de nelignanas

AMBLARD et al. (2007) relataram a sintese de uma série de novos bisfendis,
obtidos pelo acoplamento de Suzuki catalisada por Pd a partir de iodofendis com
acidos borénicos na presenca de KoCO3. Em seguida a reagdo com brometo de alila
na presenca de KoCQOj3 forneceu intermediarios bis(alil-oxi)-bifendis, que na presenca

de tricloreto de boro sofreu rearranjo de Claisen e gerou algumas neolignanas

(Esquema 6).
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Esquema 6 — Sintese de neolignanas

Muitas metodologias empregadas envolvem uma série de etapas sintéticas.
Por exemplo, alguns eupomatendides foram obtidos através da reagdo do anetol,
que sofre hidrogenacgao catalitica seguida de uma acilacdo gerando o intermediario
2-hidroxi-5-propilacetofenona, que ao ser tratado com trifenilfosfina, seguida do
tratamento com base leva a formacdo do eupomatendide de interesse
(MCKITTRICK & STEVENSON, 1983) (Esquema 7).

0
\ )D/\/
- —_— — =
O HO
0 Z AN o
IR \_As
o) A ©
/\R

Esquema 7: a) Pd/C, AcOEt, 24 h, Hy; b) AICl;, DCM, 0 °C, CH3COCI, N, refluxo, 4
h; ¢) Zn-Hg, HCI, 24h; d) cloreto de benzoila substituido, t.a., 36 h; e) NBS, CCly,
refluxo, 0,5 h; f) (CeHs)3P, CH3CN, No, refluxo, 36 h, tolueno, Et3N, refluxo 20 h.

Diversas estratégias sintéticas vém sendo desenvolvidas para se obter
neolignanas benzofuranas. YANG et al. (2007) descreveu a sintese de novas
neolignanas através de 7 etapas reacionais, onde se preparou os dois intermediarios
a e b em 3 etapas reacionais cada, e em seguida através da reacao entre os dois,

obteve-se a neolignana de interesse e seus derivados (Esquema 8).
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Esquema 8 — Sintese de neolignanas benzofuranas

CURTI et al. (2006) sintetizou algumas neolignanas através da sintese
assimétrica, que levou a formacgédo da 8,4’-oxineolignana, empregando (S)- ou (R)-
lactato de metila como fonte quiral. A orientacdo sin- ou anti- foi designada em duas
rotas, abrangendo 9 e 5 etapas e levando a formacdao de compostos

enantioméricamente puros (Esquema 9 e Esquema 10).
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Esquema 9: a) PMBOC(CCl3)=NH, Sc(OTf)s, tolueno; b) LiAlH4, THF; c) (COCI),,
DMSO, DCM, -80 °C, EtsN; d) 5-bromo-1,2,3-trimetoxibenzeno ou 4-bromo-1,2-
dimetoxibenzeno, t-BuLi, THF, -85 °C; e) Ac.O, EtsN, DMAP, MeCN; f) DDQ, DCM;
g) MsCl, Et3N, tolueno; h) cat. PdCl,, MeOH; i) Cs>,CO3, 18-coroa-6, DMF, M.O. (200
W, 2 bar, 120 °C, 10 min); j) NaOMe, MeOH.
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Esquema 10: a) MsCl, Et3N, tolueno; b) Fenol, Cs,COg3, 18-coroa-6, DMF, sonicacao;
c) LiAlH,4, THF; d) (COCI),, DMSO, DCM, -80 °C, EtsN; e) +BulLi, Ti(O'Pr)sCl, THF, -
85 °C.

WANG et al. (2006) descreveram a preparacdo de neolignanas pelo
acoplamento oxidativo do isoeugenol empregando reagente de iodo hipervalente

(Esquema 11).

X 1) PhI(OAc), TONF N
> OH
CH,CI, 5
HO 40%

OMe 2) DDQ, dioxano OMe
refluxo, 83%

Esquema 11 — Sintese de neolignanas pelo acoplamento oxidativo com IDA
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GARCIA-MUNOZ et al. (2006) relataram a sintese enantiosseletiva do alcool
diidrodeidrodiconiferii empregando uma reagdo de ciclizagdo intramolecular

catalisada por Rh(ll) (Esquema 12).

X OPiv
R \ OPiv
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78 R= OH
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; Ry Rs Ri OCH,4
OCHjy 79 R= OPiv OCHj Ry
80
Rz
81-83 |4
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OPiv
O
(0]
R4 OCH3
84 - 86
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81, 84, 87, 90 Ry= H, Ry= OPiv, Rg= OCHj
82, 85, 88, 91 Ry= H, Ro= OPiv, Ry= OPiv
83, 86, 89, 92 Ry= OCH,, Ry= OCH3, Rg= OCHj

OPiv

Esquema 12 — a) Cloreto de pivaloil, DMAP, piridina, A, 79%; b) DMA, A, 91%; c)
Ko.COs, acetona, 74, 61 e 82% rendimento 81, 82 e 83 respectivamente; d) Os,
NaOH, CHxCl,, MeOH, piridina, -78°C, 09, 61 e 74% de rendimento para 84, 85 ¢ 86
respectivamente; e) p-ABSA, DBU, CHsCN de 0°C a t.a., com rendimento de 27, 30
e 29 °C para 87, 88 e 89 respectivamente; f) Rhy[(S)-DOSP]4, tolueno, 0°C,

quantitativo.
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1.4 Sintese de compostos benzofuranos

Os compostos benzofuranos vem sendo alvo de estudo por diversos
pesquisadores, por apresentar um amplo espectro de atividades biologicas e
farmacolégicas, sendo encontradas diversas abordagens sintéticas para a

construgcao de nucleos benzofuranos.

Uma das metodologias para a sintese de analogos de neolignanas foi descrita
por NAPOLITANO et al. (1995). Compostos com este tipo de esqueleto ja foram
avaliados frente a T. cruzi (DEL-OMO et al., 2001) ( Esquema 13).

0]
CHO (
(MeO)zPOH Na; O
N
CO,H MeSO3H, MeOH;
(0)

NaOH, THF

Esquema 13 — Sintese de compostos benzofuranos

MEEGALLA & RODRIGO (1989) prepararam alquilisobenzofuranos a partir
de fltalatos empregando em uma das etapas chave uma reacdo de olefinacdo de

uma benzofuranona (Esquema 14).

CHBrzPh
0
TMEDA TiCl,
0 Zn, THF

Esquema 14 — Sintese de compostos alquilisobenzofuranos

ZIEGLER & FOWLER (1976) prepararam o éster do acido 2-formil-5,6-
metilenodioxi-benzdico através da litiacdo de uma imina derivada do piperonal
seguido de carboximetilacdo. Este por sua vez sofre ciclizagdo para a formacao da
benzofuranona (Esquema 15).
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Esquema 15 — Preparacao do acido 2-formil-5,6-metilenodioxi-benzdico

A preparacdo de anéis benzofuranos pela aplicacdo de reagentes
organometdlicos vem sendo muito empregado também, como as reagbes de
acoplamento cruzado de Sonogashira, McMurry, Suzuki entre outros. Estes tipos de
reacdes permitem a formacdo de compostos benzofuranos em poucas etapas
reacionais (CHENG et al., 2010; COY B. et al.,, 2010; DELL’ACQUA et al., 2011;
DUAN etal., 2011).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho foram:

Sintetizar neolignanas e analogos contendo grupos benzofuranos com

diferentes substituintes:

Figura 20 - Neolignanas e analogos empregados no estudo deste trabalho

Avaliar os compostos sintetizados com relagéo a atividade inibitéria da
enzima gGAPDH de Trypanosoma cruzi.

Avaliar a atividade in vitro dos compostos frente a doengas tropicais,
como doencga de Chagas e leishmania;

Avaliar a atividade dos compostos frente ao bacilo de Koch, bactéria
causadora da tuberculose.

Fornecer subsidios para o estudo da relagdo estrutura-atividade destes
compostos e o desenho racional de possiveis farmacos para o
tratamento da doenca de Chagas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencao de neolignanas do tipo A e seus derivados

A primeira abordagem feita para obter algumas neolignanas benzo[b]furanas
foi através do acoplamento oxidativo de duas unidades fenilpropanéides (Esquema
16). Para tal, foi necessario preparar o material de partida (isoeugenol), pois ndo

havia no momento em nosso laboratério.

=
Qo= py =
(o)
OMe

OMe MeO MeO

@ OH OH
Ao W,
o
R1 R2
A

Esquema 16 - Anadlise retrossintética para a obtencdo de compostos com esqueletos
do tipo A

3.1.1 Isomerizacao do eugenol (93) a isoeugenol (94)

Base

aquecimento

OMe

OH

93

Esquema 17 — Reacéao de isomerizagao do eugenol a isoeugenol
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Partindo-se do eugenol (93), realizaram-se vérias tentativas de isomerizacao
a isoeugenol (94) para posterior obtencédo de algumas neolignanas. A isomerizagao
de substratos alilicos como o eugenol ocorre normalmente através de um rearranjo
catalisado por uma base sob aquecimento. Desta forma foram realizados alguns
testes de isomerizacado descritos na literatura, com o intuito de obter o isdmero de
posicdo (94) com o maior rendimento possivel (THACH et al, 1993; LOUPY &
THACH, 1993; BARREIRA & QUEIROZ, 1995; CERVENY et al., 1987) (Esquema
17).

O eugenol foi submetido a um aquecimento de 80 °C por 1,5 h com KOH e
5% de Aliquat 336 (THACH et al., 1993). Esta reacgao foi realizada sem solvente e
analisada por CG, porém nao se observou a formacédo do isbmero desejado. Uma
metodologia alternativa adotada para a isomerizagao foi a utilizacado do micro-ondas.
O eugenol (93) na presenca KOBu e 5% do catalisador Aliquat 336 foi irradiado no
micro-ondas (M.O.) com uma poténcia de 45 W durante 18 min a 192 °C, néo
ocorrendo também a isomerizagdo (LOUPY & THACH, 1993). Optou-se assim por
utilizar metodologias que empregassem solventes. Assim, o eugenol (93) foi
submetido a reacdo com KOH em etanol seco, sob refluxo durante 10h (BARREIRA
& QUEIROZ, 1995). O produto foi analisado por CG, onde observou a isomerizacao
parcial sendo a proporcao dos constituintes 93 = 76,2% : 94 Z (cis) = 15%: 94 E
(trans) = 8,8%. Testaram-se varios solventes e gradientes de polaridade para a
separacdo de seus isbmeros por métodos convencionais como cromatografia em
coluna, no entanto nao foi possivel separa-los, pois apresentam tempos de retencéao
muito préximos. Empregando outras condicdes reacionais, o eugenol (93) foi
submetido a um aquecimento de 170 °C durante 10 horas na presenga de 4,4
equivalentes de KOH em 1-pentanol, obteve-se o isoeugenol (94Z + 94E) na
proporcao de 1: 2 respectivamente, como um éleo amarelo com 98 % de rendimento
(CERVENY et al., 1987). O resumo dos resultados e condi¢des reacionais testadas

na isomerizagao encontram-se dispostos na Tabela 1:
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Tabela 1 - Metodologias empregadas na isomerizagcao do eugenol

Meio Condicoes Reacionais
L Rendimento (%)?
basicosolvente Temperatura (°C) Tempo (h)
KOH-Aliquat (5%) 80 1,5 N&o reagiu
KO1Bu-Aliquat (5%) MO1(gg W) 0,3 N&o reagiu
KOHEtanol seco 70 10 23
KOH/1 -pentanol 170 10 98

#Rendimentos apds a purificagéo

A proporcdo dos isébmeros foi determinada por CG, onde a razdo da
concentracao final sobre a concentracéo inicial foi calculada pela divisdo da area do
eugenol no CG pela soma das areas de cada pico. A ordem cronolédgica do tempo
de retencdo de cada isdmero utilizando-se uma coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25
um) e uma rampa de temperatura (100°CG/1min/7 °G250 °G5Smin) foi eugenol (93),
cis-isoeugenol (942) e trans-isoeugenol (94E) (LOUPY & THACH, 1993). O
cromatograma com seus respectivos tempo de retencédo (TR) encontra-se na Figura
21.

947 ) 94E

E0 EE 70 75 man

Figura 21 - O Tr para os isbmeros da esquerda para a direita é: (93=5,7 min),
(942=6,4 min) e (94E=7,0 min).

Utilizou-se a numeracéao sugerida pela IUPAC para facilitar o reconhecimento
de cada unidade envolvida nas reacdes e atribuicbes dos deslocamentos quimicos
dos atomos de hidrogénio e carbono (GOTTLIEB, 1972).
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Pode-se confirmar a isomerizagcdo e formacdo do composto 94 através da
analise de RMN de 'H pelo aparecimento da metila em uma regido com frequéncia
mais baixa com ¢ = 1,86 ppm (dd, J= 8Hz e J= 2Hz, 3H) referente a metila na
posicao H-9, e o sinal referente ao H-7 com ¢ = 6,31 ppm (m, 1H) pois esta menos
blindado devido a insaturagdo. Enquanto que no espectro do composto 93 o H-9 por
ser um C sp? encontra-se mais deslocado aparecendo com &= 5,06 ppm (m, 2H) e o
H-7 aparece com d= 3,3 ppm (d, J= 6Hz; 2H).

Os EM dos dois isbmeros sdo muito semelhantes, mas com os dados de
RMN de 'H e pelo tempo de retencéo mostrado pelo cromatograma pode-se concluir

que a isomerizacao havia ocorrido.

3.1.2 Sintese da neolignana 95 pelo acoplamento oxidativo do isoeugenol (94)

Para obter o composto 95 reagiu-se o isoeugenol na forma de mistura E/Z
com iodobenzenodiacetato (IDA) em diclorometano a temperatura ambiente por 54
horas, seguida da adicdo de bicarbonato de sédio reagindo por mais 3 horas,
obteve-se o produto como um solido branco com 51% de rendimento. O produto foi
obtido com um acréscimo de 16% no rendimento com o aumento de 8 horas
reacionais em relacdo a metodologia descrita na literatura (JUHASZ et al., 2000)
(Esquema 18).

F

Phi(OAc),, DCM, t.a.
Ncho::,, 68 h, 51%

OMe
OH o4

Esquema 18 — Obtencao do composto 95
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O acoplamento oxidativo do isoeugenol ocorre na presenca de IDA, composto
contendo iodo hipervalente, que promove a oxidacdo de fendis orto e para
substituidos, através da retira o hidreto do isoeugenol, via a formagdo do ion
fenoxénio (94b) como intermediario, que é estabilizado em sua quinona. Na
auséncia de um solvente nuclefilico o intermediario gerado reage lentamente com o
isoeugenol 94 ainda presente no meio reacional, devido ao seu alto carater
eletrofilico para formar ligacdo C-C, seguida da adicdo do seu grupo hidroxil a
quinona, levando ao produto 95 (Esquema 19).

OMe Ph
OMe |
OH
AcOH o Noac
7L> — >

Phl(OAc), ‘

Esquema 19- Mecanismo proposto para a formacao do composto 95

O composto 95 obtido foi analisado por CG-EM, onde se observou a mz= 326
(M*: 100) calculado para CzoH2204, com Tr= 31,17 min. Os dados de RMN de 'H e
3G permitiram a elucidacdo do composto. A designagao cis e trans entre os H-7 (5=
5,1 ppm) e H-8 (d = 3,45 ppm) foi atribuida com base na constante de acoplamento
entre os dois, apresentando J;s= 10,0 Hz, de acordo com os dados publicados por
JUHASZ (et al., 2000) o H-7 e H-8 apresentou os mesmos deslocamentos quimicos
0=>5,10 e ¢ = 3,10 respectivamente, com a constante de acoplamento com valor
muito proximo ao encontrado, J7g= 9,45 Hz, sugerindo que o acoplamento se da em
trans. As constantes de acoplamento entre os H-9 e H-8 foi Jgo= 8,0 Hz, a constante
de acoplamento entre os dois hidrogénio descritos por JUHASZ (et al., 2000) foi J=
6,76 Hz, um pouco diferente do valor obtido. Os dados obtidos pelos espectros de
C também foram comparados com os da literatura (JUHASZ et al, 2000),
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conforme apresentado na Tabela 2 — Dados obtidos por RMN de *C do composto
95. abaixo:

Tabela 2 — Dados obtidos por RMN de "*C do composto 95.

Dados de RMN de °C | Literatura (JUHASZ et al., Experimental
2000)
o= ppm
o=ppm

C-1 132,10 132,17
C-2 108,93 108,97
C-3 146,66 146,71
C-4 146,59 146,65
C-5 113,31 113,36
C-6 119,92 119,98
C-7 93,74 93,79
C-8 45,59 45,64
C-9 17,56 17,63
OMe 55,95 56,02
C-1 133,27 133,32
C-2’ 114,07 114,11
C-3 132,19 132,24
C-4 144,14 144,19
C5 146,78 145,83
C-6’ 109,33 109,41
C-7 130,93 130,97
C-8 123,43 123,48
C-9 18,31 18,34

O espectro de IV (KBr) mostrou bandas de deformagdo em 3445 cm’
correspondendo a deformacgéo axial de O-H da hidroxila ligada ao anel na posicao 4'
e 2932 cm™ correspondente a estiramentos C-H do grupo CH do anel furano, a
banda em 2845 cm™ é correspondente a metoxila. A banda 1676 cm™ corresponde
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ao C=C da cadeia alifatica, as bandas em 1598 e 1513 cm™ correspondem aos

aromaticos e em 1269 cm™' é referente ao éter do anel de cinco membros.

3.1.3 Obtencao de alguns derivados da neolignana do tipo A

Na busca por compostos biologicamente ativos, preparou-se alguns derivados
da neolignana 95 através de reacdes de eterificacdo com o intuito de determinar
quais os tipos de substituintes poderiam aumentar a atividade tripanocida desta

classe de compostos.

Os compostos foram obtidos pela O-alquilacdo do composto 95 com 2
equivalentes de K.CO3; e 1,5 equivalentes dos haletos em acetona. A reacgao foi
mantida sob refluxo, obtendo-se os produtos com 0 a 77% de rendimento (LEE et al.,
2005) (Tabela 3).

