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RESUMO

PEREIRA, Jorge Luiz, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, Julho de
2012. Sintese e avaliacao do efeito sobre o transporte de elétrons da
fotossintese de derivados de isobenzofuran-1(3H)-onas. Orientador:
Robson Ricardo Teixeira. Co-Orientadores: Antonio Jacinto Demuner e
Alessandra Regina Pepe Ambrozin.

Isobenzofuran-1(3H)-onas (também conhecidas como fitalidas)
possuem como caracteristica estrutural a presenca de um anel j-lacténico
fundido a um anel aromético. Elas representam uma classe de compostos
que tem atraido a atencdo de varios grupos de pesquisa em parte devido ao
seu espectro de atividades biolégicas. Dentre varias isobenzofuran-1(3H)-
onas bioativas encontra-se a fitotoxina natural 5-metil-4-metoxi-6-(3-metilbut-
2-eniloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona. Esta substancia é capaz de inibir in vitro
o transporte de elétrons da fotossintese. O presente trabalho teve por meta
sintetizar analogos a 5-metil-4-metoxi-6-(3-metilbut-2-eniloxi)isobenzofuran-
1(3H)-ona, visando a avaliacdo de suas atividades como inibidores da
fotossintese. A rota sintética escolhida para a sintese das fitalidas envolveu
reacdes de orto alquilacdo de &acidos benzdicos catalisadas por paladio,
reacdes de O-alquilacdo e processos de adicdo a ligacdo dupla. Os
compostos sintetizados foram completamente caracterizados, utilizando-se a
espectroscopia no 1V, espectroscopia de RMN de *H e de *C (1D), além da
espectrometria de massas. Algumas das isobenzofuran-1(3H)-onas
sintetizadas tiveram suas estruturas cristalinas investigadas por difracdo de
raios-X. As isobenzofuran-1(3H)-onas sintetizadas, bem como alguns

subprodutos e intermediarios sintéticos obtidos, foram avaliados in vitro no
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tocante a habilidade em interferir ou ndo no transporte de elétrons, dirigido
pela luz, da agua para o oxidante nao-biologico ferricianeto de potassio.
Cloroplastos intactos e isolados de folhas de Spinacia oleracea foram
utilizados neste caso. Os resultados obtidos mostram que, dentre 14
compostos submetidos a avaliacdo da atividade biologica, 8 substancias
reduziram a taxa de transporte de elétrons, dirigido pela luz, na
concentracdo de 200 umol L. Dentre os compostos mais ativos, duas
isobenzofuran-1(3H)-onas causaram inibicdo do transporte de elétrons
superior a 40%. A substancia 5-(2,3-dibromo-3-metilbutoxi)isobenzofuran-
1(3H)-ona, que apresentou os melhores resultados em termos de atividade
biologica, apresenta poténcia inibitéria sobre o transporte de elétrons
fotossintético similar ao produto natural 5-metil-4-metoxi-6-(3-metilbut-2-

eniloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona.

Xiv



ABSTRACT

PEREIRA, Jorge Luiz, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July of 2012.
Synthesis and evaluation of the effects on the photosynthetic
electron transport of isobenzofuran-1(3H)-one derivatives. Advisor:
Rébson Ricardo Teixeira. Committee Members: Antonio Jacinto Demuner
e Alessandra Regina Pepe Ambrozin.

Isobenzofuran-1(3H)-ones (phtalides), fused-ring aromatic y-lactones,
have attracted the attention of various research groups due to, in part, to their
biological activities. Among various bioactive isobenzofuran-1(3H)-ones is
the natural phytotoxin 4-methoxy-5-methyl-6-(3-methylbut-2-
enyloxy)isobenzofuran-1(3H)-one. This secondary metabolite is capable of
inhibiting in vitro the photosynthetic electron transport. The present
investigation aimed to synthesize a variety of 4-methoxy-5-methyl-6-(3-
methylbut-2-enyloxy)isobenzofuran-1(3H)-one analogues and evaluate their
potential as photosynthetic inhibitors. In the synthetic routes used to prepare
the analogues were utilized the palladium catalyzed ortho alkylation of
benzoic acids, O-alkylation reactions and addition reactions to the double
bounds. The structures of synthesized compounds were confirmed based on
NMR, IR and MS analyses. The structure of some isobenzofuran-1(3H)-ones
were also investigated by X-ray analysis. The biological activity of the
synthesized isobenzofuran-1(3H)-ones, as well as by-products and synthetic
intermediates, was evaluated in vitro as the ability to interfere with light-

driven reduction of ferricyanide by isolated spinach chloroplasts. Among the
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fourteen evaluated compounds, eight was able to significantly reduce the
electron flow from water to K3[Fe(CN)eg]. In addition, two compounds were
capable of inhibiting the photosynthetic electron transport by 40%. The
inhibitory effect presented by one of the compounds namely 5-(2,3-dibromo-
3-methylbutoxy)isobenzofuran-1(3H)-one was equipotent to the natural
phytotoxin 4-methoxy-5-methyl-6-(3-methylbut-2-enyloxy)isobenzofuran-

1(3H)-one.
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CAPITULO 1
A NATUREZA COMO FONTE DE INSPIRACAO PARA A BUSCA DE
NOVOS AGENTES QUIMICOS PARA O CONTROLE DE PLANTAS

DANINHAS

1.1. Introducéo

A populagdo mundial cresce a cada ano e em 2011 atingiu a marca de 7
bilhdes de pessoas. De acordo com um estudo elaborado pela Organizacao das
Nacdes Unidas (ONU 2009), o numero de humanos habitando o planeta
aumentara 34% — passando dos 6,8 bilhes em 2009 para 9,1 bilh6es em 2050
(Figura 1, p.2). Projecdes apontam para o fato de que a producéo de alimento
tera que dobrar nos proximos quarenta anos e que O0S paises em
desenvolvimento precisardo investir anualmente US$ 83 bilhdes em agricultura

para alimentar sua populacéo calculada para 2050 (WIEBE, 2009).
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Figura 1 — Populagdo mundial entre 1950 e 2050 de acordo com diferentes
projecoes.

Uma vez que hé relativamente poucas fronteiras araveis, um dos grandes
desafios a serem enfrentados decorrentes do aumento populacional é a
elevacdo da produtividade agricola de modo a suprir a crescente demanda por
alimentos.

O Brasil € um pais que vem elevando sua produtividade agricola ano
apos ano. Conforme apresentado na Figura 2 (p.3), no periodo compreendido
entre 1987 e 2002 (destacado na Figura 2), a producdo de grdos no Pais
cresceu 61,5% (100,5 milhdes de toneladas na safra 2001/2002). No entanto, a
area plantada ampliou-se apenas 5,2%, passando de 37,3 milhdes para 39,3

milhdes de hectares (VELASCO e CAPANEMA, 2006).
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Figura 2— Evolucao da producdo de graos no Brasil e area plantada no periodo

de 1975 a 2002.

Um novo recorde de produtividade foi alcancado na safra 2010/2011, na qual
foram produzidos 161,5 milhdes de toneladas. Esse resultado foi 8,2% acima da
safra anterior, com aumento de 4,2% na produtividade, garantindo o
abastecimento interno e exportando o excedente para mais de 200 paises
(PLANO AGRICOLA E PECUARIO, 2011-2012). Tal desempenho coloca o pais
entre 0s mais competitivos do mundo, com capacidade de atender ao aumento
da demanda por alimentos. Levando-se em conta que o Brasil possui uma area
de 338 milhdes de hectares de terras agricultaveis e de alta produtividade (dos
quais 90 milhdes ainda ndo foram explorados), apresenta um clima diversificado,
chuvas regulares, energia solar abundante e quase 13% de toda a agua doce
disponivel no planeta, pode-se afirmar que o pais possui vocacdo para a
agricultura. No entanto, os continuos ganhos de produtividade ndo podem ser
atribuidos meramente a sua aptiddo agricola; deve ser também destacado a
crescente incorporacdo de novas tecnologias pelos produtores tais como

utilizacdo de variedades de plantas que fornecem maior produtividade,



aprimoramento das técnicas agricolas, rapida mecanizacdo e utilizacdo de

agroquimicos como meio de controle de pragas e doencas.

1.2. O controle quimico de plantas daninhas

Plantas daninhas, insetos, fungos, bactérias e virus, se ndo forem
mantidos sob controle, provocam perdas significativas na agricultura (VELASCO
e CAPANEMA, 2006). Os agroquimicos ou defensivos agricolas sdo as armas
mais importantes que os produtores possuem na luta contra as diversas pragas
agricolas conhecidas. A utilizacdo dos agroquimicos nas culturas contribui de
modo indireto para a salde humana, uma vez que pela utilizacdo desses
compostos quimicos a produtividade agricola pode ser aumentada em até 32%
por unidade de é&rea plantada (OERKER e DEHNE, 2004) e com isso a
disponibilidade de alimentos para os humanos. Este aumento na produtividade
de alimentos ira contribuir para reduzir problemas de ma-nutricdo, responsaveis
por varias doencas humanas. Cabe destacar que o0s agroquimicos tém
contribuido significativamente para a melhoria da agricultura desde a segunda
metade do século XIX (STETTER e LIEB, 2000).

As plantas daninhas representam um dos maiores problemas nas culturas
agricolas. De acordo com Deuber (1992), planta daninha pode ser definida como
qualquer planta que, isoladamente ou em grupo, causa algum dano ou
inconveniéncia. Elas competem com a cultura por luz, agua e nutrientes. Os
danos causados por plantas daninhas envolvem diversos aspectos da
agricultura e da vida do homem, como a reducédo da produtividade e do valor da
terra, perda da qualidade do produto agricola, disseminacdo de pragas e

doencas, aumento de custos e maior dificuldade no manejo agricola, problemas



com o manejo da agua, interferéncia com diversas atividades humanas e danos
a vida e a saude, tanto do homem quanto de animais (DEUBER, 1992).

Aproximadamente 30.000 espécies de plantas daninhas estéo distribuidas
pelo planeta. A perda liquida da producdo de graos, causada por 1.800 tipos
dessas plantas, somam 9,7% da producado agricola total a cada ano (LI, 2003).
Considerando todos esses problemas envolvendo plantas daninhas, seu
controle € altamente desejavel.

Dentre os métodos descritos na literatura que podem ser empregados
para o controle de plantas daninhas (SILVA et al 2007a), o uso de agentes
quimicos, conhecidos como herbicidas, é aquele de menor custo e maior
confiabilidade. Do ponto de vista historico, as primeiras substancias empregadas
no controle de plantas daninhas (primeira geracdo de agroquimicos) eram
inorganicas em natureza (por exemplo, FeSO4, H>SO4 NaClO, e CuSOy),
possuiam baixissima seletividade e elevada toxicidade.

Os primeiros estudos sisteméticos sobre o0 uso de compostos quimicos no
controle de plantas daninhas tiveram inicio no século XX resultando na
descoberta dos primeiros herbicidas sintéticos como o &cido 2,4-
diclorofenoxiacético também conhecido como (2,4-D) e o &cido 2-metil-4-
clorofenoxiacético (MCPA), Figura 3, p.6). Esses compostos eram faceis de
serem sintetizados, seletivos e bastante efetivos no controle de plantas

daninhas.
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Figura 3 — Estruturas de alguns herbicidas.
Em vista do sucesso deles, varios outros herbicidas sintéticos foram produzidos,
como a atrazina e o diuron (Figura 3) culminando no desenvolvimento de novos

grupos de herbicidas (COBB, 1992; SILVA et al, 2007b; WARE, 2000).

1.3. O problema da resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas

No mercado brasileiro, existem aproximadamente 220 marcas comerciais
de herbicidas disponiveis que podem controlar véarias plantas daninhas
infestantes de culturas de grande e pequeno porte (RODRIGUES e ALMEIDA,
2005). Apesar dos grandes avancos realizados na area de controle quimico de
plantas daninhas ao longo dos anos, desde a introducdo dos primeiros
herbicidas orgéanicos sintéticos (STETTER e LIEB, 2000), a demanda por novos
produtos € elevada uma vez que as plantas daninhas podem desenvolver
resisténcia a certos produtos apés um determinado tempo de contato com 0s
mesmos (GRESSEL, 2009). Por um processo de selecao natural, um genotipo
resistente, que inicialmente esta com baixa frequéncia numa populacao, torna-se
de ocorréncia cada vez mais generalizada, o que faz com que os individuos
sejam cada vez menos sensiveis aos agroquimicos (SILVA et al., 2007c).

Os primeiros relatos de resisténcia de plantas daninhas foram descritos

na década de 1960. Estima-se que, hoje, existam 388 biotipos resistentes e 202



espécies (122 dicotiledbneas e 86 monocotiledéneas) de plantas daninhas que
apresentem resisténcia a um ou mais herbicidas (DEVINE e SHUKLA, 2000;
BECKIE, 2006; SILVA et al., 2007c; HEAP, 2012). Além disso, novos tipos de
plantas daninhas frequentemente surgem, e com isso existe a demanda por
novos herbicidas para controlar tais plantas.

Outro aspecto importante que merece destaque € que o setor de
agroquimicos é fortemente regulado, havendo uma grande preocupacdo com
respeito & salde humana e ao meio ambiente, por meio de medidas protetoras
para evitar a contaminacdo do solo e da agua. A legislacdo cada vez mais
restritiva requer desenvolvimento de produtos mais especificos e com menor
espectro de acdo. Em vista das questdes mencionadas anteriormente ligadas ao
uso de herbicidas, torna-se desejavel o desenvolvimento de novos compostos
que: sejam mais especificos; possam ser usados em doses tao baixas quanto
possivel, com reduzida ou nenhuma toxicidade de modo a minimizar os riscos
de exposicdo para 0 homem e para os animais silvestres e domésticos; tenham
baixos impactos ambientais e pouca persisténcia no ambiente (ambientalmente

benignos).

1.4. O uso de produtos naturais como compostos-modelos para o

desenvolvimento de novos herbicidas

Na busca e desenvolvimento de novos compostos para o controle de
plantas daninhas, tem-se usado abordagens que sdo similares aquelas
empregadas pela industria farmacéutica (DELANEY et al., 2006; DUKE, 2010;
SWANTON et al., 2011). Trés diferentes abordagens podem ser utilizadas. A
primeira relaciona-se a avaliacdo sistematica de um grande numero de
compostos sintéticos. Numa etapa subsequente, as substancias que apresentam
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atividade promissora sao submetidas a rigorosos processos de otimizagédo da
estrutura visando a obtencéo de produtos comerciais. Esta abordagem é aquela
que tem sido utilizada pela industria de agroquimicos com maior sucesso e
resultou no desenvolvimento de uma grande variedade de herbicidas, com
variados modos de acgdo (COBB, 1992; WARE, 2000; BOGER et al., 2002;
RUEGG, et al., 2006).

A segunda estratégia corresponde ao planejamento racional de herbicidas
baseado no conhecimento de processos metabolicos-chave para o
desenvolvimento das plantas daninhas (LEIN et al., 2004). Embora haja a
possibilidade de identificacdo de enzimas e processos metabdlicos importantes
gue possam ser explorados no desenvolvimento racional de herbicidas, ainda
nao sao conhecidos produtos comerciais obtidos a partir deste tipo de
abordagem. A razéo para tal fato talvez esteja intimamente relacionada a falta
de um conhecimento completo das interagcbes entre 0s complexos processos
metabolicos celulares.

Uma terceira estratégia que pode ser aplicada na busca de novos
compostos para o0 controle quimico de plantas daninhas é a utilizacdo de
metabdlitos secundarios produzidos por plantas e outros organismos
(GODFREY, 1995; COPPING, 1996; DUKE et al., 2000a; DUKE et al., 2002;
MACIAS et al., 2007; MACIAS et al., 2008a,b; BARBOSA et al. 2008a; DAYAN
et al., 2009; DUKE et al., 2010; SCHRADER et al., 2010; HUTER, 2011,
CANTRELL et al., 2012). Estes metabdlitos podem ser utilizados diretamente
como herbicidas (COOPING e DUKE, 2007) ou ainda como estruturas-modelos
gue podem ser quimicamente modificadas seja por semi-sintese ou sintese para

o desenvolvimento de novas classes de herbicidas (BARBOSA et al., 20093,



BARBOSA et al., 2009b; TEIXEIRA et al., 2008; BARBOSA et al., 2007; LIMA et
al., 2003). Esse tipo de estratégia pode ser considerada atrativa por varias
raz0es. Muitos produtos naturais biologicamente ativos sao parcialmente
sollveis na agua e como uma consequéncia do processo de selecao natural,
podem apresentar bioatividade em concentragbes muito baixas. Além disso, o
mecanismo de acdo destes metabdlitos sobre plantas daninhas €, muitas vezes,
diferente dos herbicidas sintéticos. Estudos tém demonstrado que os sitios
moleculares de atuacdo de herbicidas naturais diferem significativamente dos
conhecidos sitios moleculares de atuacao dos herbicidas sintéticos (DUKE et al.,
2000b; DUKE et al., 2005). A investigacdo desses novos mecanismos de acao
de herbicidas naturais sobre as plantas daninhas é importante porque poderia
resultar no planejamento racional de novas classes de herbicidas. Além do mais,
herbicidas com novos sitios de acdo sdo desejaveis para combater o rapido
crescimento de plantas daninhas resistentes a herbicidas. Outra razdo que
poderia ser apontada em favor do uso de metabdlitos secundarios na busca por
novos herbicidas é a possibilidade de obtencdo de compostos que sejam
ambientalmente benignos. Este (ltimo argumento se soma as constantes
preocupacdes ligadas a preservacao do meio ambiente.