K>CO3, acetona

R-X, refluxo
X=Brou l

Esquema 20 - O-alquilagdo do composto 95

Tabela 3 - Alquilagdes da neolignana 95

Composto R-X Tempo (h) Rendimento (%)
96 Br-CH,CH,CHjs 12 64
97 Br-CH,CH=C(CH3)2 26 26
98 Br-CH(CH3)CH=CH. 6 77
99 I-(CH2)7CH3 24 22
100 Br-(CH2)3CHj3 12 25
101 Br-CH,(CgHs) 24 nao ocorreu
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Repetiu-se as reacbes de eterificacdo do composto 95 empregando uma
metodologia de alquilacdo descrita por VASCONCELOS et al. (2008), trocando-se a
base K.CO3; por KOH e o solvente (acetona) por tolueno e DMF na proporcao de 1:1,
obtendo-se os produtos com menor tempo de reacdo e maior rendimento. Os

resultados encontram-se dispostos na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4. Alquilacdo com KOH em tolueno e DMF

Composto Tempo (h) Rendimento (%)
97 3 30
98 2,5 99
99 1,5 99
100 2 85
101 2 0

As estruturas dos compostos alquilados sao muito semelhantes a da
neolignana 95, ocorrendo mudanga apenas na cadeia lateral pela substituicdo do
hidrogénio da hidroxila pela cadeia alquilica, por isto foram discutidos apenas os

sinais referentes a esta mudancga na cadeia.

A formacdo do composto 96 foi confirmada por RMN de 'H, pelo
aparecimento de trés sinais com 6 1,03; 1,85 e 3,97 ppm referentes aos H-12, H-11
e H-10 respectivamente. O H-12 (t, J= 8,0 Hz; 3H) aparece como um tripleto por ser
vizinho ao CH, que se encontra na posicao H-11. O H-11 apresenta deslocamento
muito préximo ao H-9’, aparecendo na mesma regido, sendo confirmada por sua
integral que foi igual a 5, referente aos 3H da metila do H-9’ e 2H do H-11. Ja o H-10
apareceu como um tripleto proximo da regido da metoxila por ter um atomo de
oxigénio e um CH, como vizinho. Outra informacao que confirmou a formacao do
produto foi a auséncia do sinal da hidroxila que no espectro do composto 95

aparecia com o= 5,62 ppm.
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As principais mudancas encontradas no espectro de RMN '*C foram o
aparecimento dos sinais com J = 10,39; 22,44 e 70,55 ppm relacionados aos C-12;
C-11 e C-10 respectivamente. No espectro de IV, o composto 96 mostra bandas
intensas na regido de 2962 cm referente ao grupo metil (C-12) da cadeia alifatica,
os estiramentos do O-CH,- (C-10) aparecem na regido de 2933 cm™ e o -CH,- (C-
11) em 2874 cm™. Foi observado por andlise de CG-EM o mesmo pico base que o
material de partida (95) mz= 326 (M*: 100), no entanto o Tr foi diferente, Tr= 33,46
min. Para todos os compostos alquilados o pico base foi o mesmo, variando-se
apenas o tempo de retencdo no qual foi empregada sempre a mesma rampa de
temperatura (100 °C/5 min/7 °C280°C/10 min).

O composto 97 apresentou Tr= 34,4 min. e pico base m/z= 326 referente ao
fragmento do material de partida, analisado por CG-EM. A analise do espectro RMN
de "H mostra o aparecimento de 3 sinais a mais quando comparado com o espectro
de seu material de partida 95, com o aparecimento dos sinais com 6= 1,73 e 1,77
ppm (H-13 e H-14), que se referem as duas metilas que apresentam o mesmo
ambiente quimico. O J= 4,58 ppm referente ao H-10 aparece como um dubleto largo
com Jyp,11= 8 Hz tendo um oxigénio e CH como vizinhanca e 6 = 5,51ppm referente
ao H-11 que aparece como um tripleto largo, vizinho a um CH,, apresenta uma
frequéncia mais baixa por estar ligado a um carbono sp® No espectro de RMN de
3C as metilas C-13 e C-14 apareceram em 18,37 e 25,82 ppm, o C-10 esta ligado a
um atomo de oxigénio, aparecendo em 65,78 ppm, os C-11 e C-12 por serem
carbonos sp? aparecem mais deslocados, com J§ = 119,93 e 137,58 ppm

respectivamente.

No espectro do composto 98 o sinal do H-13 apareceu junto ao sinal H-9’,
pois ambos sdo metilas terminais apresentando 6 = 1,79 ppm. O H-12 esta em um
carbono terminal sp? apresentando & = 4,59 ppm. O sinal referente ao H-10 e H-11
apareceram na regidao com J = 5,95 ppm junto com o H-8 pois apresentam
deslocamentos muito préximos. O espectro de RMN de '*C confirmou a formagao do
produto pelo aparecimento do pico com ¢ = 17,8 ppm referente ao C-13, uma metila
terminal, o C-10 que esta ligada a um atomo de oxigénio apresentou ¢ = 69,7 ppm e

os C-11 e C-12 se tratam de carbonos sp? apareceram na regido de &= 133,6 e
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113,3 respectivamente. O composto apresentou Tr= 33,8 min. por andlise no CG-EM

com pico base m/z= 191, diferente da massa do produto.

Analise por CG-EM do composto 99 forneceu um Tr= 42,7 min. e pico base de
326 (M': 100), sendo igual ao do material de partida (95), no entanto se diferencia
pelo Tr, cujo Tr= 18,28 min. aplicando as mesmas condicbes de rampa de

temperatura.

Avaliando-se o espectro de RMN de 'H pode-se observar o aparecimento de
um sinal com o= 0,88 ppm referente ao H-17 como um tripleto acoplando-se com um
J17.16= 8,0 Hz, os H-12 a H-16 da cadeia alquilica apareceram na regido de 1,25-1,46
ppm, o H-11 em & 1,8-1,94 ppm. O sinal de H-10, que tem como vizinhanca um
atomo de oxigénio, apareceu na regiao da metoxila com o= 3,99-4,03 ppm como um
multipleto. Os dados obtidos por RMN de ®*C confirmaram a formagéo do produto
pelo aparecimento dos picos da cadeia alquilica do C-10 ao C-17 na regiao entre
14,07 a 69,05 ppm.

O composto 100 teve sua estrutura confirmada por analises espectroscopicas,
apresentando Tr= 35 min. e pico base de 326 (*M: 100). No espectro de 'H, os
hidrogénios da cadeia alquilica saturada apareceram na regiao de o= 0,97 ppm (i,
3H, H-13), 1,48 ppm (dqg, H-11) e 1,82 ppm (sto, H-12) respectivamente. Apenas o
H-10 apareceu mais deslocado, devido a presenca de um atomo de oxigénio como
vizinho, com &= 4,01 ppm (t, 2H). No espectro de RMN de '*C observou-se o os C-
11, C-12 e C-13 na regido de o= 31,16; 19,16 e 13,85 ppm respectivamente, sendo

qgue o C-10 apareceu mais deslocado com = 68,71 ppm.

Nao foi possivel obter o composto 101 pela alquilagdo com brometo de
benzila, K.CO3; e acetona, nem com o emprego de uma base mais forte e um
aquecimento mais brando. Acredita-se que como o grupo benzil é volumoso, ha
efeito estérico deste grupo com a metoxila ligada ao carbono vizinho a hidroxila.

Foram observadas algumas evidéncias de formacao dos compostos 96 — 100
através da analise de IV (KBr), uma das principais caracteristicas observadas foram
a auséncia da banda intensa e larga que antes aparecia na regido 3445 cm™ para o
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composto 95 referente a hidroxila. As bandas entre 2849-2874 cm™ deve
corresponder a metoxila do grupo O-CHs. As bandas em torno 1683 cm’
corresponde ao C=C da cadeia alifatica, em 1598 e 1520 cm™' correspondem aos
aromaticos e préximos a 1264 cm™ é referente ao éter do anel de cinco membros. O
composto 96 apresentou banda intensa na regido de 2962 cm™ referente ao grupo
metil (C-12) da cadeia alifatica, os estiramentos do OCH,- (C-10) aparece na regiao
de 2933 cm” e 0 -CH,- (C-11) em 2874 cm™. Os estiramentos do C=C do grupo
prenil presente no composto 97 apareceu na regido de 1606 cm™' e as duas metilas
(C-13 e C-14) aparece na regido de 1365 cm™. Os carbonos -CH,- da cadeia
alifatica do grupo octil do composto 99 aparece na regido de 719 cm™, o composto

100 apresenta absor¢do na regido de 2927 cm™ referente & metila.

3.1.4 Oxidacao alilica da neolignana 95 com DDQ

1eq. DDQ, 1,4-dioxano
refluxo, 12h, 80%

2eq. DDQ, 1,4-dioxano <
refluxo, 24h a

Esquema 21 — Reagdes de oxidagdo do composto 95

Fez-se uma oxidagao alilica no composto 95 com 1 eq. de DDQ em 1,4-
dioxano sob refluxo durante 12 horas, obtendo-se o composto 102 com 80% de
rendimento (WANG & WEIN, 2006) (Esquema 21). A utilizacdo de um excesso de 2
eq. de DDQ e tempo reacional de 24 h sob refluxo ndo promoveu a formagao do
composto 103 esperado, como descrito na literatura (JUHASZ et al., 2000). Houve a
formacao apenas do composto 102, que foi obtido com um rendimento de 89 %, cuja
estrutura foi confirmada pela andlise espectroscépica de RMN de 'H pelo
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aparecimento de um dubleto referente ao H-9' na regiao de aldeidos com 6 = 9,66
ppm e Jg g= 8,0 Hz. Dados de CG-EM forneceram um Tr= 35,96 min, diferente do
material de partida, a m/z= 340 (M*: 100) calculado para CogH20O:s.

3.1.5 Reducao da cadeia alquilica da neolignana 95

Pd/C 10%, MeOH

CHO,NH,, M.O.
60°C, 2 min

OCH;
105 (98%)

Esquema 22 — Reacéao de hidrogenacédo do composto 95

Reagiu-se o composto 95 com 10 eq. de formiato de aménio e 0,1 eq. de
Pd/C em micro-ondas, com o intuito de obter o composto 104 pela reducao da dupla
ligacdo na cadeia alifatica. Através das andlises de RMN de 'H e '°C, pode-se
concluir que o produto formado foi 0 105 e ndo o esperado, a hidrogenacéo ocorreu
tanto na cadeia lateral como no anel de 5 membros, promovendo a ruptura e

formagao do composto 105 com 98% de rendimento (SILVA et al., 2011).

Os dados de RMN de 'H levou a confirmacéo da formagdo do composto 105
pelo aparecimento dos sinais do H-8’, H-7' e H-7 em uma regido de baixa frequéncia
com o= 1,58; 2,47-2,51 e 2,61-2,97 ppm respectivamente. Com a abertura do anel a
estrutura apresenta uma hidroxila livre a mais, apresentando assim dois sinais de
hidroxila em 8= 5,44 e 5,57 ppm. No RMN de '*C o desaparecimento do sinal com &

= 93,79 ppm do C-7’, como no do composto 95, levou-nos a deduzir que havia
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ocorrido a ruptura do anel. Os C-7’; C-8 e C-7 ppm apareceram em uma regiao de
baixa frequéncia com 6 = 42,78; 24,95 e 38,03 ppm respectivamente. No CG-EM o
Tr= 29,18 min com pico base m/z= 193 (M* : 100), e o sinal referente a massa do
composto apareceu com intensidade menor 330 (14%), calculado para calculado

para CooH2604.

3.2 Obtencao de anéis benzofuranos com esqueleto do tipo B

Para obter compostos benzofuranos com uma insaturagdo no anel de 5
membros foram empregadas duas metodologias diferentes, o acoplamento cruzado

de McMurry e o acoplamento cruzado de Sonogashira.

Figura 22 - Esqueleto benzofurano do tipo B

3.2.1 Reacoées de acoplamento de McMurry

As reacdoes de McMurry sado realizadas para gerar alcenos através do
homoacoplamento de aldeidos e cetonas. O acoplamento misto é viavel quando se
utiiza um dos reagentes em excesso e podem ser preparadas olefinas
estericamente impedidas ou com tensao de anel com bons rendimentos. As reacdes
intramoleculares sdao mais rapidas para formar anéis de 5 e 6 membros, do que
anéis de 8 ou mais e as condicdes reacionais nao toleram a presenca de grupos
funcionais facilmente redutiveis. Os aldeidos reagem mais rapido do que cetonas,
tanto que o acoplamento de dois aldeidos na presenca de uma cetona pode ser
quimiosseletivo. Os alcenos normalmente sdo formados com pobre
estereoseletividade, embora haja uma ligeira preferéncia de alcenos E (KURTI &

ANTUS, 2001).
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As reacbes se processam na presenca do Ti de baixa valéncia, isto € uma
mistura de Ti° e Ti" e a razdo destas espécies depende do seu modo de preparo

(solvente, temperatura, agente redutor, etc.) (Esquema 23).

S ©
[TilO OITi]
R Ri R ' Ri Ri Ry R2
1 -TiE0 A\
0 +0 Ti de baixa valéncia, —_— + —_—
R agente reduzido ‘ Ri R Ro
2 2 TiCl, ou TiCl, Ti_p?nacol Ro Rz R Ry
OWO Agente refiutor: Li, Na }/\)n ~[TiEO )/\)n
—— Mg, Zn, LiAlHy, Zn-Cu L— 3 R;—C—C—R, > _
R 1 R 1 - R ; - C—C~ Rz
n=1-69 (T Orri]

R = alquil, aril, H; R,= alquil, aril

Esquema 23 — Reacgédo de McMurry

O mecanismo deste tipo de reacdo ndao é muito claro, mas sabe-se que é
composto de duas etapas distintas, primeiro pela formacao do pinacol, seguido pela
desoxigenacao para formar o alceno. Recentes descobertas sugerem que a reacéo
envolve a formagdo de um carbeno ou um metal carbendide, passando pela
formacao oxititaniociclobutano (KURTI & ANTUS, 2001). A natureza dos
intermediarios é fortemente dependente da estrutura da carbonila do substrato e
condicdes reacionais, razdo pela qual a reacao é complicada e os rendimentos séo
dificeis de serem reproduzidos (Esquema 24).
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Esquema 24 — Mecanismo proposto para as reacoes de McMurry

Foram feitas vérias tentativas de se obter compostos através desta
metodologia, através do acoplamento entre dois aldeidos diferentes, utilizando-se

um deles com um pequeno excesso (Esquema 25).

//‘R4 (o] [o}
X — \ R
AN < A N X H AN
‘ = o \ / |:> ‘ I:> ‘ = + " \R4
Ra B / Z o Hs/ OH =
3

R

Esquema 25 — Retrossintese do esqueleto B empregando reacées de McMurry

Sabe-se que varios fatores afetam a reacdo, como: solvente, temperatura,
agente redutor e pureza dos reagentes. Os reagentes foram previamente purificados,
0 Zn° foi lavado com uma solugédo de HCI 0,1 M, em seguida com agua destilada e
éter, secou-se sob aquecimento e a vacuo. O TiCl, foi destilado, assim como o
salicilaldeido e o anisaldeido, o sistema reacional foi seco e flambado (DUAN et al.,
2006; DUAN et al., 2007). A reacao foi repetida varias vezes com diferentes tempos
reacionais de 3 h, 2 h, 1h e 0,5h. Em todas as reacdes observou-se a degradacgéao

do material de partida, obtendo-se o melhor rendimento quando o tempo empregado
40



Resultados e Discussdo

foi igual a 0,5 h (Esquema 26). Testou a reacdo com o composto 107, com as
mesmas condi¢cdes reacionais, no entanto a reacdao nao foi bem sucedida (Esquema
26).

OMe

Zn-TiCly, 0°C, THF i N
ta, 05h refluxo,

0 min
OCHj;

109 Ry= H (24%)
o, Me 1=
106 Ry= H 108 Ri=H (13%)

107 Ry= CI (A reagdo néo ocorreu)

110 Ry= H (7%)
OMe

Esquema 26 — Acoplamento de McMurry

A metodologia empregada para o acoplamento de McMurry foi repetida varias
vezes, no entanto nao foi possivel obter o produto de interesse com bons
rendimentos. Observou-se também que o tempo reacional é crucial na obtencao do
produto, pois com o aumento do tempo ocorre a formagao de varios subprodutos. Os
produtos foram obtidos a partir do reagente 106. Nao foi observada a formacao do
composto empregando o reagente 107. Os compostos 108 - 110 tiveram suas
estruturas analisadas por CG-EM, apresentando tempos de retencdo e massas
diferentes: Tr= 18,7 min e pico base 226 (M*; 100); Tr= 19,8 min e pico base de 212
(M*; 100), Tr= 21,8 min e pico base de 240 (M*; 100) respectivamente.

Analise de RMN de 'H confirmou a simetria do composto 110, formado pelo
homoacoplamento de duas unidades do anisaldeido, onde as duas metoxilas
apareceram como um singleto com d de 3,85 ppm referente aos 6 hidrogénios. Os
H-4 e H-4’ apareceram como um multipleto com Jde 6,85 ppm, os H-2, H-2', H-6, H-
6', H-7 e H-7" com dentre 7,04-7,13 ppm, os H-5 e H-5' também apareceram como
multipleto entre 7,2-7,3 ppm, confirmando assim a obtencdo do composto 110. Os
dados de RMN de 'H também forneceram evidéncias da formagao do composto 108,

principalmente pelo J 3,88 referente a 3H da metoxila, e § 5,05 referente a 1H da
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hidroxila ligada ao anel. O composto 109 teve sua estrutura confirmada apenas por
CG-EM.

Os compostos 108 e 109 que apresentam hidroxilas livres foram ciclizados
através da reacdo com K,COse |, em THF fornecendo os compostos benzofuranos
111 e 112 com rendimentos de 68 e 32 % respectivamente (DUAN et al., 2007)
(Esquema 27).

e > ¢
X THF, ta., th g
R R>
OH

Ri= H; R= OMe 108 ni= i e Ole 117 887
R1= OH,R2=H 109 1= ; Ro= (]

Esquema 27 — Ciclizacao dos composto 108 e 109

A ciclizagao foi confirmada por CG-EM, o composto 111 apresentou Tr= 20,1
min e pico base 224 (M*100), referente ao peso molecular do composto, que
apresenta dois hidrogénios a menos que o material de partida. Comparando-se o
espectro RMN de 'H do produto com o material de partida, observa-se o
desaparecimento do sinal em 5,24 ppm referente ao hidrogénio da hidroxila e pelo
desaparecimento do H-7’ devido a ciclizacdo. O composto 112 teve sua estrutura
confirmada apenas por CG-MS, apresentando Tr= 17,6 min e pico base de 210 (M";
100).