A grande diversidade encontrada entre os metabdlitos secundarios tem
sido lentamente explorada para gerar novas classes de herbicidas. Neste caso,
moléculas sdo submetidas a testes bioldgicos e toxicolégicos a fim de serem
identificados possiveis compostos-modelos que possam ser transformados em
novos herbicidas (PENG et al., 2003).

Similarmente ao que foi descrito para os herbicidas sintéticos, 0s

compostos selecionados também sdo subsequentemente submetidos a



processos de otimizacdo da estrutura visando o desenvolvimento de produtos
comerciais. Exemplos de herbicidas que s&o comercializados hoje em dia e que
foram desenvolvidos a partir de estruturas de metabdlitos secundarios incluem

bialafos (1), fosfonotricina (2), sulcotriona (4), mesotriona (5) e cinmetilina (7),

Figura 4.
9 (@] H O (I? (@]
-P N -P
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Leptospermona (3) Sulcotriona (4) Mesotriona (5)
H3C: :
g} O
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Figura 4 - Exemplos de herbicidas comerciais (1, 2, 4, 5, 7) e compostos-

modelos (3,6).

Os compostos bialafos (1) e fosfonotricina (2) correspondem a dois
herbicidas comercializados atualmente e que foram desenvolvidos a partir de
metabdlitos secundarios isolados de bactérias (SAXENA e PANDEY, 2001). O
bialafos  (L-fosfinotricil-L-alanil-L-alanina)  foi

herbicida  organofosforado
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originalmente isolado dos actinomicetos Streptomyces viridochromogenes, que
possuem a capacidade de produzir grandes quantidades de enzimas com
potencial aplicagéo industrial. Na natureza eles desempenham papel importante
na formacédo do humus, especialmente pela formacao de enzimas extracelulares
com capacidade de degradar compostos celuloliticos. Bialafos € nos dias de
hoje comercializado no Japdo com o nome de Herbiace®, sendo um pré-
herbicida que € convertido nas plantas daninhas para o ingrediente ativo
fosfonotricina apds a remocdo dos residuos de alanina por peptidases. A
fosfonotricina é um anélogo do glutamato que atua como inibidor irreversivel da
enzima glutamina sintetase, levando a um acumulo de amdnia e a intoxicacao
da célula (STALKER, 1991). O sal racémico de amodnio desse composto €&
conhecido como glifosinato e constitui o principio ativo de varios produtos
comerciais como Liberty®, Basta®, Ignite®, e Challenge®.

A cinmetilina (7) (Figura 4, p.10) é um herbicida seletivo para o controle
de gramineas em plantacdes de arroz e é analogo ao monoterpeno natural 1,4-
cineol (6), um composto fitotoxico e uma das primeiras substancias identificadas
como agente alelopatico (DUKE e OLIVA, 2004). As tricetonas sulcotriona (4)
(CHAABANE et al., 2005; BEAUDEGNIES et al., 2009; WU, 2011), e mesotriona
(5) (MITCHELL et al., 2001; BEAUDEGNIES et al., 2009) séo, respectivamente,
os principios ativos dos herbicidas comerciais mikado® e callisto®. Essas
tricetonas sdo analogas ao produto natural leptospermona (van KLINK et al.,
1999).

O herbicida comercial Callisto® é um exemplo que ilustra como algumas
descobertas cientificas sdo fruto de observacfes ocasionais e de curiosidade.

Em 1977, um cientista norte-americano observou que poucas plantas daninhas
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estavam crescendo em um vaso de uma planta conhecida como callestemon
(Figura 5, p.13). A analise de uma amostra do solo deste vaso revelou que a
referida espécie vegetal produz uma substancia natural herbicida conhecida
como leptospermona, que inibe o crescimento de outras plantas (van KLINK et
al.,, 1999). A estrutura da tricetona leptospermona foi, posteriormente,
guimicamente modificada, dando origem a substancia mesotriona (MITCHELL et
al.,, 2001; BEAUDEGNIES et al.,, 2009), o componente ativo do herbicida
callisto®, nome este inspirado na espécie vegetal que deu origem ao
desenvolvimento deste produto comercial. Este produto exerce controle bastante
efetivo sobre grande namero de plantas daninhas em plantacdes de milho (Zea
mays). A mesotriona (Figura 5, p.13) age sobre plantas daninhas, inibindo a
biossintese de carotendides, que é um processo metabdlico essencial para o
crescimento das plantas. Outro exemplo de herbicida pertencente a classe das
tricetonas € a substancia conhecida como sulcotriona (Figura 5, p.13), que
corresponde ao principio ativo do produto comercial mikado® (CHAABANE et

al., 2005; BEAUDEGNIES et al., 2009; WU, 2011).
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Figura 5 - Espécie vegetal Callestemon citrinus e alguns herbicidas
pertencentes a classe das tricetonas.

Os fungos e bactérias causam varias doencgas que prejudicam seriamente
o desenvolvimento de algumas plantas de interesse agricola e florestal
(TRINGALI, 2001; STRANGE, 2003). Um fato bem documentado é que esses
microorganismos patogénicos produzem metabdlitos secundérios que
desempenham papel importante durante o processo de infecgao. Por exemplo,
foi verificado em ensaios bioldgicos laboratoriais que a aplicacdo da substancia
ziniol (substancia 8, Figura 6, p.15) sobre amostras de plantas hospedeiras
provoca efeitos fitotdxicos que sdo idénticos aqueles observados no campo
guando estas plantas sdo infectadas por fungos do género Alternaria, produtores
deste metabolito (COTTY et al., 1983; COTTY e MISHAGI, 1984).

Os metabdlitos produzidos por fungos e bactérias vém sendo
intensamente investigados tendo em vista a possibilidade de desenvolvimento
de novos agentes quimicos de controle de plantas daninhas. Como resultado,
uma ampla gama de fitotoxinas tais como pironas, compostos aromaticos e seus
derivados, terpenos, aminodcidos, lactonas, compostos biciclos e triciclos,
proteinas, glicoproteinas e polissacarideos vém sendo isoladas e caracterizadas
(LI et al., 2003; STRANGE, 2007; BERESTETSKIY, 2008; Duke et al., 2010;
SCHRADER et al., 2010). Cabe destacar que microorganismos causadores de
patogenias em plantas tém se mostrado como uma das fontes mais ricas e
promissoras de novos compostos com atividade fitotoxica e reguladora do
crescimento de plantas.

A espécie fungica Nimbya alternantherae, do género Alternaria, € um

hY

patbgeno muito agressivo que causa uma doencga severa a Alternanthera
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philoxeroides (planta herbacea da familia Amaranthaceae) que se tornou uma
invasora muito prejudicial em diversas partes do mundo, inclusive no Brasil
(BARRETO e TORRES, 1999). Devido a patogenicidade deste fungo, um
interesse muito grande foi despertado no estudo deste género (bem como do
género Alternaria) com o intuito de identificar novos compostos com atividade
fitotoxica.

Estudos fitoquimicos realizados com diferentes espécies do género
Alternaria levaram ao isolamento de varias micotoxinas entre elas o ziniol (8)
(STARATT, 1968) e seus derivados 9-12 (GAMBOA-ANGULO et al, 2002); o
radicinol (13) a radicinina (14), e epi-radicinol (15) (SOLFRIZZO et al., 2004); a
tagetolona (16) e a tagetenolona (17) (GAMBOA-ANGULO et al.,, 2001), o
alternariol (18) (POZZI et al., 2005) e os compostos isoindolinicos zinimidina
(19), porritoxina (20) e 21 (HORIUCHI et al.,, 2003). Mais recentemente,

Evidente e colaboradores (2009) isolaram as fitotoxinas policiclicas (22) e (23)

da espécie Alternaria sonchi (Figura 6, p.15).
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Figura 6 — Exemplos de micotoxinas isoladas de varias espécies do género
Alternaria.

Enquanto varios estudos relativos ao género Alternaria sdo descritos na
literatura, poucos sdo conhecidos sobre o género Nymbia. Em um desses
estudos, o grupo de Matsumoto (1992) isolou do fungo Nymbia scirpicola a
depudecina (24), (Figura 6). Subsequentemente, 0 mesmo grupo de pesquisa
demonstrou que a depudecina € biossintetizada por uma rota metabdlica
envolvendo policetideo (TANAKA et al., 2000).

Uma investigacao recente sobre a espécie fungica Nymbia alternantherae
levou ao isolamento da 5-metil-4-metoxi-6-(3-metilbut-2-eniloxi)isobenzofura-
1(3H)-ona (25), Figura 7, (DEMUNER et al., 2006). Embora esse metabdlito ja
tenha sido identificado em estudos fitoquimicos do género Alternaria
(SUEMITSU et al., 1995; GAMBOA-ANGULO et al., 1997), o estudo de Demuner
et al 2006, foi o primeiro a descrever o isolamento deste metabdlito em uma
espécie do género Nymbia. Ensaios biolégicos conduzidos com a substancia 25
revelaram que ela é capaz de inibir in vitro o transporte de elétrons do processo

fotossintético.

OCHg, OCHg
(25) (26)
Figura 7 — Estrutura 5-metil-4-metoxi-6-(3-metilbut-2-eniloxi)isobenzofuran-

1(3H)-ona (25) e seu derivado hidrogenado (26).
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A hidrogenacéo catalitica de 25, realizada na presenca de Pd/C, resultou
na formacédo de 26 (Figura 7) que também € capaz de inibir o transporte de
elétrons fotossintético in vitro. E importante salientar que substancias que inibem
o processo fotossintético in vitro podem ser consideradas atrativas como
candidatos para o desenvolvimento de agentes quimicos para o controle de
plantas daninhas (NELSON e COX, 2002).

No processo fotossintético as plantas, utilizando uma complexa série de
reacdes quimicas, capturam a energia luminosa que é armazenada na forma de
ATP e NADPH. A energia acumulada no processo €, posteriormente, utilizada
para producdo de carboidratos e outras substancias a partir do gas carbonico e
de um doador de hidrogénio, que geralmente é a 4gua. Simultaneamente, ocorre
liberac@o de oxigénio na atmosfera. Um numero de herbicidas é capaz de inibir
alguma dessas reacbes exclusivas de plantas fotossintetizantes e possuem
como importante vantagem o fato de apresentarem baixa toxicidade para
mamiferos uma vez que os sitios moleculares nos quais esses herbicidas atuam

sao exclusivos das plantas (CASIDA, 2009).

1.5. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

A utilizacdo de metabdlitos secundarios, seja diretamente ou como
compostos-modelos, € uma das estratégias que podem ser usadas na busca por
novos agentes quimicos de controle de plantas daninhas. Conforme salientado
anteriormente, a hidrogenacdo da cadeia lateral da substancia 25 resultou num
derivado 26, Figura 7 (p.16), que também é capaz de inibir o transporte de
elétrons da fotossintese in vitro. Essa observacdo experimental aponta para o
fato de que modificacbes estruturais na cadeia lateral podem resultar em
derivados com diferentes perfis de atividade biologica. A literatura nao relata
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nenhum estudo sistematico envolvendo a sintese de diferentes substancias
analogas a isobenzofuran-1(3H)-ona 25 e a avaliacdo do efeito desses analogos
sobre o transporte de elétrons da fotossintese. Esses fatos foram os
motivadores que levaram a essa investigacdo, na qual se buscou a sintese,
caracterizagcdo estrutural e avaliacdo da atividade inibitéria sobre o transporte de
elétrons de substancias estruturalmente analogas a isobenzofuranona 25 com

vistas ao desenvolvimento de novos herbicidas sintéticos.
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CAPITULO 2
SINTESE DE ISOBENZOFURAN-1-(3H)-ONAS TENDO COMO ESTRUTURA
MODELO A 5-METIL-4-METOXI 6-(3-METILBUT-2-ENILOXI)

ISOBENZOFURAN-1(3H)-ONA

2.1. INTRODUCAO

Isobenzofuran-1(3H)-onas (também conhecidas como fitalidas)
possuem como caracteristica estrutural a presenca de um anel jlacténico
fundido a um anel aromatico (Figura 1). Elas representam uma classe de
compostos que tem atraido a atencédo de varios grupos de pesquisa em parte

devido ao seu espectro de atividades biologicas.

! 1
o)
5

3

Figura 1 — Estrutura basica de uma isobenzofuran-1(3H)-ona.

Na Figura 2 (p.30) estdo representadas estruturas de diferentes
isobenzofuran-1(3H)-onas, de origem natural e sintética. No tocante as
isobenzofuranonas de origem natural, a grande maioria dessas substancias
tém sido isoladas a partir de diferentes espécies de fungos. Por exemplo, o
fracionamento bio-guiado do extrato EtOAc da espécie fungica Cephalosporium
sp.ALO31 resultou no isolamento das substancias 27 e 28 que exibiram
significativa atividade antioxidante avaliada pelo método DPPH (2,2-difenil-1-
picril hidrazil). Os valores de ICsy determinados para essa atividade foram,

respectivamente, iguais a 10 umol L™ e 5 pmol L™ (HUANG et al., 2012).
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A atividade antioxidante também foi verificada para a isobenzofuran-
1(3H)-ona 29, conhecida como isopestacina e isolada a partir do fungo
Pestalotiopsis microspora (STROBEL et al., 2002). Além disso, demonstrou-se
que essa substancia apresenta atividade antifungica sendo capaz de na
concentracdo de 48 pg mlt e apés 48h, inibir completamente o
desenvolvimento da espécie patogénica para plantas Pythium ultimum. A
isopestacina (29) também foi avaliada contra as espécies patdgenas de plantas
Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani ndo sendo observado, nesses

casos, nhenhum efeito inibitério (STROBEL et al., 2002).
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Figura 2 — Exemplos selecionados de isobenzofuran-1(3H)-onas.

Assim como a isopestacina (29), o acido crifonéctrico (30) também
possui um grupo aromatico ligado a posi¢cdo C-3 do anel lactbnico. O estudo
quimico do extrato bruto EtOAc, obtido do cultivo em MPGA (Maltose-Peptone-
Glucose-Agar) produzido pelo fungo Cryphonectria parasitica (Murr.), resultou
no isolamento de véarios metabdlitos secundarios dentre eles o acido
crifonéctrico (30). O composto 30 foi isolado como o componente majoritario
(>20%) do extrato bruto (ARNONE et al. 2002). A atividade fitotoxica do acido
foi avaliada sobre o desenvolvimento de semeaduras de tomate, em diferentes
concentracbes. Observou-se que a germinacdo das sementes de tomate
(Solanum iycopersicum) foi completamente inibida numa concentracdo de 100
umol L™,

A substéancia triciclica fuscinarina (31), Figura 2 p.30, foi isolada do
fungo Oidiodendron griseum e apresenta atividade anti-HIV (YOGANATHAN et
al., 2003).

A 3-butilisobenzofuran-1(3H)-ona (32), Figura 2 p.30, foi isolado, na
China, a partir das sementes de Apium graveolens e € capaz de inibir a
agregacdo plaquetaria (PENG et al., 2004). A agregacdo de plaquetas esta
diretamente relacionada a doencas cardiovasculares e acidentes vasculares
(DE ALMEIDA CHAVES et al, 2010). Outras isobenzofuranonas tém sido
avaliadas com respeito a atividade antipliquetaria (YANG et al., 2007; MA et al.,
2012). No estudo recente de Ma e colaboradores, o derivado halogenado 33 foi
avaliado in vitro sendo determinado para a atividade antiplaquetaria o valor de
ICso = 84 pmol L™. Na concentracéo de 84 pmol L™, o composto 32 foi capaz

de inibir a agregacdo plaquetaria em aproxidamente 60%, demonstrando-se
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desse modo a maior eficiéncia do derivado halogenado (MA et al., 2012).
Cardozo e colaboradores (2005) descreveram atividade anticonvulssiva para o
composto 32.

Empregando-se como material de partida o acido anarcadico, DOS
SANTOS e colaboradores (2010) sintetizaram os derivados 34 e 35, Figura 2
p.30, que apresentaram significativa atividade antiproliferativa contra linhagens
de célula HL-60 (leucemia promielocitica) e moderada atividade contra as
linhagens SF295 e MDA-MB435 (cérebro).

Cabe destacar que todos os exemplos de isobenzofuran-1(3H)-onas de
origem natural descritas anteriormente foram isolados de espécies de fungo.
No entanto, a literatura contém exemplos desses metabdlitos que foram
isolados de plantas, como as substancias 36 e 37, Figura 2 p. 30 isoladas de
rizomas de Typha capensis (SHODE et al., 2002).