3.2.2 Reacao de acoplamento de Sonogashira

A reacdo de Sonogashira consiste no acoplamento cruzado entre haletos de
vinila ou arila com acetilenos terminal catalisado por complexos de paladio e co-
catalisado por sais de cobre (l). Esta reacao € uma potente ferramenta sintética para

a formacdo direta de ligacbes Csp>-Csp, dando origem a compostos acetilénicos
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(Esquema 28). O acoplamento é estereoespecifico e as informagdes
estereoquimicas dos substratos sao preservadas nos produtos. A ordem de
reatividade para os haletos de arila e vinila é | = OTf> Br>>ClI. A diferenca entre as
taxas de reacdo de iodetos e brometos permite o acoplamento seletivo com os
iodetos na presenga de brometos. Quase todos os grupos funcionais séo tolerados
nos substratos aromaticos e haletos de vinila. No entanto, alcinos conjugados com
grupos retiradores de elétrons (R, = CO.Me) fornecem produtos de adicao de

Michael e substratos propargilicos.

Pd° ou Pdnlligante Ry Ry
R——X + H———~R, > —
sal de Cu(I) / base / solvente Produto de
R, = aril, alcenil, heteroaril R, = H, aril, alquil, acoplamento
X =Cl Br, I, OTf alquenil, SiR;

Cat.: Pd(PPh3)2C12 ou Pd(PPh3)4
Sal de Cu(I): Cul ou CuBr

Base: Et,NH, Et3N, (i-Pr),NEt
Solvente:MeCN, THF, EtOAc

Esquema 28 — Acoplamento de Sonogashira

O mecanismo de acoplamento cruzado de Sonogashira é seguido pela
geracdo de uma espécie de Pd’ coordenativamente insaturado a partir da redugéo
do complexo de Pd" com o substrato alcino ou com adigcdo de um ligante fosfina. O
Pd° sofre adicdo oxidativa com o haleto de arila ou vinila, seguido de uma
transmetalacao pelo cobre (l)-acetileno. Uma eliminacéo redutiva leva ao produto de
acoplamento e regeneracgao do catalisador retornando ao o ciclo catalitico (Esquema
29).
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[base amina]H"X"
L, Pd(H)
adicdo
oxidativa transmetalacio
CuX base amina

— L,Pd?”

Complexos de PdV
(pré-catalisadores)

L, Pd(H)
\

eliminacio
(\ redutiva R>
Ri—=——R,

Produto de
acoplamento

Esquema 29 — Mecanismo de acoplamento cruzado de Sonogashira

Para a sintese de derivados benzofuranos empregando a reagdo de

Sonogashira planejou-se o acoplamento de fenilacetilenos com a-halofendis
(Esquema 30).

Re
PP
e o s P
// o O R, OH
Rs B » OH Re

Esquema 30 — Retrossintese do acoplamento de Sonogashira

Os iodofendis sdao mais reativos que os bromofendis, no entanto haviam
varios bromofenodis disponiveis no laboratério, por isso foram feitas tentativas de
acoplamento entre bromofendis e o acetileno, empregando-se diferentes condigdes

(AHMED & MORI, 2004; HU et al., 2004; KORADIN et al., 2003) (Esquema 31,
Tabela 5).
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o e SIS
Pd(PPhg)zClQ, Cul o /
©: i Ar, base, solvente' / + //
” SRS
114
113 A OH
115 116

Esquema 31 — Reacgéo de acoplamento de Sonogashira

Tabela 5 — Condic6es reacionais do acoplamento de Sonogashira empregando
Pdx(PPh3)Cl, e Cul.

Entrada Solvente Temperatura Te(r;:)p ° Base Re1n1d(.5(,%)
1 -- 78 °C 2 N-BuNH, 31
2 THF t.a. 2 EtsN 47
3 THF t.a. 4 EtsN 55
4 THF t.a. 6 EtsN 50
5* MeCN t.a. 24 EtsN 52

*Catalisador: Pdx(dba)s;

O composto obtido ndao foi o de interesse, mas o produto de
homoacoplamento do fenilacetileno. De acordo com os dados de RMN de 'H e
massa, pode-se confirmar a formacao do composto 116 (Figura 23).

3 2 2 3
A - 1 7 8 8 7' - ,
\ 7/ N\ /
5 6 6' 5
116

Figura 23 — Fenilacetileno (116) gerado pela reacao de Sonogashira

O espectro de CG-EM calculada para Ci¢H1o apresentou Tr = 26 min € mz=

202 (M*: 100). A auséncia do sinal em torno de 5,45 ppm referente a hidroxila, no
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espectro de RMN de 'H e o aparecimento de sinais apenas na regido dos
aromaticos com ¢ = 7,30 — 7,55 ppm, levou a conclusdo de que se tratava da

formacao do composto 116.

3.2.2.1 Preparacao dos iodetos

Devido ao insucesso com os bromofendis, foi necesséaria a preparacao dos
iodetos de arila para posterior realizacdo do acoplamento cruzado de Sonogashira.
Fez-se a iodacdo utilizando-se alguns fendis com diferentes substituintes na
presenca de iodeto de potassio, iodato de potassio em metanol e agua, adicionou-se
lentamente HCl(aq), fornecendo os iodetos (ADIMURTHY, 2003) (Esquema 32,
Tabela 6).

Ry R, | |
Kl, KIO3, HCI
H,0, MeOH, 2-3 h
OH OH OH

Rs

Esquema 32 — Reacdes de iodacao

Tabela 6 — lodofendis obtidos

Rendimento (%)

lodetos R, R> R3 R,

orto (a) para (b)
117 CHs H H CHj 37 61
118 H CH; H CH; 15 -
119 H H H NO; 44 22
120 H Br H OMe 24 --
121 H CH3 H NO; 93 --
122 H Cl H NO; 65 --
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Todos os compostos foram caracterizados por anélise de CG-EM e alguns por
RMN de "H. O composto 117 apresenta a posi¢do orto e para livre, podendo assim
ocorrer a iodacao nas duas posicoes, o que levou a formacédo dos compostos 117a e
117b com tempo de retencdo diferente, Tr= 12,3 min e 14,7 min respectivamente,
com pico base com m/z= 248 (M*100). Analise de RMN de 'H confirmou a iodagéo
do composto 117 em orto a hidroxila, pois apresentou dois hidrogénios aromaticos
vizinhos, gerando dois dubletos, um referente ao H-4 com dde 6,73 ppm e Js5= 8 Hz
e outro dubleto para o H-5 com 6 de 6,96 ppm e Js4= 8 Hz. Nao ha registro na
literatura do iodeto 117. O composto 117b ndo apresenta hidrogénios vizinhos no
anel, assim os H-2 e H-5 apareceram apenas como singletos com ¢ de 6,69 e o de

7,52 ppm respectivamente.

A iodacao do composto 118 forneceu apenas o produto 118a, apresentando
Tr= 12 min e pico base com m/z= 248 (M*100), analise de RMN de 'H confirmou a
iodacdo apresentando apenas dois hidrogénios aromaticos, referente ao H-3 (0 =
6,88 ppm, sl) e H-5 (6= 7,29 ppm, sl). Recuperou-se 47% do material de partida que

nao reagiu devido ao fato do reagente ser pouco soltuvel no solvente utilizado.

Os compostos 119a e 119b, formados pela iodacdo em orto e em para
respectivamente, apresentaram Tr= 14,3 min e Tr= 13,6 min e pico base m/z= 265
(M*100). Foi possivel recuperar 13% do material de partida.

O composto 120a foi caracterizado apenas por CG-EM apresentando Tr= 17,6
min e pico base com m/z= 328 (M*100), sendo seu peso molecular igual a 329 g/mol,
referente ao pico com intensidade de 91%. Recuperou-se 49% do material de

partida que permaneceu sem reagir.

Analise por CG-EM do composto 121a forneceu Tr = 15,7 min e pico base de
279 (M*; 100), referente a massa do produto, os dois hidrogénios aromaticos
apareceram com o mesmo deslocamento quimico, pois apresentam ambientes
quimicos muito semelhantes, aparecendo apenas um singleto largo na regiao dos

aromaticos com 87,91ppm referente aos H-3 e H-5.
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O composto 122a apresentou pico base referente a massa do produto, com
m/z= 299 (M*100) e Tr= 15,8 min. Andlise de RMN de 'H confirmou sua formacéo
pelo aparecimento de apenas um sinal na regido dos aromaticos referentes aos H-3
e H-5 que aparecem como um sl em 7,91 ppm.

3.2.2.2 ReacoOes de acoplamento

O acoplamento de Sonogashira foi aplicado aos iodofendis substituidos
obtidos contendo a hidroxila em orto em relacdo ao iodo. Os iodofendis foram
reagidos na presenca de fenilacetileno, empregando como catalisador 5 mol% de
PdCI>(PPh3). e 5 mol% de Cul em THF e EtsN (HU et al, 2003) (Esquema 33,
Tabela 7).

R, | % Ry
Pd(PPhs),Cly, Cul
. e 2 iy
Et;N, t.a., 2-4 h
OH

R;

Esquema 33 — Acoplamento de Sonogashira

Tabela 7 — Produtos do acoplamento cruzado de Sonogashira

Rendimento (%)
Acoplam. Ciclizado

117a CH; H CHs; 124(42) 125 (43)

Composto R; R> R;

118a H CHs CHs 126(99) 127 (0)
119a H H NO. 128(0) 129 (66)
120a H Br OMe 130(0) 131(12)
121a H CHs NO, 132(0) 133 (53)
122a H Cl NO., 134(0) 135(11)
123 H H H 136(0) 137 (49)
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Os produtos foram caracterizados por RMN de 'H, *C, CG-EM e IV. As
analises confirmaram a formacéao de alguns intermediarios de interesse, ocorrendo a
ciclizacao direta para a maioria dos compostos, devido ao emprego de um excesso
de 2,5 equivalentes de EtsN. Uma das hipbteses para justificar a formacgao direta do
produto de interesse é que na primeira etapa o papel da base € promover o
acoplamento de Sonogashira abstraindo um hidrogénio do alcino terminal, e em uma
segunda etapa o papel da base é ativar o nucledfilo, levando a formacao no anel
furano (DELL’ACQUA et al., 2011).

A reacdo de acoplamento do iodofenol 117a forneceu o produto 124
apresentando Tr= 19,3 min com pico base de 222 (M*; 100), referente a massa do
composto. Na analise de RMN de 'H as duas metilas apareceram como um singleto
cada, com 02,24 e 2,44 ppm, os H-4 (d) e H-5 (d) apareceram acoplando entre si
com J= 7,4 Hz cada. Os H-3’, H-4’ e H-5" apresentam um sinal em ¢ 7,36-7,4 ppm,
assim como os H-2’ e H-6’ que apareceram com 6 7,53-7,55 ppm. Os dados de RMN
de '3C confirmaram a formagdo do composto 124 pelo aparecimento de sinais com
o= 82,51 e 99,81 ppm referentes aos carbonos sp C-7 e C-7’ respectivamente. O
aparecimento de apenas um sinal na regido de 154,62 ppm referente ao C-1, Unico
carbono ligado a hidroxila, confirmou a formacao do produto 124, intermediario para
a obtencao do composto benzofurano.

No espectro de RMN de '*C do composto 125 observou-se a auséncia dos
sinais dos carbonos sp, que deveriam aparecer na regido de 80 a 100 ppm, €
também o aparecimento de dois sinais na regidao de 150 ppm referentes ao carbono
sp? ligado ao oxigénio para o C-1 em 8= 152,52 ppm e C-7’ com J= 155,71 ppm,

confirmando assim a formacao do composto 125 ciclizado.

No acoplamento do composto 118a com o fenilacetiieno ndo ocorreu a
ciclizacao direta, formou apenas o intermediario 126, que apresentou Tr= 19,6 min e
pico base de 222 (M*; 100). Anéalise de RMN de *C confirmou a formagdo do
produto pelo aparecimento dos picos na regido de 80 a 100 ppm referente aos

carbonos sp, com o= 83,69 ppm para o C-7 e 6= 95,66 ppm para o C-7. O
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aparecimento de apenas um pico com ¢ 152 ppm (regiao C-O) referente ao C-1

também foi um indicativo da formag&o do intermediario 126.

Nao foi observada a formagcdo do composto 127. A reacdo de acoplamento
dos iodetos 119a - 122a e 123 forneceram apenas os produtos de ciclizacdo direta

sem a formacao do intermediario.

O produto ciclizado 129 foi obtido com rendimento de 66%, sendo recuperado
todo o material de partida que nao reagiu. Andlise de CG-MS forneceu o Tr= 22,4
min e pico base de 239 (M*; 100). A estrutura do composto foi confirmada por RMN
de '*C, onde o C-7 do anel benzofurano apareceu com & 100,75 ppm e os dois
carbonos ligados ao oxigénio apareceram com o6 146, 8 ppm (C-1) e 6 158,53 ppm
(C-7).

O composto benzofurano 131 foi obtido com rendimento baixo de 12%, o
restante do iodeto permaneceu sem reagir, sendo possivel assim, sua recuperacao.
A reacdo de Sonogashira tolera uma variedade de grupos reacionais, por isto o
baixo rendimento ndo deveria estar relacionado com a presenca de um grupo
doador de elétrons, como a metoxila, o que de fato ocorreu. O composto 131
apresentou Tr=23 min e pico base de 152 (M*; 100), o pico referente a massa do
composto com a perda de um hidrogénio (302) apareceu com uma intensidade
relativa de 77%. Os principais dados de RMN de "*C que confirmou a formagcéao da
benzofurana foi a auséncia de sinais de C sp na regido de 70 — 95 ppm e pelo
aparecimento de dois sinais na regido de C-O com 6 143,03 e 157,06 ppm referente

aos C-1 e C-7’ respectivamente.

O Tr do composto 133 foi de 23,3 min e pico base 253 (M*; 100), referente ao
peso molecular do composto. Anélise de RMN de "H n&o forneceu dados suficientes
para diferenciar se havia ocorrido a formacao do intermediario 132 ou do produto de
interesse 133. Analise de RMN de '3C confirmou a formacgéo do composto 133 pela
auséncia de sinais de C sp na regido de 70 — 95 ppm, e pelo aparecimento dos
sinais com J 145,36 ppm (C-1) e 158,59 ppm (C-7’), indicando a formagédo do

produto ciclizado.
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A reacdo de Sonogashira do composto 122a promoveu a ciclizagao direta,
fornecendo o produto 135 de interesse com 11% de rendimento. O composto
apresentou Tr de 24,2 min e pico base de 273 (M"; 100), correspondendo ao peso
molecular do composto. No RMN de '3C a auséncia de sinais na regido de carbonos
sp e presenca de dois sinais na regidao de C-O com ¢§ 145,45 e 160,08 ppm
referentes aos carbonos C-1 e C-7’ respectivamente confirmou a formacédo do
composto 135.

Como o iodo fenol 123, ja era disponivel em nosso laboratério, foi feito o
acoplamento de Sonogashira, fornecendo apenas a benzofurana 137 como produto,
no qual apresentou m/z= 194 (M*: 100) calculado para Ci4H10O e Tr = 17,3 min. Na
analise de RMN de 'H o H-7 do anel benzofurano apareceu como um dubleto
pequeno referente ao acoplamento meta com o H-3 com 67,03 e J= 0, 78 Hz. Os
dados de RMN de 'C confirmaram a formacdo do produto ciclizado (137), pela
auséncia de carbonos sp e pelo aparecimento de dois picos em 154,92 ppm (C-1) e
155,95 ppm (C-7’).

Os compostos 124 — 127, 129, 131 e 133 sdo compostos inéditos, ndo ha
nenhum relato na literatura sobre a obtencéo destas estruturas.

O composto 126 foi o Unico que nao sofreu ciclizacdo direta através das
condicOes reacionais empregadas, assim, através da reacdo com TBAF o composto
foi ciclizado fornecendo o produto 127 com rendimento de 96% (FIANDANESE et al.,
2011) (Esquema 34).

= \
TBAF, THF .
60°C, 2 h, 96% 5

OH

126 127

Esquema 34 — Ciclizacao com TBAF
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Uma das evidéncias observadas para a formagéo do composto 127 por RMN
de 'H foi o desaparecimento do sinal com & = 5,8 ppm referente ao hidrogénio da
hidroxila. A ciclizagdo do composto foi confirmado por RMN de °C pela auséncia de
sinais na regiao de carbonos sp e pelo aparecimento de dois sinais referentes a
ligacdo C-O dos C-1 e C-7’ aparecendo com J = 152,36 e 155,6 respectivamente.
Outra evidéncia da formacao do composto 127 foi pela analise de CG-EM, onde o
composto apresentou Tr maior que o material de partida (126), apresentando Tr=
22,4 min e pico base igual ao ion molecular de 222 (M*; 100).

3.3 Obtencao de anéis benzofuranos com esqueleto do tipo C

Foram obtidos alguns compostos benzofuranos contendo anel lacténico pela
reacao de Wittig-Horner. Primeiramente foi necessario preparar o reagente fosfonato,
pela reacdo do 2-carboxibenzaldeido com dimetilfosfito, seguida pela reacdo do
fosfonato gerado, com alguns benzaldeidos substituidos, que através da reacao de
Wittig-Horner leva aos produtos de interesse (NAPOLITANO et al., 1985) (Esquema
35).

(¢}
I O/
N H
o}
+ Rs
o
o
AN H
OH III"//,
R/ Z H/ l “IoMe
6
o} OMe

Esquema 35 — Retrossintese da reacao de Wittig-Horner
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A preparacao do fosfonato foi feita pela reacdo 2-carboxibenzaldeido (138) e
dimetilfosfito na presenca do metdxido de sddio, seguida pela adicdo do &cido
metanossulfénico, levando a formacdo do fosfonato com rendimento de 99%
(Esquema 36) (NAPOLITANO et al., 1985).

0 o]
P—O
H Na*[OP*(OCHs),] \o/

OH MeOH, t.a., 0,5h,
HyCSO3H, 99%

138
Esquema 36 - Preparacgao do fosfonato 139

A proposta mecanistica encontra-se no Esquema 37. O dimetilfosfito na
presenca de metdxido de sodio gera a fosforana, intermedidrio muito reativo e
instavel, que ataca a carbonila do aldeido formando o intermediario que sofre

ciclizacao na presenca do acido metano sulfénico.