Dentre diversas isobenzofuran-1(3H)-onas bioativas, encontra-se a 5-
metil-4-metoxi-6-(3-metilbut-2-eniloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (25) (estrutura
repetida a seguir), capaz de inibir o transporte de elétrons fotossintético in vitro

e gue motivou o desenvolvimento do presente trabalho.

_~_O
o)
OCHj4
(25)
Descreve-se nesse capitulo a sintese e a caracterizacdo de
isobenzofuran-1(3H)-onas que foram preparadas tendo como estrutura-modelo a
a fitotoxina natural 25. A estrutura basica das isobenzofuran-1(3H)-onas (Figura

1, p.28) apresenta diferentes posicbes que podem ser funcionalizadas. Na
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presente investigacdo, as isobenzofuran-1(3H)-onas sintetizadas apresentam
funcionalizacdo nas posi¢cdes 5 e 6 do anel aromético, conforme mostrado na
Figura 3 (p.33). Esta figura contém ainda outras substancias sintetizadas e que
também foram objeto de investigacdo desse trabalho. Os numeros associados

as estruturas sdo aqueles que identificaram as substancias ao longo do capitulo.
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Figura 3 — Estruturas das substancias sintetizadas nesse trabalho.
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2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Generalidades Metodolégicas

Na sintese dos compostos foram utilizados reagentes de grau P.A.

A secagem do diclorometano foi feita adicionando-se hidreto de célcio ao
solvente. A mistura foi aquecida até a temperatura de ebulicdo da substancia e
mantida sob-refluxo por 5 horas. Apos este periodo, o solvente foi recolhido em
um frasco ambar contendo peneira molecular 4A e armazenado sob atmosfera
de nitrogénio (PERRIN E AMAREGO, 1998).

A secagem da acetona foi realizada adicionando-se carbonato de
potassio anidro ao solvente. A mistura foi aquecida até a temperatura de
ebulicdo da substancia e mantida sob refluxo por 6 horas. Apés este periodo, 0
solvente foi recolhido em um frasco ambar contendo peneira molecular 4A e
armazenado sob atmosfera de nitrogénio (PERRIN E ARMAREGO. 1998).

Os &cidos carboxilicos 3-metoxibenzdico e 4-metoxibenzoico, a solucdo
de BBr; 1,0 mol L™ em diclorometano, dibromometano, acetato de paladio,1-
bromo-3-metilbut-2-eno,  acido = meta-cloroperbenzéico  (MCPBA), 1-
bromopinacolona e acetofenona foram adquiridos da Sigma Aldrich e utilizados
sem qualquer purificacdo prévia.

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas empregando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas
sobre aluminio (espessura de 250 um). As separagbes cromatograficas em
coluna foram feitas utilizando-se silica-gel (70-230 mesh), como fase
estacionaria. Os solventes utilizados como eluentes foram usados sem prévia

purificacao.
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As placas de CCD ap0s eluicdo foram observadas em uma camara
contendo luz ultravioleta (A = 254 nm) e reveladas com solucdo de
permanganato de potassio (3 g de KMnQOy, 20 g de K,CO3, 5 mL de NaOH 5%
m/v, 300 mL de &gua), solucdo alcodlica de acido fosfomolibdico (12g de
2H3P04.20M003.48H,0/250 mL de etanol) ou iodo.

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho MQAPF-302
e ndo foram corrigidas.

Os espectros no infravermelho (IV) foram adquiridos empregando-se a
técnica reflectancia total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660-IR com
acessorio GladiATR.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H, 300 MHz) e de carbono (RMN de '°C, 75 MHz) foram obtidos em
espectrometros VARIAN MERCURY 300 (Departamento de Quimica — UFV).
Para a aquisicdo dos espectros, foram utilizados os solventes deuterados
cloroférmio (CDCI3) e metanol (CD3;OD). As constantes de acoplamento escalar
(J) foram expressas em Hertz (Hz).

Os espectros de massas foram obtidos em um equipamento CG-EM
SHIMADZU GCMS-QP5050A de baixa resolucdo e empregando-se a técnica
de insercéao direta, sendo os compostos submetidos a ionizagéo por impacto de
elétrons.

Para os compostos 43, 45 e 54, as andlises foram realizadas em um
espectrometro micrOTOF — QIl Brucker, sendo os compostos analisados por
espectrometria de massas de alta resolucao/ionizacdo por eletrospray (ESI-

MS). Os espectros foram adquiridos em modo positivo, portanto os valores
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observados estdo na forma de [M+H]". As amostras foram preparadas

dissolvendo-se os compostos em acetonitrila contendo 1% de acido férmico.

2.2.2. Procedimentos Sintéticos

2.2.2.1. Sintese da 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (39)

7 0
H;CO-6 8
02
5
4 ° 3

(39)

METODOLOGIA 1

A um tubo de 40 mL de capacidade, contendo uma barra de agitacédo
magnética, foram adicionados Pd(OAc); (156,8 mg; 0,70 mmol), K;HPO, (3654
mg; 21,0 mmol), acido 3-metoxibenzéico (38) (1064 mg; 7,00 mmol) e
dibromometano (28 mL). O tubo foi selado e a mistura resultante foi mantida
sob agitacédo a 140 °C por 36 h. Apds este periodo, verificou-se via analise por
CCD que o material de partida havia sido completamente consumido. A mistura
reagente foi filtrada através de celite® e lavada com acetona. O filtrado obtido
foi concentrado sob pressao reduzida e o material resultante foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato de etila (2:1
v/v). O procedimento descrito resultou na obtencéo da substancia 39 com 59%

de rendimento (680 mg; 4,14 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,74 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tt 116,9-118,4 °C (Tt iteratura: 119-120 °C; NUMATA, 1968).
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IV (ART) vmac 3001, 2925, 2837, 1733, 1600, 1585, 1488, 1454, 1432, 1267,
1206, 1028, 973, 869, 750, 680, 545 cm .

RMN de H (300 MHz, CDCls) & 3,87 (s, 3H; -OCHs); 5,26 (s, 2H; H-3); 7,38-
7,22 (m, 3H; H-4, H-5 e H-7).

RMN de *C (75 MHz, CDCI3)é& 56,0 (-OCHs); 69,7 (C-3); 107,7 (C-7); 123,1 e
123,3 (C-4 e C-5); 127,3 (C-8); 139,1 (C-9); 160,8 (C-6); 171,4 (C-1).

EM, m/z (%): 165 ((M+1] * 6); 164 ([M]", 51); 163 (9); 136 (9); 135 (100); 108

(3); 107 (33); 92 (13); 77 (38); 63 (19); 51 (16).

No processo de purificacdo da substancia (39), sintetizada de acordo
com o procedimento descrito anteriormente, isolou-se ainda o diéster bis-(3-

metoxibenzoato) de metileno (40), com 9% de rendimento (102 mg; 0,32

2 Q Q 2
H-.CO PN 3 _OCH
; @*o o%@( ;
6 6 4
4§ c

(40)

mmol).

Caracteristica: Oleo amarelado.

CCD: Rf = 0,70 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

IV (ATR) ¥ max: 2994, 2966, 2941, 2837, 1731, 1601, 1586, 1488, 1453, 1432,
1268, 1204, 1026, 975, 867, 747, 678 cm -,

RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 3,84 (s, 6H; 2x-OCHs); 6,24 (s, 2H; -OCH,0-);
7,13 (ddd, 2H, J = 8,1; J = 2,7; J = 0,9 Hz, H-4); 7,35 (dd, 2H, J = 8,1; 7,8 Hz;
H-5); 7,55 (dd, 2H, J = 2,7; 0,9 Hz; H-2), 7,69 (ddd, 2H, J=7,8;J=2,4; J=0,9

Hz; H-6).
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RMN de **C (75 MHz, CDCls) & 55,7 (-OCHs); 80,3 (-OCH,0-); 114,5 (C-2);
120,6 (C-4); 122,7 (C-6); 129,8 (C-5); 130,40 (C-1); 159,8 (C-3); 165,4 (-CO-).
EM, m/z (%): 316 ([M]*, 34); 286 (2); 211 (2); 152 (4); 135 (100); 107 (31); 92

(24); 77 (34); 64 (17); 50 (6).