*Na O \ I\QieMe

PSR

o
p

MeO'Na* H

O—-‘U—O

"’OMe MeO'
e
Me

—OMe

H H20

o
0]

Esquema 37 — Mecanismo proposto para a obtengéo do fosfonato

O Tr da mistura dos isémeros do composto 139 foi de 5,9 e 6,12 min com pico
base 133 (M*; 100), o pico é referente ao fragmento CgHsO.. Foi feito andlise de

RMN de 'H confirmando a formacéo do fosfonato 139, os sinais apareceram todos
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dobrados por causa da presenca do fosforo. Assim as duas metoxila apareceram
com o= 3,60 e 3,93 ppm aparecendo como um dubleto com J= 12 Hz, 0 H-7 do anel
de 5 membros também apareceu com seu sinal duplicado por causa do fosforo, com
o= 5,71-5,74 ppm (d, J= 12 Hz). Os quatro hidrogénios do anel aromatico

apareceram na regiao de 7,59 -7,97 ppm.

Apbés a obtencdo do composto 139 preparou-se alguns benzofuranos
contendo um anel lacténico pela reacao do fosfonato 139 com alguns benzaldeidos
substituidos na presenca de NaH, obtendo-se os produtos de interesse com
rendimento de 67-99% (NAPOLITANO et al., 1985) (Esquema 38, Tabela 8).

| 0
P—OMe 5
5 OMe 1 NaH, THF;
=
+ CH,COOH:H,0
\ Rj R,

Esquema 38 — Obtencao de compostos contendo o esqueleto C

Tabela 8 — Obtencao de compostos contendo anel lactdnico

Tempo _ Rendimento (%)
(h) Z E Global

Composto R; R- R; R,

140 “O-CH»O- H H 93 76 20 96
141 H H OMe H 20 98 1 99
142 OMe OMe H OMe 3 54 37 97
143 H F  Br H 4 98 1 99
144 H F H H 4 89 - 69
145 H H NO, H 26 35 32 67

* Rendimentos isolados
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O isbmero 140Z foi separado por cromatografia em coluna e sua pureza foi
determinada por CG com Tr= 30,6 min e rampa de 100/5/7/280/6 (Figura 24).

x1,000,000)
2. “TIC

1.9 |

0.5 |

Figura 24 - Pureza do isdmero 140Z determinada por CG.

O isbmero 140E foi obtido contendo uma impureza que nao foi possivel
separar por cromatografia em coluna, pois apresentava o mesmo RF do produto. No
entanto verificou-se no CG-EM que esta impureza ndo se tratava do isébmero 140Z,
pois apresentou pico base com m/z= 163 com Tr= 26,8 min e o produto 140E

apresentou Tr=28,1 min com m/z= 266 referente ao ion molecular do composto
(Figura 25).

(x1,000,000)
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Figura 25 — Composto 140E contendo impureza

Os compostos foram analisados por RMN de 'H e alguns por RMN de '°C.

Todos tiveram sua pureza determinada por CG. A estereoquimica do isémero obtido
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com maior rendimento foi determinada por NOE através da irradiacdo do hidrogénio
vinilico H-77 com o= 6,35 ppm, verificando assim a interagdo espacial deste
hidrogénio com os hidrogénios vizinhos. Foram observados os sinais referentes aos
H-2’, H-6’ e H-5 com ¢= 7,21-7,23; 7,50-7,54 e 7,68-7,94 ppm, confirmando assim a

configuragdo Z do isdmero obtido com maior rendimento (1402) (Figura 26).

Figura 26 — Determinacéo da configuracdo Zdo composto 1402

O composto 141 apresentou Tr= 28,43 min e pico base referente ao ion
molecular do composto CisH12O3 com m/z= 252. A estereoquimica do composto
também foi determinada por NOE através da irradiagdo do H-7’, observando-se
assim a correlacdo do H-7’com os H-2’, H-6’e H-5 que apresentam & 7,41-7,43 e
7,93-7,95 ppm respectivamente, levando a informagédo de que a estereoquimica do
composto obtido com maior rendimento, de 98% é a Ztambém (1412).

O composto 142 foi obtido na forma de mistura dos isbmeros Z e E, tentou-se
separar varias vezes por purificagdo em coluna empregando diferentes gradientes
de solvente, mas nao foi possivel. A mistura dos isémeros do composto 142
apresentou Tr= 31,13 e 33,7 min, sendo o pico base o ion molecular, com m/z= 312
para CisHigO0s. O espectro de RMN de 'H apresentou varios sinais na regido da
metoxila, cuja integral correspondeu aos 9 hidrogénios dos 3 grupos OMe ligados ao
anel aromético com 6 = 3,81 — 3,97 ppm, os H-7’ e H-5’apareceram com ¢ = 6,54-
6,61 e 6,87-7,02 ppm e os 5 hidrogénios aromaticos restantes apareceram com J =
7,48-7,93 ppm. Como nao se separou os isbmeros Z e E, eles apareceram no

espectro de RMN de '*C com sinais dobrados, mas deslocamentos muito préximos,
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ao invés de aparecer 3 picos na regido da metoxila apareceram 6 e assim se
prosseguiu para os demais sinais da molécula, coincidindo apenas o C-2’, C-7" e o
C-7 com 6= 100,76; 109,35 e 167,22 ppm respectivamente.

Os isdbmeros 143Z e 143E foram separados por cromatografia em coluna,
apresentando Tr= 29,53 e 27,3 min respectivamente. No espectro de massa o pico
base apresentou m/z= 183 (M*; 100), o ion molecular apresentou intensidade um
pouco menor que o pico base. No espectro de RMN de 'H o H-7 ligado a um
carbono sp? apareceu como um singleto com &= 6,31 ppm, os outros sinais sairam
na regido dos aromaticos. No espectro de RMN de '3C, o sinal do carbono ligado ao
fldor apareceu duplicado, referente ao C-4° com 6 = 157,42 e 159,91 ppm, o C-5’
ligado ao bromo apareceu com 6 = 104,31 ppm e o C-7 ligado diretamente a

carbonila apareceu com 6= 166,6 ppm.

A purificacdo do composto 144 forneceu dois produtos puros, acreditava-se
que se tratava dos isbmeros Z/E. Através da analise por CG-EM observou-se Tr= 25
min e pico base com m/z= 240, referente ao ion molecular. O outro composto
apresentou Tr= 29,3 min e m/z= 318, maior do que a massa do composto 144,
confirmando a formacdo de apenas um dos isdmeros. Sua estrutura foi confirmada
por RMN de 'H, o H-7’ apresentou &= 6,40 ppm e os H-3' e H-5' vizinhos ao carbono
ligado ao fllor apareceram com mesmos ¢ = 7,09-7,13 ppm. No espectro de RMN de
3G 0 C-7" apresentou 6= 105,82 ppm, os carbonos vizinhos ao carbono ligado ao
flaor C-3’ e C-5" apresentaram 6 = 115,71 e 115,94 ppm respectivamente, o C-4’
ligado ao fluor apareceu duplicado com = 161,25 e 166,94 ppm.

Nao foi possivel separar os isdmeros do composto 145, sendo observada a
proporcéo dos isébmeros de 1 : 1,1 por CG-EM. Acredita-se que o isdbmero em maior
quantidade seja o 145Z, assim como para todos o0s outros compostos, pois o
isbmero Z encontra-se menos impedido estericamente do que o isémero E. O
composto 145 apresentou Tr= 29,3 e 31,39 min, sendo este ultimo mais intenso
referente ao Tr= 31,39. O EM confirmou a formacéao do composto pelo aparecimento
de um dos fragmentos do composto CisHgO4N com m/z= 267. Tentou-se solubilizar

0 composto em varios solventes para fazer o espectro de RMN de 'H, mas o
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composto nado foi soluvel em nenhum dos solventes deuterados disponiveis no
laboratério, como metanol-D4, cloroférmio-D1, acetona-D6, DMSO-D6 e acetonitrila-
D3.

3.4 Obtencao de compostos benzo[b]furanos do tipo D e seus derivados

Os compostos benzo[b]furanos do tipo D foram obtidos em uma etapa
reacional, através da condensacdo entre 2-hidroxiacetofenona substituidas com
bromoacetofenona, na presenca de K.CO; ou KOH (ROMAGNOLI et al., 2009)
(Esquema 39).

Esquema 39 — Retrossintese da obtencao do esqueleto D

Foram empregados duas condigdes reacionais, na primeira foi empregado
K>CO3; em acetona sob refluxo para a obtencao dos compostos 152 — 154. Para os
compostos 155 e 156 foram empregados KOH em DMF/Tolueno na proporcao de
1:1, fornecendo os produtos com um menor tempo reacional (Esquema 40, Tabela
9).

(0]
R, 0 R2
+ Br base, solvente - O \ O
OH refluxo (o}
R, R+ ©
146-150 151

Esquema 40 — Obtencao dos compostos benzo[b]furanos
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Tabela 9 — Condi¢des reacionais dos compostos benzofuranos obtidos por

condensagao
Composto R, R, Te(TI:)PO Renc:ci;.r;ento
152 H H 24 31
153 H OMe 9 16
154 NO, Me 16 95
155 H F 0,5 83
156 NO, ClI 0,5 46

Os compostos 152 e 153 apresentaram Tr= 23,57 e 27,37 min, para o
composto 152 o ion molecular apareceu com m/z= 236 calculado para CigH1202. O

composto 153 apresentou o pico base com m/z= 265 calculado para C17H140s.

Anélise de RMN de 'H do composto 154 apresentou dois singletos com & =
2,58 e 2,69 ppm referentes as duas metilas da posicao H-8 e H-9, todos os outros
sinais e integrais corresponderam ao esperado. Nos dados obtidos da anadlise de
RMN de '3C, as metilas se encontram em §= 9,9 e 21,14 ppm, referentes aos C-8 e
C-9 respectivamente, o C-3 ligado ao grupo nitro apresentou 6 = 133,01 ppm, ja os
carbonos ligados ao atomo de oxigénio apareceram em um campo de J = 144,49;
150,18 e 184,58 ppm referente aos C-8, C-2 e C-7’respectivamente, 0 que nos
levou a elucidagcéo do composto 154, ndo sendo possivel obter seu EM.

Os compostos 155 e 156 apresentaram no espectro de CG-EM Tr= 23,34 e
30,4 min respectivamente. O composto 155 apresentou pico base com m/z = 253
calculado para C1sH11O2F, 0 pico do ion molecular do composto 156 com m/z = 315
calculado para CiH10O4sNCl apareceu com intensidade baixa. A estrutura do
composto 155 foi confirmado pela analise do espectro de RMN de '*C, a metila C-8
apareceu com J = 9,9 ppm, os carbonos C-8’; C-2 e C-7’ ligados ao atomo de

oxigénio apareceram com ¢ = 149,13; 154,19 e 185,32 ppm respectivamente, a
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presenca do atomo de fltor ligado ao C-5 teve seu sinal duplicado com 6= 161,93 e
164,40 ppm.

A estrutura do composto 156 foi confirmada pela analise do espectro de RMN
de 'H, a metila H-8 apareceu com & = 2,7 ppm, os H-3', H-4 e H-5 apareceram
como um multipleto com ¢ = 7,56-7,66 ppm, o H-6 com 6 = 7,97-8,0 ppm e o0s H-2’,
H-6’ e H-4 com ¢ = 8,29-8,32 ppm.

3.5 Ensaios biolégicos

3.5.1 Atividade frente as formas epimastigotas de cepas Y do

Trypanosoma cruzi e promastigotas de Leishmania amazonensis

Alguns dos compostos benzofuranicos sintetizados foram enviados para
testes de atividade antiparasitaria frente as formas epimastigotas e tripomastigotas
de Trypanosoma cruzi e promastigotas de L. amazonensis. A leishmaniose € uma
doenca crénica, de manifestagcdo cutdnea ou visceral, transmitido ao homem pela
picada de mosquitos flebotomineos do género Leishmania, pertencente a uma das
30 espécies do género Phlebotomus e Lutzomya. A leishmania ainda nao apresenta
tratamento adequado, por isso o interesse em pesquisar compostos ativos.

Alguns dos compostos testados mostraram atividade promissora (Tabela 10).
Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo em relagdo ao
controle. A concentragdo inibitéria de 50% (ICsp) foi determinada por regressao
logaritmica dos dados obtidos (REX et al., 2008).
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Tabela 10 — Atividade das neolignanas frente as formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi.

Epimastigota Tripomastigota
Compostos CCs (uM)
ICs0 (LM) ECso (UM)

95 39,5+4,3 850 -

96 55 + 3,1 -- >271

98 245+55 740 -

99 > 228,2 - -

102 32,5+8,5 69 -
Benzonidazol 24,3 -- -

(--) nao foi testado

Dentre as cinco neolignanas testadas (95, 96, 98, 99 e 102) frente as formas
epimastigota do T. cruzi, a neolignana 98 demonstrou ser a mais ativa, com
atividade muito proxima ao padrao utilizado. A insercao da funcéo aldeido na cadeia
alifatica do composto 95 contribui na melhora da atividade do composto 102. No
entanto a substituicdo da hidroxila livre do composto 95 com um grupo buteno, como
em 98, foi o composto mais ativo, sugerindo que as modificacoes realizadas nestas
duas posicdes do composto 95, pode contribuir significantemente para a melhoria da
atividade tripanocida. Os compostos apresentaram baixa citotoxicidade sobre as
células LLCMK:; e foram inativos frente as formas tripomastigotas de T. cruzi.
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Tabela 11 - Atividade das neolignanas frente as formas promastigota de L.

amazonensis.

Promastigota

Compostos
1Cs0 (1M)
95 25,6 +4,9
96 8,68 + 0,5
98 15,0+ 1,5
99 20,3 +5,5
102 14,1 + 3,3

Todos os compostos testados apresentaram boa atividade frente a forma
promastigota da L. amazonensis. Os compostos mais ativos foram 96, 98 e 102,
todos derivados do composto 95, as modificacdes estruturais contribuiram com o
aumento da atividade leishmanicida para todos os compostos testados. A insercao
de uma cadeia alquilica saturada contendo 3 carbonos foi o grupo mais eficiente no
aumento da atividade com um ICsy = 8,68 UM para o composto 96. Uma das
relagdes observadas é que conforme foi aumentando o tamanho da cadeia alifatica
diminui a atividade antileishmania, como o composto 98 contendo 4 carbonos na
cadeia lateral com ICso= 15,0 uM e o composto 99 contendo 8 carbonos na cadeia
lateral com 1Csp = 20,3 uM. A oxidacdo do composto 95 contribui também com o
aumento da atividade, sendo o comosto 102 mais ativo do que o composto alquilado
contendo 4 carbonos, s6 nao foi mais ativo do que o composto 96, obtido pela
insercao de 3 carbonos na cadeia lateral, alterando a fungéo alcool para éter.
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Tabela 12 - Atividade dos compostos benzofuranos testados frente as formas
epimastigotas e tripomastigota de T. cruzi e promastigotas de L. amazonensis.

Epimastigota

Tripomastigota

Promastigota

Compostos

1Cs0 (UM) ICs0 (UM) ICs0 (uM)
111 100 + 1,4 393 +12,8 44 + 4,7
112 180 + 1,3 inativo 143 + 4,6
127 96 + 0,3 278+ 0,4 80 + 0,5
129 72412 >418 10+0,2
131 5320 inativo 59 + 3,7
133 190 + 0,8 inativo 30,7+0,2
135 >360 inativo -
137 S514 >514 72 +2,7
1402 >370 -- 311 +1,4
140E 210 + 4,3 - 25+ 3,1
14127 50 + 3,3 >396 47,9+ 7,9
142 230 + 2,6 inativo -
1437 5313 inativo -
1447 416 inativo -
145 >374 inativo -
154 >338 inativo -

Os compostos benzofuranos

(--) ndo foi testado

tripanocida que as neolignanas.

testados apresentaram menor

Dos compostos testados frente

atividade

a forma

epimastigota de T. cruzi, contendo o esqueleto B (111 - 137), o mais ativo foi o
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composto 129 contendo um grupo nitro. Dos compostos testados contendo o
esqueleto C (140 - 145), o mais ativo foi o composto 141 contendo apenas uma
metoxila na estrutura, quando se aumentou o numero de substituintes contendo
metoxila o composto perdeu atividade tripanocida frente as formas epimastigota de T.
cruzi. Apenas um composto (154) contendo o esqueleto D foi testado, no entanto ele
foi inativo. Dentre todos os esqueletos benzofuranos, o mais ativo frente a forma
epimastigota de T. cruzi foi o composto 141. Frente as formas tripomastigotas todos

0s compostos testados apresentaram ICso >100 uM ou foram inativos.

Ja em relagdo a atividade leishmanicida contra as formas promastigotas,
alguns compostos benzofuranos apresentaram interessantes atividades. Os
compostos mais ativos em ordem decrescente de atividade foram 129, 140E, 133, e
111, com ICso = 10; 25; 30,7 e 44 pyM respectivamente. Dentre os compostos
contendo o esqueleto B, o mais ativo foi o composto 129, contendo apenas um
substituinte nitro em orto em relacdo ao atomo de oxigénio. Quando se acrescentou
substituintes em para em relacdo ao atomo de oxigénio, como em 133 pela insercéo
de uma metila a atividade diminui. Quando o substituinte em para foi um atomo de
cloro (135), o composto perdeu atividade.

Os compostos contendo o esqueleto C também apresentaram interessantes
atividades frente as formas promastigotas de L. amozonensis. Dentre eles o
composto 140E com ICsy = 25 uM foi o mais ativo, contendo o grupo metilenodioxi
como substituinte, seu isdmero 140Z foi bem menos ativo, com 1Csp = 311 pM. O
segundo composto mais ativo contendo esqueleto C, foi o 141 com uma metoxila
como substituinte (ICsp = 47 uM), a adicdo de outras metoxilas fez com que o
composto perdesse a atividade.

3.5.2 Ensaio bioquimico com a enzima gGAPDH do Trypanosoma cruzi

Os compostos 95-96, 98-99, 102, 111-112, 129, 131, 133, 135 e 137 foram
testados frente a enzima gGAPDH do T. cruzi, no entanto nenhum dos compostos

apresentou atividade. Como alguns compostos apresentaram boa atividade
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tripanocida in vitro, mecanismo de acdo nao se passa pela inibicdo desta enzima do

parasita.

3.5.3 Atividade frente a tuberculose

A fim de se obter mais informacdes sobre a atividade biolégica dos compostos
sintetizados, os mesmos foram submetidos ao ensaio frente ao bacilo de Koch,

Mycobacterium tuberculosis.

Tabela 13 — Atividade das neolignanas frente a M. tuberculosis

Compostos CIM (ag/mL)

95 >250
96 125
98 31,25
99 --
102 31,25
105 31,25

Isoniazida 0,02

(--) ndo foi testado

Os compostos sao considerados ativos, quando a CIM < 64 ug/mL (HIGUCHI
et al, 2008). Das cinco neolignanas testadas, a 98, 102 e 105 apresentaram
atividade frente a tuberculose. Com relagdo aos substituintes da cadeia lateral ligado
ao atomo de oxigénio, o composto contendo uma insaturacao foi o mais ativo, com
CIM = 31,25 ug/mL, os compostos oxidado (102) e hidrogenado com uma ruptura no

anel de 5 membros (105) também foram ativos.
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Tabela 14 - Ensaio dos compostos benzofuranos frente a M. tuberculosis

Compostos CIM (pg/mL)
111 31,25
112 125
125 --
127 31,25
129 15,12
131 -
133 >250
135 >250
137 125

Isoniazida 0,02

(--) nao foi testado

Dos compostos benzofuranos testados, apenas o0s compostos com o
esqueleto B foram ativos frenta a tuberculose. Os compostos testados com
esqueleto C e D foram inativos (140Z, 141 — 145 e 154), com CIM= >250 pg/mL. Dos
quinze compostos benzofuranicos testados, trés apresentaram atividade frente a M.
tuberculosis. O composto 129 contendo um grupo nitro no anel aromatico foi 0 mais
ativo, com CIM = 15,12 pg/mL. O composto 111 contendo uma metoxila no anel
aromatico, e o composto 127 com duas metilas no anel aromatico apresentaram CIM
= 31,25 pg/mL.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram obtidos oito neolignanas, sendo 5 inéditas, obtidas por
reacoes de alquilagcdo, oxidacdo e reducdo do composto 95. Foram obtidos 2
compostos benzofuranos pelo acoplamento de McMurry e 7 compostos, sendo 5
inéditos pelo acoplamento de Sonogashira. As reacdes de acoplamento de
Sonogashira foram mais eficientes na obtencdo de anéis benzofuranicos, além do
seu preparo ser mais simples, necessita apenas de agitacdo a temperatura ambiente.
O cuidado que se preza e determina a eficiéncia do catalisador é a atmosfera inerte,
enquanto que nas reacoes de McMurry ha varios fatores que diminuem a eficiéncia
da reacdo, todos os reagentes devem estar extremamente puros e secos, €
realizada a baixa temperatura, seguida de aquecimento sob atmosfera inerte.

Os 6 compostos benzofuranos contendo anel lactdénico, sendo um composto
inédito, foram preparados pela reacdo de Wittig-Horner. Foram obtidos mais 5
compostos benzofuranos, sendo 3 inéditos, pela condensacdo de 2-

hidroxiacetofenona substituidas com bromoacetofenona.

Alguns dos compostos sintetizados mostraram inibicdo da proliferacao de
formas infectantes do T. cruzi. A neolignana 98 foi o composto mais ativo frente as
formas epimastigotas e apresentou baixa citotoxicidade sobre as células LLCMK..
Nenhum dos compostos testados apresentou atividade frente as formas
tripomastigotas do T. cruzi e frente a enzima gGAPDH do T. cruzi. Alguns
compostos, como o 96 e 129, apresentaram boa atividade frente as formas
promastigotas de L. amazonensis, e o composto 129 o mais ativo frente a M.

tuberculosis.

Com base nos dados obtidos em geral as neolignanas demonstraram ser
mais ativas do que seus analogos contendo os esqueletos B, C ou D. um grupo
benzofurano. Dos compostos contendo o esqueleto B o que mais se destacou com
interessantes atividades frente a maioria dos ensaios também foi o composto 129

contendo apenas um grupo nitro como substituinte.
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5. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.1 Materiais e equipamentos utilizados

As analises de RMN de 'H a 200 e 400 MHz e RMN de °C a 50 e 100 MHz
foram registradas em um espectrdmetro Bruker AC-200 e Bruker Avance DRX 400
MHz, respectivamente. Os deslocamentos quimicos foram expressos em & (ppm) e
as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Os espectros de absorcao na regido do infravermelho (IV) foram registrados
em espectrofotbmetro Bomem modelo M102 com transformada de Fourier e
calibracao interna. As amostras foram maceradas em KBr e prensadas de forma a
gerar as pastilhas utilizadas na obtencao dos espectros de absorcdo. A quantidade
utilizada de composto foi de 1% em relacdo a massa da pastilha. As absorcdes

foram expressas em nimero de onda (cm™).

Os espectros de massas (EM) foram registrados em um cromatdgrafo em
fase gasosa acoplado a um espectrdmetro de massas modelo EM QP5000 da

Shimadzu.

As colunas cromatogréficas flash foram feitas utilizando silica gel 60, 230-400
mesh ASTM Merck.

As analises cromatograficas em camada delgada foram efetuadas
empregando-se as placas comerciais Riedel-de Haén (60 F 254) da Aldrich, as quais
foram reveladas em luz ultravioleta (254 nm) e solugéo de vanilina em acido sulfurico

e etanol (vanilina 6% m/v, 4% de acido sulfarico e 10% de agua, v/v em etanol).

As reacbes empregando o forno micro-ondas foram realizadas no aparelho
Discovery®- CEM.

O banho de ultrassom utilizado foi um Branson modelo 1510.
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5.2 Isomerizacao do eugenol (93) a isoeugenol (94)

Em um baldo de duas bocas adaptado a um sistema de refluxo adicionou-se
1-pentanol (2,2 mL) e KOH (0,751 g; 13,42 mmol), deixou-se agitando sob
aquecimento até atingir 170 °C, esta temperatura foi mantida e adicionou-se o
eugenol (0,500 g; 3,05 mmol). Apdés 10 horas de reacdo resfriou-se o sistema
reacional a temperatura ambiente para posterior neutralizacdo com H>SO, diluido,
fez-se 3 particbes com acetato de etila (100 mL), secou com MgSQy, filirou e
evaporou o solvente sob pressao reduzida. O material organico foi analisado por CG
e RMN de "H. O composto 94 foi obtido com 98% de rendimento (0,490 g; 3 mmol)

na forma de mistura dos isbmeros Z.E, na proporcao de 1:2 respectivamente.

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 51,85 (dd, J=8 Hz e J=2 Hz; 3H, H-9); 3,86 (s,
3H, OMe); 5,13 (sl, 1H, OH); 6,06 (gto, J= 16 Hz; 1H, H-8); 6,31 (dd, J=8 Hz e J=2
Hz; 1H, H-7); 6,82-6,91 (m, 3H, H-Ar).

EM, mz (%): 94Z (Tr= 6,4 min) e 94E (Tr= 7,0 min); 164 (M*; 100), 149 (39),
131 (27), 121 (19), 103 (34), 91 (30), 77 (42), 55 (44), 51 (18).

5.3 Sintese da neolignana (+)-3,5’-dimetoxi-4-hidroxi-4’,7-epoxi-8,3’-

neolignana-7’-eno (95)

Em uma solucédo do composto 94 (0,500 g; 3,04 mmol) em diclorometano (10
mL), foi gotejada uma solucéo de IDA (0,303 g; 0,94 mmol) em diclorometano (12
mL) durante 3h a temperatura ambiente sob agitacao, a reacao foi mantida por 48 h.
Em seguida adicionou-se novamente IDA (0,303 g; 0,94 mmol), gotejando-se
durante 3h e manteve-se por mais 14h, ap6s este periodo adicionou-se bicarbonato
de sédio (0,373 g; 4,45 mmol) e a agitacao foi continuada por 3 h. Apos este periodo
o NaHCO; foi filtrado e o solvente evaporado sob pressao reduzida. Fez-se a
purificagao por cromatografia em coluna, utilizando-se silica flash e eluente hexano e
acetato de etila (6:1). Obteve-se o composto 95 como um sélido branco com 51% de
rendimento (0,255 g; 0,78 mmol).
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RMN 'H (400 MHz, CDCls): 61,37 (d, 3H, Jos= 8,0 Hz; H-9 ); 1,87 (dd, 3H,
Jorg= 6,0 Hz; Jg:7= 2,0 Hz; H-9); 3,45 (dq, J= 4,0 Hz; J= 16,0 Hz; 1H, H-8); 3,88 (s,
3H, OMe); 3,89 (s, 3H, OMe); 5,1 (d, 1H, J7g= 10,0 Hz; H-7); 5,62 (s, 1H, OH); 6,1
(dg, J= 16,0 Hz; J= 4,0 Hz; 1H, H-8); 6,34 (dqg, J= 16,0 Hz; J= 4,0 Hz; 1H, H-7));
6,76-6,97 (m, 5H, Ar-H).

RMN "3C (100 MHz, CDCls): 517,63 (C-9); 18,34 (C-9'); 45,64 (C-8); 56,02 (2
OMe); 93,79 (C-7); 108,97 (C-2); 109,41 (C-6'); 113,36 (C-5); 114,11 (C-2"); 119,98
(C-6); 123,48 (C-8); 130,97 (C-7’); 132,17 (C-1); 132,24 (C-3"); 133,32 (C-1'); 144,19
(C-4'); 145,83 (C-5'); 146,65 (C-4); 146,71 (C-3).

CG-EM, mz (%): (Tr= 31,17 min); 326 (M*: 100), 311 (17), 151 (13), 137 (13),
202 (9), 91 (8), 283 (7), 77 (6), 115 (6), 131 (6), 174 (5), 189 (5), 309 (5), 55 (4), 269
(3), 235 (2), 223 (1).

IV (KBr, vima /em™): 3445, 2932, 2845, 1676, 1598, 1513, 1269, 1033, 820.

5.3.1 Obtencao dos derivados da neolignana (+)-3,5’-dimetoxi-4-hidroxi-4’,7-
epoxi-8,3’-neolighana-7’-eno (95)

1) Alquilagdo com K,CO3; em acetona

Em um baldo de duas bocas contendo uma solucdo de um equivalente do
composto 95 (0,05 g; 0,153 mmol) em acetona (5 mL), foi adicionado o haleto de
alquila (1,3 equivalente) e KoCOg3 (2 equivalentes). Deixou-se o sistema sob refluxo
acompanhando a reacao por cromatografia, até o consumo total do material de
partida (vide Tabela 3). O produto foi concentrado e purificado por cromatografia em
coluna, utilizando como eluente hexano e acetato de etila (9:1) (Tabela 3).

2) Alquilacdo com KOH em DMF/Tolueno (1:1)

Em um baldo de duas bocas adaptado a um sistema de refluxo adicionou-se o
composto 95 (0,050 g; 0,153 mmol) em DMF e tolueno (1:1) (10 mL) e KOH (1,1 eq.),
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apds 20 min. de reacgdo a 50 °C adicionou-se o haleto de alquila (1,1 eq.). Deixou-se
o sistema sob refluxo acompanhando a reacédo por cromatografia, até o consumo
total do material de partida. O produto foi concentrado, particionou-se com uma
solucdo aquosa saturada de NaHCO3; (30 mL), extraiu com acetato de etila (3 x 20
mL) e uma vez com agua destilada (30 mL), purificou-se por cromatografia em
coluna, utilizando como eluente hexano e acetato de etila (9:1) (Tabela 4).

3,5’-dimetoxi-4-propoxi-4’,7-epoxi-8,3’-neolignana-7’-eno (96): 64% de

rendimento.

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 51,03 (t, J= 8,0 Hz; 3H, H-12); 1,38 (d, 3H, Jog=
8,0 Hz; H-9); 1,87 (dd, J= 4,0 Hz e J= 8,0 Hz; 3H, H-9’); 1,85 (sex, J= 8,0 Hz; 2H, H-
11); 3,46 (dqg, J= 8,0 Hz; 1H; H-8); 3,85 (s, 3H, OMe); 3,89 (s, 3H, OMe); 3,97 (t,
J=8,0 Hz; 2H; H-10); 5,11 (d, 1H, J>g= 8,0 Hz; H-7); 6,1 (dq, J= 8,0 Hz e J= 16,0 Hz;
1H, H-8’); 6,36 (dd, J= 16,0 Hz; 1H; H-7’); 6,76-6,98 (m, 5H, Ar-H).

RMN **C (100 MHz, CDCls): 610,39 (C-12); 17,62 (C-9); 18,35 (C-9); 22,44
(C-11); 45,53 (C-8); 55,94 (OMe); 56,06 (OMe); 70,55 (C-10); 93,7 (C-7); 109,28 (C-
2); 110,1 (C-2’); 112,6 (C-5); 113,32 (C-6'); 119,23 (C-6); 123,44 (C-8'); 130,93 (C-
7'); 132,16 (C-1); 132,59 (C-1’); 133,3 (C-3'); 144,15 (C-5); 146,62 (C-4); 148,7 (C-
4); 149,55 (C-3).

CG-EM, mz (%): (Tr= 33,46 min); 326 (M*: 100), 137 (63), 311 (53), 151 (46),
202 (45), 163 (40), 91 (36), 115 (30), 77 (30), 189 (26), 293 (22), 327 (21), 283 (20),
265 (18), 55 (18), 233 (14), 251 (13).

IV (KBr, ¥ max/cm™): 2962, 2933, 2874, 2361, 1683, 1598, 1520, 1464, 1421,
1377, 1327, 1264, 1221, 1139, 1035, 976, 853, 806, 746, 645.

Anal. Elem. Calc. para Cay3H2s0, : Calculado: C 74,97%, H 7,66%;
Encontrado : C 74,25%, H 7,09%.
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3,5’-dimetoxi-4-(metil propoxi-2-eno)-4’,7-epoxi-8,3’-neolignana-7’-eno
(97) : (0,045 mmol) 30%.

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 51,38 (d, Jog= 4,0 Hz; 3H; H-9); 1,73 (s, 3H; H-
13); 1,77 (s, 3H; H-14); 1,87 (dd, Jo:g= 8,0 Hz; 3H, H-9’); 3,4-3,5 (m, 1H; H-8); 3,85
(s, 3H, OMe); 3,89 (s, 3H, OMe); 4,58 (dI, 2H, J1p,17= 8,0 Hz; H-10); 5,11 (d, 1H, J;s=
8,0 Hz; H-7); 5,5-5,53 (tl, J17,10= 8,0 Hz; 1H, H-11); 6,10 (dqg, J= 8,0 Hz; J= 12,0 Hz;
1H; H-8’); 6,36 (dd, J= 12,0 Hz; 1H; H-7’); 6,77-6,98 (m, 5H, Ar-H).

RMN *®C (50 MHz, CDCl3): & 17,6 (C-9); 18,22 (C-9'); 18,37 (C-14); 25,82
(13); 45,53 (C-8); 55,93 (2 OMe); 65,78 (C-10); 93,72 (C-7); 109,22 (C-2); 109,71 (C-
2'); 112,66 (C-5); 113,31 (C-6'); 119,1 (C-6); 119,93 (C-11); 123,47 (C-8'); 130,92 (C-
7): 132,16 (C-1"); 132,62 (C-3"); 133,28 (C-1); 137,58 (C-12); 144,15 (C-5); 146,6
(C-4'); 148,35 (C-4); 149,57 (C-3).

CG-EM, m# (%): (Tr= 34,4 min); 203 (M*: 100), 191 (70), 91 (53), 115 (47),
171 (46), 161 (46), 128 (43), 217 (35), 145 (32), 69 (27), 77 (27), 55 (20), 326 (20),
347 (14), 293 (12), 309 (9).

IV (KBr, ¥ max/cm™): 2964, 2852, 2362, 2336, 1737, 1606, 1511, 1464, 1365,
1315, 1247, 1168, 1098, 1015, 963, 821, 721, 668, 583, 514.

Anal. Elem. Calc. para CaH3004 : Calculado: C 76,11%, H 7,66%;
Encontrado : C 76,01%, H 7,09%.

3,5’-dimetoxi-4-(butil-3-en-2-metil-1-oxi)-4’,7-epoxi-8,3’-neolignana-7’-eno
(98): Rendimento (0,1484 mmol), 99%.

RMN 'H (200 MHz, CDCly): & 1,38 (d, Jos= 8,0 Hz; 3H, H-9); 1,80 (dd, J=
12,0 Hz; 6H; H-13 e H-9'); 3,39-3,54 (m, 1H, H-8); 3,85 (s, 3H, OMe); 3,89 (s, 3H,
OMe); 4,5-4,68 (m, 2H; H-12); 5,08-5,13 (m, 1H; H-7); 5,63-6,19 (m, 3H, H-8; H-10 e
H-11); 6,32-6,41 (m, 1H; H-7"); 6,77-7,98 (m, 5H, Ar-H).
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RMN 3C (50 MHz, CDCl3): §17,7 (C-9); 17,8 (C-13); 18,3 (C-9'); 45,5 (C-8);
55,9 (2 OMe); 69,7 (C-10); 93,6 (C-7); 109,4 (C-2); 109,9 (C-2'); 112,9 (C-6"); 113,3
(C-12); 119,1 (C-6); 123,4 (C-5); 126,1 (C-8); 130,6 (C-7"); 130,9 (C-1"); 132,2 (C-
3); 133,2 (C-1); 133,6 (C-11); 144,1 (C-5'); 146,6 (C-4’); 148,3 (C-4); 149,6 (C-3).

CG-EM, m# (%): (Tr= 33,86 min); 191 (M*: 100), 189 (71), 115 (62), 161 (61),
91 (60), 137 (53), 190 (53), 55 (47), 77 (33), 337 (32), 293 (25), 325 (22), 349 (22),
216 (17), 53 (17), 277 (11), 233 (9), 249 (8).

IV (KBr, ¥ max/cm™): 3022, 2960, 2362, 1735, 1680, 1592, 1513, 1464, 1421,
1382, 1338, 1264, 1223, 1141, 1076, 1033, 1000, 957, 852, 811, 739, 638, 586, 462.

Anal. Elem. Calc. para CxH2s0, : Calculado: C 75,76%, H 7,42%;
Encontrado : C 75,56%, H 6,97%.

3,5’-dimetoxi-4-octiloxi-4’,7-epoxi-8,3’-neolignana-7’-eno (99): Rendimento
de 99% (0,152 mmol).

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 50,88 (tl, 3H; Js7 16= 8,0 Hz; H-17); 1,25-1,46 (m,
13H; H-12 a 16 e H-9); 1,8-1,94 (m, 5H; H-11 e H-9’); 3,42-3,5 (m, 1H, H-8); 3,85 (s,
3H, OMe); 3,89 (s, 3H, OMe); 4,00 (t, J= 8,0 Hz; 2H; H-10); 5,11 (dl, 1H; J7s= 8,0
Hz; H-7); 6,04-6,15 (m, 1H, H-8’); 6,36 (dd, J= 16,0 Hz; 1H; H-7’); 6,74-6,99 (m, 5H,
Ar-H).