METODOLOGIA 2

A um baldo de fundo redondo de 200 mL, contendo uma barra de
agitacdo magnética, foram adicionados o acido 3-metoxibenzoico (38) (5,00 g;
32,9 mmol) juntamente com 3,45 mL de solucdo aquosa de formaldeido (37%
m/v), 5,35 mL de HCI concentrado e 12,0 mL de acido acético. A mistura
resultante foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura de 90 °C por 14
horas. Ap6s o término da reacdo, o volume da mistura foi reduzido em
evaporador rotativo e em seguida foi adicionada solucdo saturada de
bicarbonato de potassio até pH aproximadamente 7. A fase aquosa resultante
foi extraida com acetato de etila (3x25 mL). Os extratos organicos foram
combinados e a fase organica resultante foi seca com sulfato de magnésio
anidro, filtrada e concentrada sob presséao reduzida. O residuo foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato de etila (2:1
v/v). A substancia (39) foi obtida como um sélido branco com 71% de

rendimento (3,80 gramas; 23,1mmol).

2.2.2.2. Sintese da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (41)

; 0
HO6 8
oY)
5
9
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(41)
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A um baldo bitubulado, equipado com uma barra de agitagcdo magnética
e sob atmosfera de nitrogénio, adicionaram-se a 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-
ona (39) (100 mg; 0,61 mmol) e 5 mL de diclorometano anidro. A mistura
resultante foi mantida sob agitacdo e resfriada em banho de gelo por 10
minutos. Em seguida, foi adicionado 1,8 mL de solucdo 1,0 mol L™ de BBr; em
diclorometano (1,8 mmol) gota a gota. Ap6s a adicdo, permitiu-se que a
temperatura da mistura reagente se igualasse a temperatura ambiente, sendo a
agitacdo mantida por 4 horas. Posteriormente, foram adicionados a mistura
reagente 5 mL de agua destilada e observou-se a formacgédo de um precipitado
branco. A mistura resultante foi transferida para um funil de separacéo e a fase
aquosa extraida com acetato de etila (3x25 mL). Os extratos organicos foram
combinados e a fase organica resultante foi seca com sulfato de magnésio
anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O residuo resultante foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato
de etila (2:1 v/v). A substéancia (41) foi obtida com 92% de rendimento (84 mg;

0,56 mmol).

Caracteristica: solido amarelado.
CCD: R¢ = 0,25 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tf = 198,6'201,3 OC (Tf |iteratura: 198'200 OC, NUMATA, 1968)

IV (ART) v max: 3252 (banda larga), 2959, 2922, 2851, 1726, 1623, 1599,
1491, 1447, 1366, 1312, 1052, 990, 771, 542 cm .
RMN de 'H (300 MHz, CD30D) & 5,25 (s, 2H; H-3); 7,15-7,18 (m, 2H; H-5 e H-

4); 7,39 (d, 1H, J = 9,0 Hz; H-7).
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RMN de C (75 MHz, CD3;0OD) & 70,1 (C-3); 109,7 (C-7); 122,8 (C-5); 123,3
(C-4); 126,6 (C-8); 138,3 (C-9); 158,6 (C-6); 172,5 (C-1).
EM, m/z (%): 151 ([M+1]*, 4); 150 ([M]*, 43); 121 (100); 93 (47); 77 (8); 65 (59):

51 (21); 31 (71).

2.2.2.3. Sintese da 6-(3-metilbut-2-eniloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (42)

. 0
L2 7
43/ (O3 8

1 02
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5 4 3

(42)

A um baldo bitubulado, equipado com uma barra de agitagdo magnética,
conectado a um condensador de Liebig e sob atmosfera de nitrogénio, foram
adicionados a substancia 41 (100 mg; 0,67 mmol), K,CO3 (370 mg; 2,74 mmol)
anidro e 5 mL de acetona anidra. A mistura resultante foi mantida sob refluxo e
agitacdo magnética por 2 h. Decorrido este periodo, a mistura foi resfriada a
temperatura ambiente e procedeu-se a adicdo de 1-bromo-3-metilbut-2-eno
(0,300 mL; 2,01 mmol) gota a gota. ApGs esta adicdo, a mistura foi mantida sob
refluxo por 16 horas quando se observou por meio da analise por CCD o
término da reacdo. Adicionou-se a mistura 6 mL de agua e a fase aquosa
resultante foi extraida com diclorometano (3x25 mL). Os extratos obtidos foram
reunidos e a fase organica resultante foi seca com sulfato de magnésio, filtrada
e concentrada sob pressédo reduzida. O material resultante foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato de etila (2:1
v/v), sendo a substancia 42 obtida com 76% de rendimento (111 mg; 0,51

mmol).
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Caracteristica: 6leo amarelado.

CCD: Rf = 0,37 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

IV (ART) v max: 3068, 3025, 2970, 2916, 2870, 1750, 1623, 1492, 1449, 1362,
1324, 1276, 1246, 1046, 1002, 921, 770, 695, 545 cm ™.

RMN de *H (300 MHz, CDCls3) & 1,75 e 1,80 (2 simpletos largos, cada um
integrado para 3 atomos de hidrogénio; H-5" e H-4’); 4,55 (d, 2H, J = 6,6 Hz; H-
1"); 5,26 (s, 2H; H-3); 5,45-5,51 (m, 1H; H-2'); 7,22-7,40 (m, 3H; H-4, H-5 e H-
7).

RMN de **C (75 MHz, CDCl3) & 18,5 (C-5); 26,1 (C-4’); 65,6 (C-1'); 69,8 (C-3);
108,4 (C-7); 119,0 (C-2’); 123,1 (C-5); 124,0 (C-4); 127,1 (C-8); 139,0 (C-9);
139,4 (C-3’); 160,0 (C-6); 171,6 (C-1).

EM, m/z (%): 218 ([ M]*, < 1) ; 151 (23); 150 (16); 121 (25); 69 (86); 41 (100).

2.2.2.4. Sintese da 6-(isopentiloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (43)
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(43)

A um baldo bitubulado, sob atmosfera de hidrogénio, foram adicionados
o0 composto 42 (50,0 mg; 0,229 mmol), tetraidrofurano (5,00 mL) e Pd/C (12,0
mg). A mistura reagente foi agitada a temperatura ambiente (sob atmosfera de
hidrogénio) por 18 horas. Apos esse periodo, a analise da mistura por CCD
mostrou que o material de partida havia sido completamente consumido. A
mistura reagente foi, entdo, filtrada através de uma camada de celite® e lavada

com acetona. O solvente foi removido sob pressédo reduzida e o material
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resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel empregando-
se como eluente uma mistura de hexano-acetato de etila (2:1 viv). O
procedimento descrito resultou na obtencdo de 43 com 72% de rendimento

(36,5 mg; 0,166 mmol).

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rf = 0,33 ( hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

IV (ATR) ‘_’max: 2956, 2872, 1768, 1626, 1495, 1461, 1361, 1324, 1282, 1248,
1045, 1005, 772 cm ™.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 0,97 (d, 6H, J = 6,3 Hz; H-4’ e H-5'); 1,71 (q,
2H, J = 6,6 Hz; H-2"); 1,76-1,90 (m, 1H; H-3’); 4,04 (t, 2H, J = 6,6 Hz; H-1');
5,25 (s, 2H; H-3); 7,21-7,40 (m, 3H; H-4, H-5 e H-7).

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) & 22,8 (C-4‘, C-5°); 25,3 (C-3°); 37,9 (C-2'); 67,3
(C-17); 69,8 (C-3); 108,3 (C-7); 123,1 (C-5); 123,8 (C-4); 127,2 (C-8); 138,8 (C-
9); 160,3 (C-6); 171,8 (C-1).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO: Calculado para CizHi703 221,1178;

encontrado: 221,1175.

2.2.2.5. Sintese da 6-((3,3-dimetiloxiran-2-il)metoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona

(44)
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(44)
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Em um baldo bitubulado equipado com uma barra de agitacao
magneética foram adicionados a isobenzofuran-1(3H)-ona 42 (100 mg; 0,459
mmol) e 2 mL de diclorometano anidro. A mistura resultante foi resfriada em
banho de gelo e em seguida acido meta-cloroperbenzéico (m-CPBA) (124 mg;
0,720 mmol) dissolvido em 2 mL de diclorometano anidro foi adicionado gota a
gota, sendo a mistura posteriormente agitada por 6 horas a 0 °C. O excesso de
m-CPBA foi consumido pela adicdo a mistura reagente de solucdo 10% (m/v)
de sulfito de sédio. A fase aquosa foi extraida com CH,Cl,, (3x15 ml). Os
extratos organicos foram combinados e a fase organica resultante foi lavada
com solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio, seca com sulfato de
magnésio anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. O residuo foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando como eluente
hexano:acetato de etila (2:1 v/v). O procedimento descrito resultou na obtencao

de 44 com 63% de rendimento (68,0 mg; 0,290 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,29 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tr 109,2 — 110,8 °C.