RMN '3C (100 MHz, CDCl3): 514,07 (C-17); 17,59 (C-9); 18,35 (C-9'); 22,63
(C-16); 25,92 (C-12); 29,11 (C-14); 29,19 (C-13); 29,34 (C-11); 31,78 (C-15); 45,51
(C-8); 55,91 (OMe); 56,02 (OMe); 69,05 (C-10); 93,7 (C-7); 109,19 (C-2); 109,98 (C-
2'); 112,47 (C-5); 113,28 (C-6'); 119,22 (C-6); 123,45 (C-8'); 130,9 (C-7’); 132,15 (C-
1'); 132,49 (C-3'); 133,27 (C-1); 144,12 (C-5'); 146,57 (C-4); 148,68 (C-4'); 149,49
(C-3).
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CG-EM, mz (%): (Tr= 42,7 min); 326 (M*: 100), 327 (21), 137 (19), 202 (19),
57 (16), 151 (16), 309 (8), 77 (8), 91 (8), 189 (8), 131 (8), 283 (7), 174 (7), 115 (6),
265 (5), 233 (3), 219 (2), 53 (2).

IV (KBr, ¥ max/cm™): 3448, 2915, 2849, 1594, 1515, 1466, 1421, 1389, 1339,
1268, 1224, 1145, 1069, 1033, 959, 853, 813, 791, 763, 719, 643, 566.

Anal. Elem. Calc. para CyH3304 : Calculado C 76,68%, H 8,73%;
Encontrado : C 76,01%, H 8,73%.

3,5’-dimetoxi-4-butoxi-4’,7-epoxi-8,3’-neolignana-7’-eno (100): Rendimento
de 85% (0,129 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCl3): 50,97 (t, 3H, Js312= 8,0 Hz; H-13); 1,38 (d, 3H,
Jos= 8,0 Hz; H-9); 1,48 (dq, J= 8,0 Hz; 2H; H-11); 1,82 (sex, J= 4,0 Hz; 2H, H-12);
1,87 (dd, J= 8,0 Hz; 3H, H-9"); 3,46 (q, 1H; H-8); 3,85 (s, 3H, OMe); 3,89 (s, 3H,
OMe); 4,01 (t, J= 8,0 Hz; 2H; H-10); 5,11 (d, 1H, J;s= 8,0 Hz; H-7); 6,1 (dqgto, J= 8,0
Hz; 1H, H-8’); 6,36 (dd, J= 8,0 Hz; 1H; H-7’); 6,77-6,98 (m, 5H, Ar-H).

RMN '3C (50 MHz, CDCly): 613,85 (C-13); 17,57 (C-9); 18,34 (C-9); 19,16
(C-12); 31,16 (C-11); 45,5 (C-8); 55,9 (OMe); 56,02 (OMe); 68,71 (C-10); 93,69 (C-
7); 109,19 (C-2); 110,0 (C-2"); 112,45 (C-6’); 113,28 (C-5); 119,22 (C-6); 123,42 (C-
8'); 130,89 (C-7); 132,13 (C-1"); 132,49 (C-3); 133,25 (C-1); 144,1 (C-5'); 146,57
(C-4); 148,68 (C-4'); 149,49 (C-3).

CG-EM, mz (%): (Tr= 35,0 min); 326 (M*: 100), 311 (39), 137 (34), 202 (27),
151 (27), 163 (21), 91 (17), 77 (16), 115 (15), 131 (14), 189 (14), 309 (13), 283 (12),
174 (12), 55 (11), 265 (9), 233 (6), 219 (4).

IV (KBr, ¥ max/cm™): 2963, 2927, 2872, 1735, 1595, 1514, 1495, 1465, 1421,
1378, 1339, 1266, 1222, 1143, 1073, 1032, 961, 895, 857, 809, 760, 742, 637, 583,
565, 459.
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Anal. Elem. Calc. para Cx4H300s : Calculado: C 75,36%, H 7,91%;
Encontrado : C 74,90%, H 8,35%.

5.3.2 Obtencao da neolignana 3,5’-dimetoxi-4-hidroxi-4’,7-epoxi-8,3’-
neolignana-7’-eno-9’-al (102)

Em um baldo adaptado a um sistema de refluxo sob agitacdo adicionou-se o
composto 95 (0,101 g; 0,31 mmol) em dioxano (4 mL) e DDQ (0,070 g; 0,31 mmol).
A reacao foi mantida por 24 h, em seguida o meio reacional foi filtrado em florisil,
com diclorometano (50 mL). O solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e
purificado por cromatografia em coluna, utilizando-se como eluente hexano e acetato
de etila (7:3). Obteve-se o composto 102 com rendimento de 80% (0,085 g; 0,25

mmol).

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 61,41 (d, 3H, Jso= 4,0 Hz; H-9 ); 3,52 (qgto, J= 8,0
Hz; 1H; H-8); 3,89 (s, 3H, OMe); 3,93 (s, 3H, OMe); 5,2 (d, 1H, J;s= 12,0 Hz; H-7);
6,6 - 6,65 (dd, 1H, J= 16,0 Hz; J= 8,0 Hz; H-9’); 6,91 — 7,04 (m, 5H, H-Ar); 7,43 (d,
1H, J= 16,0 Hz; H-8’); 9,66 (d, 1H, J= 8,0 Hz; H-7).

CG-EM, mz (%): (Tr= 35,96 min); 340 (M*: 100), 137 (40), 151 (18), 55 (14),
77 (14), 203 (14), 177 (13), 115 (12), 91 (11), 325 (7), 189 (5), 279 (5), 307 (5), 265
(5), 247 (4), 237 (3), 215 (3).

5.3.3 Obtencao da neolignana 3,5’-dimetoxi-4-hidroxi-8,3’-neolignana (105)

Em um tubo vedado contendo o composto 95 (0,050 g; 0,15 mmol) e
CHO2NH4 (0,095 g; 1,5 mmol) e 10% Pd/C (0,0016 g; 0,015 mmol) irradiou-se em
um forno de micro-ondas por 2 min a 40 watts de poténcia. A mistura foi filtrada a
vacuo em um funil de placa sinterizada contendo celite, empregando como eluente
DCM (50 mL) para retirar o excesso do formiato de amobnia e o catalisador,
evaporou-se o DCM a pressao reduzida. O produto foi purificado por cromatografia
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em coluna usando hexano e acetato de etila (7:3) como solvente. Obtendo-se o
produto com rendimento de 98% (0,048 g; 0,147 mmol).

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 60,91 (t, Jos= 4,0 Hz; 3H, H-9' ); 1,19 (d, 3H,
Jos= 8,0 Hz; H-9); 1,58 (gto, J= 8,0 Hz; 2H, H-8’); 2,49 (t, J>s= 8,0 Hz; 2H, H-7");
2,79 (dd, J7¢= 8,0 Hz; 2H, H-7); 3,33-3,42 (m, 1H, H-8); 3,8 (s, 3H, OMe); 3,86 (s, 3H,
OMe); 5,44 (s, 1H, OH); 5,57 (s, 1H, OH); 6,54-6,67 (m, 4H, H-2, H-6, H-2’ e H-6’);
6,78 (d, Js6= 8,0 Hz; 1H, H-5).

RMN '3C (100 MHz, CDCls): 613,80 (C-9'); 19,35 (C-9); 24,95 (C-8'); 34,62
(C-8); 38,03 (C-7"); 42,78 (C-7); 55,76 (OMe); 55,94 (OMe); 108,38 (C-2); 111,7 (C-
6');: 113,78 (C-5); 119,16 (C-2'); 121,88 (C-6); 132,07 (C-1); 133,27 (C-1’); 133,64 (C-
3'); 140,81 (C-4’); 143,52 (C-4); 145,97 (C-5); 146,03 (C-3).

CG-EM, mZ (%): (Tr= 29,18 min); 193 (M*: 100), 137 (24), 330 (14), 91 (7),
163 (5), 178 (5), 119 (5), 77 (4), 105 (4), 55 (2).

5.4 Reacao de acoplamento cruzado de McMurry

Em um baldo de duas bocas adaptado a um sistema de refluxo sob agitacao,
flambado e sob atmosfera de argdnio adicionou-se uma solugcédo de Zn em pé (2,640
g; 40,4 mmol) em THF (25 mL). Resfriou-se abaixo de 0 °C e adicionou-se
lentamente TiCls (2,22 mL; 20,2 mmol). Deixou-se reagir por 0,5 h a temperatura
ambiente sob atmosfera de argbnio, em seguida refluxou-se por 2,5 horas. Em
seguida resfriou-se o sistema novamente abaixo de 0 °C para adicionar lentamente
uma solucao dos aldeidos (na proporcao de 1:1,1 mmol) em THF (5 mL), reagiu-se
por 40 minutos a 69 °C até observar o consumo de todo material de partida. A
reacdo foi acompanhada por CCD, ap6s o termino da reacdo, adicionou-se uma
solucdo aquosa de NaHCO3; 10% (2 mL) e extraiu-se a fase organica com DCM (3 x
20 mL), secou com Na,SO4 anidro, filtrou e concentrou sob pressdo reduzida. O
produto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando-se como eluente
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hexano e acetato de etila na proporcdao de 8:2 respectivamente, obtendo-se os
produtos 108 - 110.

2-(3-Metoxiestiril)-fenol (108): Rendimento de 13% (103,8 mg; 0,46 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCl3): 53,88 (s, 3H; OMe); 5,05 (sl, 1H; OH); 6,81-7,43
(m, 10H, H-Ar).

EM, mz (%): (Tr= 18,7 min); 226 (M*; 100), 165 (41%), 195 (25%), 225 (22%),
211 (21%), 194 (19%), 152 (18%), 77 (11%), 166 (11%), 181 (10%), 115 (10%), 89
(9%), 63 (9%), 51(8%).

2-(2-Hidroxiestiril)-fenol (109): Rendimento de 24% (188 mg; 0,88 mmol).

EM, mZ (%): (Tr= 19,8 min); 212 (M*; 100), 195 (32%), 165 (30%), 211 (20%),
77 (16%), 183 (16%), 82 (14%), 118 (14%), 51 (13%), 91 (13%), 63 (9%), 152 (9%),
106 (6%), 131 (5%), 141 (5%), 177 (3%), 91 (2%).

1,2-Bis(3-metoxifenil)-eteno (110): Rendimento de 7% (61,5 mg; 0,25 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 53,84 (s, 6H; (OMe).); 6,8-6,83 (m, 2H; H-4 e H-
4): 7,04-7,12 (m, 6H, Ar-H); 7,25-7,29 (m, 2H; H-5 e H-5).

EM, m% (%): (Tr= 21,8 min); 240 (M*; 100), 165 (45%), 209 (39%), 194 (22%),
153 (22%), 239 (19%), 152 (19%), 241 (17%), 225 (17%), 166 (14%), 224 (14%),
210 (13%), 112 (13%) 182 (11%), 76 (9%).
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5.5 Reacao de ciclizacao dos compostos 108 e 109

Em um balédo de duas bocas adicionou-se o fenol 108 ou 109 (0,41 mmol) em
THF (5 mL), Ko.COs (0,316 g; 2,29 mmol). Apés 10 minutos sob agitacdo a
temperatura ambiente, adicionou-se o I (0,581 g; 2,29 mmol). A reacgédo foi
acompanhada por TLC, ap6s 1 hora de reacdo adicionou-se uma solugcao saturada
NaHCOs3q) (15 mL) em seguida tratou o meio reacional com uma solugdo saturada
de NaHSO3,q) (15 mL) para remover o I, extraiu o produto com acetato de etila (3 x
30 mL). A fase orgénica foi seca com Na,SO4 anidro, concentrada e purificada por
cromatografia em coluna utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila como

eluente.

2-(3-Metoxifenil)-benzofurano (111): Rendimento de 68% (64,0 mg; 0,28

mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCIs): 63,79 (s, 3H, OMe); 6,79-6,82 (m, 1H; H-2’); 6,92
(sl, 1H; H-7); 7,12-7,50 (m, 7H; Ar-H).

RMN '3C (50 MHz, CDCl3): § 55,02 (OMe); 101,29 (C-7); 109,79 (C-2);
110,84 (C-3); 114,11 (C-4’); 117,17 (C-6’); 120,59 (C-6); 122,60 (C-5); 123,98 (C-4);
128,82 (C-1); 129,50 (C-5'); 131,41 (C-1'); 154,50 (C-7’); 155,39 (C-2); 159,59 (C-3").

EM, m% (%): (Tr= 20,1 min); 224 (M*; 100), 181 (32%), 152 (20%), 225 (17%),
165 (10%), 112 (10%), 82 (6%), 194 (6%), 63 (5%).

2-(Benzofurano-2-il)-fenol (112): Rendimento de 32% (54,0 mg; 0,25 mmol).

EM, m% (%): (Tr= 17,6 min); 210 (M*; 100), 181 (82%), 152 (26%), 76 (21%),
153 (18%), 105 (12%), 51 (11%), 63 (11%), 76 (7%), 89 (5%), 127 (5%), 62 (3%),
115 (2%), 165 (2%).
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5.6 Reacoes de iodacao

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado uma solugdo do fenol (4,1
mmol) em metanol (2,5 mL) e agua (15 mL), em seguida adicionou-se Kl (0,340 g;
2,05 mmol), KIO3 (0,291 g; 1,36 mmol). A mistura foi tratada com uma adig¢édo lenta
de HCI (0,1 mL; 1,32 mmol) durante 45 min. com auxilio de um funil de adi¢cdo. Apos
a adicao do acido manteve-se a mistura reacional a temperatura ambiente sob
agitacao por 2-3 horas. Extraiu-se o produto com acetato de etila (3 x 20 mL) e
lavou-se a fase organica com uma solucao saturada de tiossulfato de sodio (2 x 15
mL), &gua (2 x 15 mL) e solugdo saturada de NaCl (2x 15 mL). A fase organica foi
seca com Na,SO,4 e concentrada. Os produtos foram purificados por cromatografia
em coluna empregando hexano e acetato de etila como eluente.

2-lodo-3,6-dimetilfenol (117a): Rendimento de 37% (372 mg; 1,5 mmol).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3): 62,28 (s, 3H, Me); 2,4 (s, 3H, Me); 5,46 (s, 1H,
OH); 6,73 (d, 1H; J45= 8 Hz; H-4); 6,96 (d, 1H; J5 4= 8 Hz; H-5).

EM, mZ (%): (Tr= 12,3 min); 248 (M*; 100), 91 (60%), 121 (54%), 77 (42%),
65 (18%), 103 (13%), 233 (7%), 119 (5%), 89 (3%), 105 (3%).

4-lodo-3,6-dimetilfenol (117b): Rendimento de 61% (620 mg; 2,5 mmol).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3): 52,17 (s, 3H, Me); 2,33 (s, 3H, Me); 6,69 (s, 1H;
H-2); 7,52 (s, 1H; H-5).

EM, m#Z (%): (Tr= 14,7 min); 248 (M*; 100), 121 (51%), 91 (47%), 77 (47%),
51 (13%), 65 (12%), 249 (9%), 103 (9%), 78 (7%), 122 (4%).

2-lodo-4,6-dimetilfenol (118a): Rendimento de 15% (152 mg; 0,61 mmol).
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RMN 'H (400 MHz, CDCls): 52,20 (s, 3H, Me); 2,26 (s, 3H, Me); 5,12 (s, 1H;
OH), 6,88 (s, 1H, H-3), 7,29 (sl, 1H, H-5).

EM, mZ (%): (Tr= 12,0 min); 248 (M*; 100), 121 (59%), 91 (49%), 77 (42%),
65 (17%), 51 (13%), 233 (8%), 103 (5%), 119 (4%), 89 (2%).

2-lodo-6-nitrofenol (119a): Rendimento de 44% (420 mg; 1,58 mmol).

EM, mZ (%): (Tr= 13,6 min); 265 (M*; 100), 63 (48%), 92 (22%), 219 (13%),
207 (10%), 191 (6%), 77 (5%), 248 (4%), 235 (4%), 127 (3%), 132 (2%), 108 (2%),
165 (1%).

4-lodo-2-nitrofenol (119b): Rendimento de 22% (210 mg; 0,79 mmol).

EM, mZ (%): (Tr= 14,3 min); 265 (M*; 100), 63 (42%), 92 (38%), 235 (11%),
53 (11%), 121 (11%), 93 (7%), 207 (6%), 248 (5%), 218 (4%), 107 (4%), 132 (3%),
77 (3%), 190 (2%), 179 (2%).

4-Bromo-2-iodo-6-metoxifenol (120a): Rendimento de 24% (189 mg; 0,57

mmol).

EM, mZ (%): (Tr= 17,6 min); 328 (M*; 100), 329 (91%), 50 (45%), 79 (42%),
312 (41%), 62 (21%), 287 (18%), 77 (11%), 186 (10%), 94 (8%), 157 (7%), 107 (5%),
143 (5%), 257 (3%), 172 (3%), 205 (2%).

2-lodo-4-metil-6-nitrofenol (121a): Rendimento de 93% (1,65 g; 6,06 mmol).

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 52,32 (s, 3H, Me); 7,91 (sl, 2H, H-3 e H-5).
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EM, mz (%): (Tr= 15,7 min); 279 (M*; 100), 77 (39%), 51 (35%), 106 (21%),
135 (13%), 280 (8%), 94 (7%), 65 (7%), 221 (6%), 249 (5%), 232 (5%), 139 (3%),
262 (2%), 121 (2%), 152 (2%).

4-Cloro-2-iodo-6-nitrofenol (122a): Rendimento de 65% (1,12 g; 3,73 mmol).

EM, m% (%): (Tr= 15,8 min); 299 (M*; 100), 126 (38%), 63 (37%), 97 (32%),
241 (17%), 155 (12%), 86 (6%), 50 (5%), 252 (5%), 224 (5%), 149 (4%), 73 (4%),
189 (3%).

5.7 Reacoes de acoplamento cruzado de Sonogashira com iodetos
1) Reacdo de Sonogashira com iodofendis

Em um baldo de duas bocas flambado e sob atmosfera de N, adicionou-se
Cul (5 mol%; 0,005 g), PdCI>(PPh3)2 (5 mol%; 0,021 mmol), iodofenol substituido 120
(0,200 g; 0,61 mmol) em THF (5 mL). Em seguida adicionou-se EtsN (0,184 g; 1,82
mmol) e fenilacetileno (0,66 mmol), deixou-se agitando por 2h a temperatura
ambiente. Ap6s o periodo reacional adicionou-se uma solugdo aquosa saturada de
NH4CI (15 mL) e particionou-se com AcOEt (3 x 20 mL), concentrou e purificou-se
por cromatografia em coluna empregando como eluente hexano e acetato de etila
(85:15) (Tabela 7).

3,6-Dimetil-2-(2-feniletinil)-fenol (124): Rendimento de 42% (99,9 mg; 0,45

mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCly): 52,24 (s, 3H, Me); 2,44 (s, 3H, Me): 6,7 (d, 1H, H-
4, Jps= 7,4 Hz): 7,0 (d, 1H, H-5, Jsu= 7,4 Hz); 7,36-7,4 (m, 3H; H-3", H-4' e H-5),
7,53-7,55 (m, 2H, H-2’e H-6").

RMN **C (50 MHz, CDCls): 6 15,66 (Me ligado ao C-3); 20,51 (Me ligado ao
C-6); 82,51 (C-7); 99,81 (C-7’); 109,22 (C-2); 120,76 (C-6); 120,86 (C-4); 122,7 (C-
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1'); 128,49 (C-4’), 128,86 (C-3’ e C-5'); 130,95 (C-2’ e C-6'); 131,47 (C-5); 138,07 (C-
3): 154,62 (C-1).

EM, mZ (%): (Tr= 19,3 min); 222 (M*; 100), 207 (56%), 221 (53%), 178 (39%),
115 (14%), 152 (10%), 165 (9%), 76 (8%), 193 (6%), 103 (6%), 63 (5%), 51 (5%),
139 (4%), 116 (3%), 205 (2%).

IV (KBr, ¥ max/cm™): 3471, 3078, 3053, 2920, 2854, 2356, 2333, 2206, 1595,
1488, 1461, 1411, 1323, 1226, 1170, 1116, 1068, 1026, 912, 887, 804, 754, 688,
619, 584, 530, 468.

4,7-Dimetil-2-fenilbenzofurano (125): Rendimento de 43% (103 mg; 0,46 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 62,26 (s, 3H, Me); 2,40 (s, 3H, Me); 6,74-6,75 (m,
2H, H-4 e H-5); 7,01 (sl, 1H, H-7); 7,15-7,19 (m, 1H; H-4’); 7,25-7,29 (m, 2H; H-3' e
H-5), 7,69-7,72 (m, 2H, H-2’e H-6’).

RMN **C (50 MHz, CDCls): 615,16 (Me ligado ao C-6); 21,44 (Me ligado ao
C-3); 101,52 (C-7); 118,31 (C-6); 120,91 (C-4); 124,92 (C-5); 126,79 (C-2' e C-6);
128,4 (C-2); 128,83 (C-3' e C-5'); 128,93 (C-3); 130,97 (C-4’); 132,44 (C-1'); 152,52
(C-1), 155,71 (C-7)).

EM, mZ (%): (Tr= 19,3 min); 222 (M*; 100), 207 (57%), 221 (55%), 178 (38%),
115 (14%), 89 (12%), 152 (10%), 165 (9%), 76 (8%), 103 (6%), 63 (5%), 51 (5%),
116 (3%), 128 (2%).

2,4-Dimetil-6-(2-feniletinil)-fenol (126): Rendimento de 99% (294 mg; 1,32

mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCl3): 52,26 (s, 3H, Me); 2,28 (s, 3H, Me); 5,8 (s, 1H,
OH); 6,96 (sl, 1H, H-3); 7,1 (sl, 1H; H-5); 7,37-7,38 (m, 3H; H-3', H-4’ e H-5'); 7,53-
7,56 (m, 2H; H-2' e H-6).
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RMN "3C (50 MHz, CDCls): 6 15,87 (Me ligado ao C-6); 20,28 (Me ligado ao
C-4); 83,69 (C-7); 95,66 (C-7’); 108,50 (C-2); 122,55 (C-1’); 123,65 (C-6); 128,42 (C-
4’); 128,58 (C-3' e C-5’); 129,03 (C-2’, C-6’ e C-3); 131,49 (C-4); 132,70 (C-5);
152,57 (C-1).

EM, mz (%): (Tr= 19,6 min); 222 (M*; 100), 207 (50%), 178 (32%), 89 (11%),
111 (9%), 152 (8%), 115 (8%), 76 (7%), 165 (6%), 51(4%), 63 (4%).

7-Nitro-2-fenilbenzofurano (129): Rendimento de 66% (224 mg; 0,94 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 57,0 (s, 1H, H-7); 7,17-7,41 (m, 4H, H-3', H-4’, H-
5,H-4)); 7,7 (dd, 1H, J34= 7,7, J3.5= 1,1; H-3); 7,83-7,85 (m, 2H, H-2' ¢ H-6’); 8,0 (dd,
1H; J5.4= 8,1, J5.3= 1,2; H-5)

RMN *C (50 MHz, CDCl3): § 100,75 (C-7); 120,35 (C-4); 122,82 (C-2'e C-6);
125,35 (C-5 e C-2); 127,43 (C-3); 128,93 (C-3’e C-5); 129,59 (C-4'); 131,56 (C-6);
133,19 (C-1’); 146,8 (C-1); 158,53 (C-7).

EM, mZz (%): (Tr= 22,4 min); 239 (M*; 100), 165 (81%), 193 (31%), 240 (16%),
166 (12%), 82 (11%), 69 (10%), 115 (9%), 63 (8%), 152 (6%), 51 (5%), 181 (4%), 89
(4%), 209 (2%), 102 (1%).

IV (KBr, ¥ max/cm™): 3415, 3122, 3099, 2923, 2848, 1622, 1585, 1515, 1471,
1448, 1373, 1338, 1284, 1232, 1172, 1159, 1064, 1020, 995, 910, 864, 815, 804,
761, 727, 688, 653, 634, 540, 497.

5-Bromo-7-metoxi-2-fenilbenzofurano (131): Rendimento de 12 % (23 mg;
0,07 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 63,95 (s, OMe ligado na posi¢do C-6); 6,79-6,89
(m, 2H, H-7 e H-3); 7,18-7,41 (m, 5H, H-2’a H-6’); 7,71 (d, 1H, H-5).
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RMN '3C (50 MHz, CDCls): 656,36 (OMe ligado ao C-6); 100,93 (C-7); 110,24
(C-5); 111,27 (C-4); 115,91 (C-3); 125,13 (C-2'); 126,16 (C-6'); 128,78 (C-2); 128,94
(C-3'); 129,80 (C-5'); 131,56 (C-4’); 132,07 (C-1’); 143,03 (C-1); 145,58 (C-6); 157,06
(C-7).

EM, mz (%): (Tr= 23 min); 152 (M*; 100), 302 (77%), 304 (71%), 76 (28%),
151 (26%), 194 (25%), 102 (18%), 259 (16%).

5-Metil-7-nitro-2-fenilbenzofurano (133): Rendimento de 53 % (85 mg; 0,16

mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 62,45 (s, metila ligado na posicdo C-4); 6,97 (s,
1H, H-7); 7,32-7,44 (m, 3H, H-3’, H-4’ e H-5’); 7,59 (sl, 1H, H-5); 7,86-7,88 (m, 3H; H-
2, H-6' e H-3).

RMN "3C (50 MHz, CDCl,): 521,06 (Me ligado ao C-4); 100,55 (C-7); 121,15
(C-5); 125,35 (C-2'e C-6'); 127,6 (C-2); 128,94 (C-3); 129,15 (C-4); 129,51 (C-3’, C-4
e C-5'); 133,03 (C-6); 133,25 (C-1'); 145,36 (C-1); 158,59 (C-7).

EM, m/z (%): (Tr= 23,3 min); 253 (M*; 100), 179 (59%), 207 (27%), 152 (22%),
76 (15%), 89 (15%), 51 (11%), 126 (7%), 63 (6%), 139 (6%), 223 (6%), 165 (5%),
105 (4%), 115 (3%).

5-Cloro-7-nitro-2-fenilbenzofurano (135): Rendimento de 11% (180 mg;
0,66 mmol).

RMN "H (200 MHz, CDCls): 67,08 (s, 1H, H-7); 7,43-7,53 (m, 3H, H-3", H-4’ ¢
H-5); 7,84 (sl, 1H, H-5); 7,94-7,96 (m, 2H, H-2’ e H-6"); 8,09-8,1 (m, 1H; H-3).

RMN *C (50 MHz, CDCl3): §100,31 (C-7); 120,29 (C-5); 125,64 (C-2'e C-6);
126,55 (C-4); 126,79 (C-2); 128,42 (C-3) 129,11 (C-3' e C-5'); 130,17 (C-4'); 131,7

(C-1’); 134,43 (C-6); 145,45 (C-1); 160,08 (C-7’).
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EM, mZz (%): (Tr= 24,2 min); 273 (M*; 100), 199 (66%), 163 (49%), 275 (34%),
227 (27%), 201 (21%), 152 (14%), 96 (8%), 77 (7%), 63 (7%), 51 (7%), 113 (5%),
165 (4%), 137 (4%), 202 (3%), 82 (2%), 126 (2%).

2-Fenilbenzofurano (137): Rendimento de 49% (605 mg; 3,12 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 57,03 (sl, 1H, H-7); 7,21-7,60 (m, 7H; H-3-6 ¢
H3"-5%); 7,86-7,89 (m, 2H, H-2’ e H-6).

RMN '3C (50 MHz, CDCls): 5§101,33 (C-7); 111,21 (C-6); 120,94 (C-3); 122,97
(C-4); 124,29 (C-2'); 124,98 (C-6'); 128,48 (C-5); 128,58 (C-2); 128,82 (C-3’); 129,26
(C-5'); 130,53 (C-4’); 132,55 (C-1’); 154,92 (C-1); 155,95 (C-7)).

EM, mz (%): (Tr= 17,3 min); 194 (M*; 100), 165 (60%), 82 (18%), 195 (15%),
97 (13%), 164 (8%), 63 (5%), 69 (4%), 51 (4%), 115 (3%), 126 (1%).

5.7.1 Preparacao do 5,7-Dimetil-2-fenilbenzofurano (127)

Em um baldo de duas bocas adaptado a um sistema de refluxo e sob agitacéao,
adicionou-se o composto 126 (0,263 g; 1,18 mmol), TBAF (1,5 mL; 5,42 mmol) em
THF (7 mL). Aqueceu a 60 °C por 2 h, em seguida suspendeu a reacio pela adi¢éo
de NH4Cl(ag.) (20 mL) e particionou-se com AcOEt (3 x 20 mL). O produto foi
concentrado e purificado com hexano e AcOEt (9:1). Obtendo-se um rendimento de
96% (194 mg; 0,87 mmol).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 62,40 (s, 3H, Me ligado ao H-4); 2,54 (s, 3H, Me
ligado ao H-6); 6,9 (sl, 1H, H-5); 6,93 (s, 1H, H-7); 7,18 (sl, 1H, H-3); 7,30-7,35 (m,
1H, H-4’); 7,41-7,45 (m, 2H; H-3' e H-5’); 7,85-7,87 (m, 2H; H-2’ e H-6").

RMN "3C (50 MHz, CDCls): & 14,99 (Me ligado ao C-6); 21,27 (Me ligado ao
C-4); 101,33 (C-7); 118,11 (C-6); 120,79 (C-3); 124,78 (C-2’e C-6’); 126,62 (C-5);
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128,26 (C-2); 128,69 (C-4, C-3' e C-5'); 130,83 (C-4’); 132,31 (C-1’); 152,36 (C-1);
155,60 (C-7").

EM, mz (%): (Tr= 22,4 min); 222 (M*; 100), 207 (29%), 178 (20%), 111 (11%),
89 (7%), 103 (7%), 77 (7%), 152 (6%), 51 (4%), 193 (2%).

5.7.2 Preparacao do Dimetil 1,3-dihidro-3-oxoisobenzofurano-1-il-1-fosfonato
(139)

Em um baldo de duas bocas flambado e sob atmosfera de N, adicionou-se o
2-carboxibenzaldeido (0,964 g; 6,43 mmol) e o dimetil fosfito (0,83 mL; 9 mmol),
deixou-se reservado enquanto preparou-se o MeONa em um outro balao pela adicao
de metanol (8 mL) e Na° (0,207 g; 9 mmol), em seguida resfriou-se a 0 °C e
adicionou-se a mistura do 2-carboxibenzaldeido com o dimetil fosfito. Deixou-se
reagindo por 0,5 h a temperatura ambiente, em seguida adicionou-se lentamente o
acido metanosulfénico (0,73 mL; 10,1 mmol), ocorrendo imediatamente a
precipitacdo de um soélido branco. A mistura reacional foi concentrada, adicionou-se
DCM (20 mL) e H2O gelada (20 mL), particionou-se com AcOEt (2 x 20 mL) e lavou-
se com agua (20 mL). O produto foi seco com NaSQg, concentrado e purificado por
cristalizagcdo em DCM. Obteve-se o composto 139 com rendimento de 99% (194 mg;
6,36 mmol).

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 63,60 (d, J= 12 Hz; 3H, OMe ligado ao P); 3,93 (d,
J= 12 Hz; 3H, OMe ligado ao P); 5,72 (d, J= 12 Hz; 1H, H-7); 7,59-7,63 (m, 1H, H-4);
7,75-7,79 (m, 2H, H-5 e H-6); 7,95-7,97 (m, 1H, H-3).

EM, mZ (%): (Tr= 5,9 min) e (Tr= 6,12 min); 133 (M*; 100), 77 (18%), 242
(17%), 105 (17%), 51 (10%), 134 (9%), 213 (6%), 199 (5%), 93 (3%), 79 (3%).
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5.7.3 Preparacao das lactonas 140 - 145

Em um baldo de duas bocas flambado e sob atmosfera de N, adicionou-se o
fosfonato 139 (0,341 g; 1,4 mmol) e o benzaldeido substituido (1,68 mmol) em THF
(2 mL). Em seguida adicionou-se uma solucédo de NaH (0,051 g; 2,15 mmol) em THF
(14 mL). Deixou-se sob agitacao a temperatura ambiente até o consumo do material
de partida, as reacdes foram acompanhadas por TLC. A reacéo foi finalizada pela
adicdo de uma solucao de acido acético (1 mL) em agua (30 mL) para decompor o
excesso de NaH e dissolver o material inorganico. A fase orgéanica foi concentrada e
extraida com DCM (20 mL) e agua (2 x 20 mL). A fase aquosa foi extraida
novamente com DCM (20 mL) e a fase organica foi seco com NaSO, e concentrada.
Os produtos foram purificados por cromatografia em coluna empregando como
eluente hexano e acetato de etila (Tabela 8).

Composto 140: Rendimento global de 96% (446 mg; 1,68 mmol).

7(2)-3-((benzo[1,3]dioxol-5-il)metileno)isobenzofurano-1 (3H)-ona (1402):
Rendimento 76%

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 66,01 (s, 2H, H-9); 6,35 (s, 1H, H-7’); 6,84 (d, J=
8 Hz; 1H, H-5"); 7,21-7,23 (m, 1H, H-2"); 7,50-7,54 (m, 2H, H-3 e H-6"); 7,68-7,74 (m,
2H, H-4 e H-5); 7,92-7,94 (m, 1H, H-2).

RMN '3C (400 MHz, CDCl5): §101,38 (OMeO, C-9); 107,05 (C-2’); 108,53 (C-
5'); 109,82 (C-3); 119,53 (C-7’); 123,15 (C-6'); 125,04 (C-1); 125,58 (C-2); 127,40 (C-
6); 143,25 (C-8); 147,95 (C-4’); 148,20 (C-3'); 167,04 (C-7).

EM, mz (%): (Tr= 30,6 min); 266 (M*; 100), 152 (40%), 76 (30%), 180 (17%),
104 (14%), 118 (14), 50 (8).

7(E)-3-((benzo[1,3]dioxol-5-il)metileno)isobenzofurano-1(3H)-ona  140E:
Rendimento 20%
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EM, mz (%): (Tr= 28,1 min); 266 (M*; 100), 152 (62%), 76 (46%), 180 (25%),
50 (17%), 104 (16%), 63 (8%).

Composto 109: Rendimento global de 99%.

(2)-3-(3-metoxibenzilideno)isobenzofurano-1(3H)-ona (1412): Rendimento
98%

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 53,87 (s, 3H, OMe H-9); 6,4 (s, 1H, H-7"); 6,87-
6,9 (m, 1H, H-4’); 7,30-7,34 (m, 1H, H-5'); 7,41-7,43 (m, 2H, H-2’ e H-6"); 7,53-7,57
(m, 1H, H-3); 7,70-7,78 (m, 2H, H-4 e H-5); 7,93-7,95 (m, 1H, H-2).

RMN 'C (100 MHz, CDCls): § 55,93 (OMe); 106,93 (C-2’); 114,50 (C-4);
115,03 (C-3); 119,81 (C-7’); 122,82 (C-6’); 123,45 (C-1); 125,59 (C-2); 129,68 (C-5);
129,80 (C-5'); 134,33 (C-1’); 134,45 (C-4); 140,57 (C-6); 144,73 (C-8); 159,79 (C-3');
166,91 (C-7).

EM, mz (%): (Tr= 28,43 min); 252 (M*; 100), 152 (22%), 181 (21%), 76 (19%),
165 (14%), 51 (7%), 126 (7%), 209 (6%), 237 (5%), 104 (5%), 91 (4%), 63 (4%).

(E)-3-(3-metoxibenzilideno)isobenzofurano-1(3H)-ona (141E): Rendimento
1%

EM, mz (%): (Tr= 26,75 min); 252 (M*; 100), 152 (32%), 76 (28%), 181 (27%),
165 (19%), 51 (13%), 91 (7%), 104 (7%), 237 (7%).

3-(2,4,5-trimetoxibenzilideno)-isobenzofurano-1(3H)-ona (142):
Rendimento de 97%.
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RMN 'H (400 MHz, CDCls): 63,81-3,97 (m, 9H, OMe ligado aos H-9, H-10 e
H-11); 6,54-6,61 (m, 1H, H-7’); 6,87-7,02 (m, 1H, H-5’); 7,48-7,93 (m, 5H, H-Ar).