IV (ATR) ‘_’max: 2923, 2851, 1752, 1606, 1574, 1490, 1451, 1358, 1332, 1260,
1096, 1045, 1002, 845, 772, 752, 687 cm ™.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 1,36 e 1,39 (2 simpletos, cada um integrado
para 3H; H-4’e H-5’); 3,16 (dd, 1H, J =6,3; J = 3,9 Hz; H-2’); 4,04 (dd, 1H, J =
10,8, J = 6,3 Hz; H-1"a); 4,25 (dd, 1H, J = 10,8; J = 3,9 Hz; H-1"b); 5,26 (s, 2H;

H-3); 7,25-7,45 (m, 3H; H-4, H-5 e H-7).
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RMN de **C (75 MHz, CDCl3) & 19,3 (C-5°); 24,9 (C-5°); 58,4 (C-3°); 61,2 (C-2°);
67,0 (C-1'); 69,8 (C-3); 108,5 (C-7); 123,3 (C-5); 123,7 (C-4); 127,3 (C-8); 139,5
(C-9); 159,7 (C-6); 171,4 (C-1).

EM, m/z (%): 234 ([M'], 4); 163 (72); 150 (19); 135 (13); 120 (6); 93 (12); 89

(12); 71 (36); 53 (19); 41 (100).

2.2.2.6. Sintese da 6-(2,3-dibromo-3-metilbutoxi)-isobenzofuran-1(3H)-ona (45)
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(45)

Um baldo bitubulado contendo uma barra de agitacdo magnética e sob
atmosfera de nitrogénio foi carregado com a substancia 42 (50,0 mg; 0,230
mmol) e 2 mL de CCl,. A esta mistura adicionou-se, gota a gota, bromo
dissolvido em CCl,; até que uma coloracdo vermelha permanente fosse
observada. O consumo total da substancia 42 foi verificado por CCD. O
excesso de bromo foi removido purgando-se a mistura com nitrogénio, sendo a
mistura restante concentrada sob presséo reduzida. O material resultante foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato
de etila (5:1 v/v). O procedimento descrito resultou na obtencdo de 45 com 45%

de rendimento (39,0 mg; 0,103 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,32 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).

T; =101,8-103,1 °C.
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IV (ATR) ‘_’max: 3063, 2974, 2934, 1750, 1622, 1492, 1450, 1364, 1324, 1295,
1093, 1046, 996, 916, 830, 772, 535.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 1,90 e 2,04 (dois simpletos, cada um
integrado para 3H; H-4’e H-5); 4,41 (dd, 1H, J = 8,1; J = 10,5 Hz; H-1’a); 4,55
(dd, 1H, J =8,1; J = 2,4 Hz; H-2'); 4,91 (dd, 1H, J = 10,5; J = 2,4 Hz; H-1'b);
5,28 (s, 2H; H-3), 7,28-7,45 (m, 3H; H-4, H-5 e H-7).

RMN de **C (75 MHz, CDCl3) & 29,7 e 35,4 (C-4’e C-5'); 61,2 (C-2'); 64,8 (C-
3Y); 69,8 (C-3); 72,5 (C-1°); 109,9 (C-7); 123,4 (C-5); 124,0 (C-4); 127,4 (C-8);
139,8 (C-9); 159,2 (C-6); 171,3 (C-1).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO: Calculado para Ci3HisBr,Os: 376,9382;

378,9363; 380,9344; Encontrado: 376,9396; 378,9378; 380,9366.

2.2.2.7 — Sintese da 6-(2,3-diidroxi-3-metilbutoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (46)
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Um baldo de 25 mL equipado com uma barra de agitacdo magnética foi
carregado com 50 mg do epoxido 44 (0,210 mmol), 5,00 mL de solucédo aquosa
de H,SO; (1% m/v) e 3 mL de THF. A mistura resultante foi mantida sob
agitacao a temperatura ambiente por 8 horas. Apés este periodo, adicionou-se
3 mL de solucdo aquosa de carbonato de potassio e extraiu-se a fase aquosa
com acetato de etila (3x15 mL). Os extratos organicos foram combinados e a
fase organica resultante foi seca com Na,SO, anidro, filtrada e concentrada sob

pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna
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de silica-gel, utilizando como eluente hexano-acetato de etila-metanol (1:3:1
v/v). O procedimento descrito resultou na obtengdo do composto 46 em 90% de

rendimento (48,2 mg; 0,191mmol).

Caracteristica: 6leo amarelado.

CCD: R = 0,36 (hexano-acetato de etila-metanol 1:3:1 v/v).

IV (ATR) 1;max: 3445, 2926, 1749, 1625, 1494, 1459, 1363, 1326, 1249, 1000,
1053, 923, 774.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 1,28 e 1,33 (dois simpletos, cada um
integrado para 3H; H-4’e H-5’); 3,86 (dd, 1H, J = 9,6; J = 7,5 Hz; H-1'b); 4,05
(dd, 1H, J = 7,5; J = 3,0 Hz; H-2'); 4,19 (dd, 1H, J = 9,6; J = 3,0 Hz; H-1’a); 5,27
(s, 2H, H-3); 7,23-744 (m, 3H; H-4, H-5 e H-7).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) & 25,1 e 26,8 (C-4’e C-5'); 69,8 (C-2); 70,0 (C-
1"); 71,8 (C-3’); 76,0 (C-2’); 108,8 (C-7); 123,3 (C-5); 123,6 (C-4); 127,3 (C-8);
139,5 (C-9); 159,7 (C-6); 171,4 (C-1).

EM, m/z (%): 252 ([M"], < 1); 234 (< 1); 163 (4); 150 (37); 135 (3); 121 (21);

119 (2); 92 (4); 65 (9); 59 (100); 43 (58).

2.2.2.8. Sintese da 5-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (48) e do bis-(4-

metoxibenzoato) de metileno (49)
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(48) (49)

Um tubo de vidro de 40 mL, contendo uma barra de agitacdo magnética,

foi carregado com Pd(OAc), (67,3 mg; 0,300 mmol), KHCO3; (750 mg; 7,73
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mmol), acido 4-metoxibenzéico (47) (456 mg; 3,00 mmol) e dibromometano
(12,0 mL). O tubo foi selado e a mistura resultante foi mantida sob agitacao a
140 °C por 18 h. Apds este periodo, verificou-se via andlise por CCD que o
material de partida acido 4-metoxibenzoéico (47) havia sido completamente
consumido. A mistura reagente foi, entéo, filtrada através de uma camada de
celite® e lavada com acetona. O filtrado obtido foi concentrado sob presséo
reduzida e o material resultante (um sélido de coloracdo marrom-escuro) foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato
de etila (2:1 viv). O procedimento descrito resultou na obtencdo da 5-
metoxiisobenzofuranona (48) como um sélido amarelo com 33% de rendimento

(164 mg; 1,00 mmol).

Caracteristica: so6lido amarelado.
CCD: R¢ = 0,32 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tr: 113,4-114,7°C. (T; literatura: 116-118 °C; LAROCK e FELLOWS, 1982).

IV (ATR) ¥ max: 3032, 2922, 2852, 2357, 1736, 1601, 1489, 1452, 1361, 1333,
1261, 1146, 1036, 986, 773 cm ™.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 3,89 (s, 3H; -OCHs); 5,25 (s, 2H; H-3); 6,91 (d,
1H, J = 0,6 Hz; H-4); 7,02 (dd, 1H, J = 8,4; J = 0,6 Hz; H-6); 7,80 (d, 1 H, J =
8,4 Hz; H-7).

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) & 56,1 (O-CHs); 69,3 (C-3); 106, 2 (C-4); 116,7
(C-6); 118,2 (C-8); 127,4 (C-7); 149,6 (C-9); 164,9 (C-5); 171,1 (C-1).

EM, m/z (%): 164 (IM]*, 72); 135 (100); 119 (3); 107 (27); 77 (32); 63 (32); 51

(18); 44 (21).
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O processo de purificacdo do derivado (48) resultou ainda no isolamento
do bis-(4-metoxibenzoato) de metileno (49) com 59% de rendimento (278 mg;
0,88 mmol). Os dados espectroscépicos que confirmaram a estrutura deste

composto estao descritos a seqguir.

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,42 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tt: 106,5-107,7°C (Tt jiterawra: 112-113 °C; HOLMBERG e HANSEN, 1975).

IV (ATR) v max: 3030, 2916, 2841, 2829, 1751, 1610, 1455, 1356, 1261, 1088,
991, 855.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 3,84 (s, 6H; -OCHs); 6,18 (s, 2H; -OCH,0-);
6,90 (d, 4H, J = 9,0 Hz; H-3/H-5); 8,03 (d, 4H, J = 9,0 Hz; H-2/H-6).