RMN '*C (100 MHz, CDCls): & 55,99; 56,11; 56,35; 56,54; 56,57 e 56,63
(OMe); 96,60 e 97,28 (C-5'); 100,76 (C-2); 109,35 (C-7’); 112,68 e 113,66 (C-1");
113,83 e 119,70 (C-3); 122,79 e 122,87 (C-1); 125,35 e 125,40 (C-2); 126,01 e
128,99 (C-5); 129,92 e 133,79 (C-4); 134,18 e 137,91 (C-6); 141,12 e 142,82 (C-8);
143,38 e 145,85 (C-3'); 150,42 e 150,51 (C-4'); 152,42 e 152,53 (C-6'); 167,22 (C-7).

EM, m% (%): (Tr= 31,13 min e 33,07 min); 312 (M*; 100), 269 (64%), 69 (30%),
297 (21%), 139 (21%), 127 (20%), 241 (19%), 254 (17%), 183 (14%), 63 (13%), 152
(13%), 226 (12%), 50 (12), 104 (11%).

Composto 143: Rendimento de 99%.

Z-3-(3-bromo-4-fluorobenzilideno)isobenzofurano-1(3H)-ona (1432):
Rendimento 98%.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3): 66,31 (s, 1H; H-7); 7,16 (t, J3-o= 8,0 Hz, 1H; H-
3); 7,56-7,61 (m, 1H, H-3); 7,72-7,81 (m, 3H; H-2, H-6' e H-4), 7,94-7,96 (m, 1H, H-
2):8,01-8,04 (m, 1H; H-5).

RMN "*C (400 MHz, CDCls): § 104,31 (C-5’); 109,59 (C-3'); 116,64 (C-7');
116,87 (C-3); 119,86 (C-1’); 123,41 (C-1); 125,73 (C-2); 130,19 (C-2’); 130,57 (C-5);
130,65 (C-6'); 134,70 (C-4); 140,17 (C-4); 145,08 (C-8); 157,42 e 159,91(C-4’); 166,6
(C-7).

EM, mZz (%): (Tr= 29,53 min); 183 (M*; 100), 320 (78%), 76 (68%), 107 (52%),
211 (39%), 91 (35%), 50 (28%), 119 (22%), 57 (18%), 239 (15%), 163 (13%).

E-3-(3-bromo-4-fluorobenzilideno)isobenzofurano-1(3H)-ona (143E):

Rendimento 1%.
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EM, mz (%): (TR= 27,3 min); 183 (M*; 100), 57 (91%), 318 (72%), 76 (70%),
107 (61%), 83 (48%), 211 (37%), 239 (17%), 163 (17%), 137 (14%), 239 (15%), 163
(13%).

Composto 144: Rendimento de 69%.

Z-3-(4-fluorobenzilideno)isobenzofurano-1(3H)-ona (1442): Rendimento
69%.

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 56,40 (s, 1H; H-7’); 7,09-7,13 (m, 2H; H-3’ e H-
5): 7,54-7,58 (m, 1H, H-3); 7,71-7,86 (m, 4H; H-2, H-6', H-4 e H-5), 7,94-7,96 (m, 1H,
H-2).

RMN '3C (100 MHz, CDCls): § 105,82 (C-7); 115,71 (C-3); 115,94 (C-5);
119,71 (C-3); 123,29 (C-1); 125,61 (C-2); 129,30 (C-2); 129,33 (C-6'); 129,8 (C-5);
131,92 (C-1'); 134,51 (C-4); 140,47 (C-6); 144,21 (C-8); 161,25 e 163,74 (C-4));
166,94 (C-7).

EM, mz (%): (TR= 25,00 min); 240 (M*; 100), 183 (65%), 76 (23%), 107 (13%),
212 (8%), 50 (8%), 120 (6%), 91 (6%), 82 (5%), 163 (4%), 57 (3%).

3-(3-Nitrobenzilideno)-isobenzofurano-1(3H)-ona (145): Rendimento de
67%. Nao se conseguiu separar os isdbmeros por cromatografia em coluna, sendo

obtido os isbmeros 145E e 1452 na proporcao de 1:1,1 respectivamente.

EM, m% (%): (TR= 29,37 e 31,39 min); 165 (M*; 100), 267 (71%), 76 (38%),
63 (20%), 50 (17%), 89 (14%), 221 (14%), 104 (12%), 139 (11%), 193 (11%), 115
(10%), 152 (8%).
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5.8 Obtencao de compostos benzofuranos por condensacao entre

acetofenonas

a) Em um baldo de duas bocas adaptado a um sistema de refluxo, foi
adicionado o 2-hidroxiacetofenona substituida (0,6 mmol), K.CO3 (1,2 mmol; 0,166
g) em acetona (10 mL) sob agitacédo, deixando-se aquecer a 40 °C durante 15 min,
em seguida adicionou-se o0 a-bromoacetofenona (151) (0,72 mmol; 0,143 @) e
manteve em refluxo até o consumo de todo material de partida. A mistura reacional
foi resfriada, concentrada e diluida em uma mistura de DCM (15 mL) e agua (15 mL),
a fase organica foi lavada com uma salmoura (20 mL), seca com NaSO, e
concentrada. O produto foi purificado por cromatografia em coluna, empregando
hexano e acetato de etila como eluente (Tabela 9).

(3-Metilbenzofurano-2-il)(fenil)metanona (152): Rendimento de 31%, com
um tempo reacional de 24 h.

EM, m#z (%): (TR= 23,57 min); 77 (M*; 100), 105 (58%), 235 (49%), 236 (37%),
51 (34%), 103 (15%), 207 (15%), 159 (8%), 178 (7%), 219 (5%).

(5-Metoxi-3-metilbenzofurano-2-il)(fenil)metanona (153): Rendimento de
16%, com um tempo reacional de 9 h.

EM, mz (%): (TR= 27,37 min); 265 (M*; 100), 77 (92%), 266 (80%), 105 (36%),
51 (21%), 237 (18%), 89 (14%), 133 (13%), 63 (10%), 250 (10%), 165 (9%).

(3,5-Dimetil-7-nitrobenzofurano-2-il)(fenil)metanona (154): Rendimento de
95%, com um tempo reacional de 16 h.

RMN 'H (400 MHz, CDCls): §2,58 (s, 3H; H-8); 2,69 (s, 3H; H-9); 7,55-7,66
(m, 3H; H-3', H-4’ e H-5); 7,80 (sl, 1H, H-6); 8,15 (sl, 1H; H-4), 8,32-8,34 (m, 2H, H-2’
e H-6").
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RMN '3C (100 MHz, CDCls): 59,9 (C-8); 21,14 (C-9); 125,07 (C-4); 125,86 (C-
6); 128,06 (C-7); 128,51 (C-1, C-2’ e C-6'); 130,16 (C-3’, C-5' e C-5); 133,01 (C-3);
130,58 (C-4'); 136,79 (C-1"); 144,49 (C-8); 150,18 (C-2); 184,58 (C-7).

b) Em um baldo de duas bocas adaptado a um sistema de refluxo, foi
adicionado a 2-hidroxiacetofenona substituida (2,3 mmol), KOH (2,53 mmol; 0,142 g)
em DMF e tolueno na proporgédo de 1:1 (10 mL). Aqueceu a 50 °C por 20 min e
adicionou-se a-bromoacetofenona 151 (2,53 mmol; 0,503 g) e manteve sob refluxo
até o consumo de todo material de partida, acompanhada por TLC. A mistura
reacional foi filtrada e concentrada. O residuo foi dissolvido em éter (20 mL) e uma
solucdo saturada de bicarbonato de sodio (20 mL), extraido com éter (3 X 20 mL),
seco e concentrado. O produto foi purificado por cromatografia em coluna
empregando hexano e acetato de etila como eluente.

(5-Fluoro-3-metilbenzofurano-2-il)(fenil)metanona (155): Rendimento de
83%, com um tempo reacional de 0,5 h.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3): 62,60 (s, 3H; H-8); 7,05-7,10 (m, 1H; H-4); 7,19-
7,22 (m, 1H; H-6); 7,48-7,52 (m, 2H, H-3’ e H-5°); 7,56-7,62 (m, 2H; H-4’e H-3), 8,04-
8,06 (m, 2H, H-2’ e H-6").

RMN '3C (100 MHz, CDCls): 59,91 (C-8); 99,37 (C-6); 99,64 (C-3); 112,15 (C-
4); 112,41 (C-7); 122,09 (C-1); 126,68 (C-2);128,24 (C-6"); 129,56 (C-3' e C-5);
132,55 (C-4’); 137,61 (C-1'); 149,13 (C-8); 154,19 (C-2); 161,93 e 164,40 (C-5);
185,32 (C-7).

EM, mz (%): (TR= 23,34 min); 253 (M*; 100), 77 (81%), 225 (29%), 105 (27%),
51 (26%), 177 (17%), 121 (12%), 255 (12%), 237 (10%), 197 (7%), 95 (6%).

(5-Cloro-3-metil-7-nitrobenzofurano-2-il)(fenil)-metanona (156):
Rendimento de 46%, com um tempo reacional de 0,5 h.
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RMN 'H (400 MHz, CDCls): 52,70 (s, 3H; H-8); 7,56-7,66 (m, 3H; H-3", H-4’ ¢
H-5); 7,97-8,00 (m, 1H; H-6); 8,29-8,32 (m, 3H, H-2’, H-6' & H-4).

EM, m2 (%): (TR= 30,4 min); 77 (M*; 100), 314 (67%), 105 (61%), 268 (38%),
51 (19%), 298 (10%), 205 (7%), 89 (5%).

5.9 Ensaios biolégicos

5.9.1 Atividade tripanocida e citotéxica de alguns compostos contra formas

epimastigota de Trypanosoma cruzi

Os ensaios biolégicos foram realizados no Departamento de Ciéncias Basicas
da Saude da Universidade Estadual de Maringa, em colaboracao do professor Celso

Nakamura e seu grupo.

5.9.1.1 Parasitos e cultura de células

Formas epimastigotas de T. cruzi cepa Y foram cultivadas a 28 °C em meio

LIT (Liver Infusion Triptose) suplementado com 10% SFB.

As células de linhagem LLCMK:; utilizadas foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s) suplementado com 10% SFB e antibi6tico gentamicina

e mantidas a 37 2C em atmosfera umedecida contendo 5% de CO..

5.9.1.2 Atividade antiproliferativa

Formas epimastigotas (1x10° cels/mL) foram cultivadas em meio LIT
suplementado com 10% SFB e tratadas com diferentes concentracbes dos
compostos (1 — 100 uM). Os parasitos foram incubados a 28 °C por 96 h em placas

de 24 pocos.
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A atividade tripanocida foi determinada pela contagem direta das células em
camara de Neubauer. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo
em relacdo ao controle de células cultivadas somente em meio. O ICs
(concentragao que inibiu 50% dos parasitos) foi avaliado graficamente através da
concentracao versus porcentagem de inibicdo de crescimento (REX et al., 2008).

5.9.1.3 Ensaio de citotoxicidade

Em microplacas de 96 pocos, células LLC-MK, (2,5x10° cels/pogo) foram
cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% SFB e mantidas a 37 °C com 5%
CO, por 24 h. As células foram tratadas com diferentes concentragbes dos
compostos (10 — 1000 uM) por 96 h nas mesmas condicdes acima. Posteriormente,
foi realizado o ensaio colorimétrico Sulforodamina B e a absorbancia foi lida em leitor
de Elisa a 530 nm. O CCs, (concentracao citotoxica em 50% células) foi determinado

através da analise de regresséo linear.

5.9.2 Atividade in vitro contra as formas promastigotas de Leishmania

amazonensis

A atividade leishmanicida in vitro foi avaliada em microplaca de 24 pocos. As
formas promastigotas foram cultivadas a 25 °C em meio de Warren, suplementado
com 10% de SBF e os parasitas de uma cultura de fase logaritmica de 48 h foram
suspensas a 1x10° parasitas/mL e tratadas com concentracdes crescentes do
composto. O controle contendo apenas parasitas também foi incluido. As placas
foram incubadas a 25 ° C por 72 h. A atividade leishmanicida foi determinado pela
contagem direta das células em camara de Neubauer e a concentracao de inibicao
de 50% (ICsp) do composto foi obtido (REX et al., 2008).

O ensaio foi realizado em colaboracao com a Prof. Dr. Celso V. Nakamura e
seu grupo de pesquisa da Universidade estadual de Maringa (UEM, PR).
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5.9.3 Ensaio bioquimico com a enzima GAPDH do Trypanosoma cruzi

Os ensaios foram realizados em colaboracdo dos professores Adriano D.
Andricopulo e Rafael V. C. Guido, do Instituto de Fisica da Universidade de Sao
Paulo (IFSC-USP).

A atividade enzimatica foi monitorada através de ensaio espectrofotométrico
de ultravioleta (UV), com base na reacéo bioquimica catalisada pela enzima GAPDH
(Figura 1.12B). O meio reacional foi constituido de GAPDH de T. cruzi (10-20 nM),
solugdo-tampao trietanolamina (100 mM), arseniato de soédio (30 mM), NAD" (0,4
mM), B-mercaptoetanol (1 mM), G3P (0,6 mM) e EDTA (1 mM). As reacdes foram
realizadas a 25 °C em pH 7,4. Todos os reagentes comerciais utilizados foram de
grau analitico (Sigma-Aldrich). Para a avaliagdo da atividade inibitoria, os compostos
em estudo foram adicionados ao meio reacional em concentracdes crescentes. A
reacao enzimatica foi iniciada com a adicao da GAPDH ao meio reacional. O ensaio
espectrofotométrico foi realizado monitorando-se a formagdo de NADH no
comprimento de onda de 340 nm.

Alguns cuidados devem ser tomados antes da realizagdo de triagens
bioquimicas, para a validacdo das substdncias a serem consideradas no ensaio
enzimatico. A primeira etapa no pré-processo de triagem de inibidores consistiu na
aquisicdo de um espectro de varredura da amostra a ser avaliada (candidato a
inibidor), na faixa entre 200 e 400 nm. Esta etapa é importante na identificacdo de
possivel interferéncia dos candidatos a inibidor na regido do espectro de absorcao
em que se realizam as leituras do ensaio cinético. Na etapa seguinte, 0 composto
em estudo foi adicionado ao tampao na presenga de NAD* e uma analise a 340 nm
foi realizada. Este procedimento é de fundamental importancia para avaliar se o
composto por si é capaz de reduzir o NAD" a NADH, causando erros de leitura e
interpretagbes equivocadas sobre a atuagdo dos candidatos a inibidores. Finalizados
estes testes preliminares, que foram conduzidos rigorosamente para todas as
amostras estudadas, os compostos puderam ser selecionados para os ensaios de
inibicdo enzimatica. Os inibidores sao dissolvidos e adicionados a mistura reacional
na concentracao final de 10% DMSO. Nessa concentracao, o solvente organico nao
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afeta significativamente a atividade da enzima, como observado em nossos

experimentos cinéticos.

No processo de triagem de substancias quimicas, um teste de inibicao de
concentracdo dos compostos puros foi empregado na avaliagdo inicial. Compostos
puros que apresentam inibicdo maior do que 30% podem ser selecionados para
novas avaliacées e encaminhados para ensaios de determinacado de poténcia. Em
nossos estudos, a concentragao Unica de 200 uM foi empregada nas triagens iniciais,
sendo selecionados os compostos que apresentaram inibicdo substancial (> 30%).
Para a determinacdo da poténcia através de valores de ICso, que se referem a
concentragao de inibidor necessaria para reduzir em 50% a atividade enzimatica,
foram utilizadas cinco ou seis concentracées de inibidor, capazes de reduzir a
atividade enzimatica entre 15-85%. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.
Em todos os testes de inibicdo, utilizou-se como controle negativo a mistura
reacional acrescida de 10% de DMSO, e como controle positivo uma solucao 200
UM de uma amostra denominada de inibidor padrao (acido iodoacético com valor de
ICs0 = 170 uM). Os dados experimentais coletados foram analisados graficamente
com o mddulo de cinética enzimatica disponivel no programa SigmaPlot versdo 11 e
os valores de ICsy determinados através de analise de regressao nao-linear de
melhor ajuste.

5.9.4 Atividade antimicobacteriana frente a cepa M. tuberculosis H37Rv,
empregando a técnica “resazurin microtiter assay plate” (REMA)

Os ensaios foram realizados pelo grupo do Prof. Dr. Didbgenes A. Garcia
Cortez e Dra. Rosilene Fressatti Cardoso da Universidade Estadual de Maringa
(UEM, PR).

Os compostos foram solubilizados em DMSO e submetidos ao ensaio in vitro
para determinagdo da CIM em M. tuberculosis H3;Rv (ATCC 27294). Para tal, foi
empregada a metodologia REMA preconizada por PALOMINO et al. (2002) e
MARTIN et al. (2003) com a introducdo de modificacées de acordo com SALTO
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(2003). Em uma microplaca estéril de 96 orificios (Falcon 3072, BECTON
DICKINSON), foram depositados 200 uL de agua destilada estérii em todos os
orificios mais externos da placa para evitar a evaporagao durante a incubacao a 37
°C. Os compostos foram dissolvidos em DMSO (AMRESCO®). Foram adicionados
na microplaca as substancias puras com Middlebrook 7H9 broth (Difco Laboratories,
Detroid, MI, USA), suplementado com &cido oléico, albumina, dextrose e catalase
(OADC enriguecido; BBL/Becton Dickinson, Sparks, MD,USA) e 0,2 % de Glicerina
(BIOTEC) obtendo-se concentragdes finais no intervalo entre 250 a 1,9 ug/mL para
substancias puras. A isoniazida (SIGMA) foi usada como farmaco padrao sendo esta
diluida em agua deionizada estéril, sequida de diluicdes em Middlebrook 7H9
adicionados de OADC obtendo-se concentragdes finais na microplaca entre 0,0078
a 1 pg/mL. A cepa de M. tuberculosis Hs;Rv foi previamente cultivada em
Middlebrook 7H9 com OADC a 37 °C e a turvagcédo padronizada até atingir a escala
n® 1 McFarland e em seguida diluida 20 vezes e adicionados 100 uL em cada
cavidade exceto nos controles de esterilidade das substancias testadas, do meio de
cultivo com e sem DMSO que foram usados como controle negativo. As microplacas
foram incubadas a 37 °C por sete dias. Apo6s este periodo, foram adicionados 30 uL
de solucdo de Resazurina (ACROS ORGANICS) (0,01% wt/vol) preparada
recentemente. As placas foram re-incubadas por 24 h a 37 °C. A CIM foi definida
como a menor concentracdo da droga capaz de impedir a mudanca de cor de azul
para réseo, ou seja, presenca de crescimento bacteriano. As microplacas foram re-
incubadas por mais 24 h e os orificios que permaneceram com a cor violeta foram

considerados como negativos.
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