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) & 55,7 (-OCHz3); 79,9 (-OCH,0-); 114,0 (C-3/C-
4); 121,5 (C-1); 132,4 (C-2/C-6); 164,1 (C-4); 165,3 (-CO).

EM, m/z (%): 316 ([M]*, 17); 135 (100); 107 (8); 92 (17); 77 (23); 64 (11); 63

(10).

2.2.2.9. Sintese da 5-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (50)
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A um baldo bitubulado, equipado com uma barra de agitagcdo magnética
e sob atmosfera de nitrogénio, adicionaram-se a 5-metoxiisobenzofuran-1(3H)-
ona (48) (100 mg; 0,61 mmol) e 5 mL de diclorometano anidro. A mistura

resultante foi resfriada em banho de gelo por 10 minutos. Em seguida, foi
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adicionado 5,75 mL de solucdo 1,0 mol L™ de BBr; em diclorometano (5,75
mmol) gota a gota. Apds 3 horas de agitagdo em banho de gelo, verificou-se o
término da reacao via analise por CCD. Foram adicionados a mistura reagente
5 mL de &gua destilada e observou-se a formacdo de um precipitado branco. A
mistura resultante foi transferida para um funil de separacéo e a fase aquosa
extraida com acetato de etila (3x25 mL). A fase organica foi seca com sulfato
de magnésio anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. O material
resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel eluida com
hexano-acetato de etila (2:1 v/v). A substancia (50) foi obtida com um sélido

amarelo palha com 83% de rendimento (76,0 mg; 0,50mmol).

Caracteristica: solido cristalino amarelo palha.
CCD: R¢ = 0,35 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tt 226,8-227,3 °C (Tt jiteratura: 223-224 °C; LAROCK e FELLOWS, 1982).

IV (ATR) ¥ max: 3261, 2925, 2855, 1714, 1597, 1432, 1340, 1275, 1057, 1007,
937 cm ™.

RMN de *H (300 MHz, CDs0D) & 5,25 (s, 2H; H-3); 6,90-6,95 (m, 2H; H-6 e H-
4); 7,67 (d, 1H, J = 9 Hz; H-7).

RMN de *3C (75 MHz, CDs;0D) & 71,3 (C-3); 110,9 (C-6); 123,9 (C-4); 124,4
(C-7); 127,7 (C-9); 139,5 (C-8); 159,8 (C-5); 173,7 (C-1).

EM, m/z (%): 150 ([M]*, 100); 121 (100); 93(35); 74 (10); 65 (54); 51 (15);

44(25).

2.2.2.10. Sintese da 5- (3-metilbut-2-eniloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (51)
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Um baldo bitubulado, equipado com uma barra de agitacdo magnética,
conectado a um condensador de Liebig e sob atmosfera de nitrogénio, foram
adicionados a substancia 50 (100 mg; 0,670 mmol), K,CO3; (370 mg; 2,74
mmol) anidro e 5 mL de acetona anidra. A mistura resultante foi mantida sob
refluxo e agitacdo magnética por 2 h. Decorrido este periodo, a mistura foi
resfriada a temperatura ambiente por dez minutos e procedeu-se a adicao de
1-bromo-3-metilbut-2-eno (0,300 mL; 2,01 mmol) gota a gota. ApoOs esta
adicao, a mistura foi mantida sob refluxo por 16 horas quando se observou por
meio da analise por CCD o término da reacdo. Adicionou-se a mistura 6 mL de
agua e a fase aquosa resultante foi extraida com diclorometano (3x20 mL). Os
extratos obtidos foram reunidos e a fase orgéanica resultante foi seca com
sulfato de magnésio, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O material
resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel eluida com
hexano-acetato de etila (5:1 v/v), sendo a substancia 51 obtida com 79% de

rendimento (114 mg; 0,52 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R = 0,28 (hexano-acetato de etila 5:1 v/v).

T¢=69,5-70,7 °C.

IV (ATR) v max: 3077, 2983, 2917, 2870, 1748, 1681, 1604, 1488, 1447, 1357,

1330, 1260, 1155, 1096, 1038, 984, 843 cm ™.
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RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 1,75 (d, 3H, J = 0,9 Hz; H-5"); 1,81 (d, 3H, J
= 0,9 Hz; H-4); 4,59 (d, 2H, J = 6,9 Hz; H-1); 5,45-5,51 (m, 1H; H-2); 5,24
(s, 2H; H-3); 6,91 (d, 1H; J = 2,1 Hz; H-4); 7,03 (dd, 1H, J = 8,4; J = 2,1 Hz,
H-6); 7,79 (d, 1H, J = 8,4 Hz; H-7).

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) & 18,5 (C-4’); 26,1 (C-3'); 65,7 (C-1’); 69,4 (C-3);
106,9 (C-4); 117,3 (C-6); 118,0 (C-8); 118,7 (C-2’); 127,4 (C-7); 139,7 (C-3);
149,6 (C-9); 164,2 (C-5); 171,2 (C-1).

EM, m/z (%): 151 (25); 121 (16); 92 (6); 70 (10); 69 (100); 53(18); 41(96).

2.2.2.11. Sintese da 5-(isopentiloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (52)
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A um baldo bitubulado, sob atmosfera de hidrogénio, foram adicionados
o composto 51 (50,0 mg; 0,229 mmol), tetraidrofurano (5,00 mL) e Pd/C (12,0
mg). A mistura reagente foi agitada a temperatura ambiente (sob atmosfera de
hidrogénio) por 18 horas. Apds esse periodo, a andalise da mistura por
cromatografia em camada delgada mostrou que o material de partida 51 havia
sido completamente consumido. A mistura reagente foi, entdo, filtrada através
de uma camada de celite e lavada com acetona. O solvente foi removido sob
pressdo reduzida e o material resultante foi purificado por cromatografia em
coluna de silica gel empregando-se como eluente uma mistura de hexano-
acetato de etila (5:1 v/v). O procedimento descrito resultou na obtencéo de 51

com 76% de rendimento (38,0 mg; 0,173 mmol).

51



Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,30 ( hexano-acetato de etila 5:1 v/v).

T¢=58,7-59,4 °C.

IV (ATR) v max: 3076, 2957, 2938, 2873, 1750, 1605, 1491, 1356, 1333, 1266,
1157, 1096, 1041, 1001, 979, 772 cm ™.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) & 0,82 (d, 6H, J = 6,6 Hz; H-4'e H-5); 1,70 (q,
2H, J =6,6 Hz; H-2’); 1,77-1,90 (m, 1H; H-3’); 7,78 (d, 1H, J = 8,4 Hz; H-7);
4,01 (t, 2H, J = 6,6 Hz; H-1’); 5,23 (s, 2H; H-3); 6,89 (d, 1H, J = 2,1 Hz; H-4);
7,01 (dd, 1H, J = 8,4 Hz, J = 2,1 Hz; H-6); 7,78 (d, 1H, J = 8,4 Hz; H-7).

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) §: 22,8 (C-4’/C-5); 25,2 (C-3'); 37,9 (C-2'); 67,3
(C-1"); 69,4 (C-3); 106,6 (C-4); 117,1 (C-6); 117,9 (C-8); 127,4 (C-7); 149,6 (C-
9); 164,5 (C-5); 171, 2 (C-1).

EM, m/z (%): 220 ([M]*, 12); 151 (19); 121 (21); 92 (8); 71 (25); 55 (21); 43

(100); 41 (45).

2.2.2.12. Sintese da 5-((3,3-dimetiloxiran-2-il)metoxi)isobenzofuran-1(3H))-ona
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(53)

Um baldo bitubulado, equipado com uma barra de agitacdo magnética,
foram adicionados o alceno 51 (100 mg, 0,458 mmol) e 2 mL de cloreto de
metileno. A mistura foi resfriada em banho de gelo e em seguida acido m-
cloroperbenzoico (m-CPBA) (124,0 mg; 0,72 mmol), dissolvido em 2 mL de

cloreto de metileno, foi adicionado gota a gota e a reacao foi mantida sob
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agitacdo por 6 horas a 0 °C. O excesso de m-CPBA foi removido com a adi¢do
de solucdo 10% (m/v) de sulfito de sodio. A fase aquosa resultante foi extraida
com CHCl,, (3x15 ml). Os extratos organicos foram combinados e a fase
organica resultante foi lavada com solucdo aquosa saturada de cloreto de
sbédio, seca com sulfato de magnésio, filtrada e concentrada sob presséo
reduzida. O residuo resultante foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel utilizando como eluente hexano:acetato de etila (2:1 v/v). O
procedimento descrito resultou na obtencdo de 53 com 69% de rendimento (74

mg; 0,32 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,42 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

T;=78,5— 80,6 °C.

IV (ART) v max: 2995, 2972, 2932, 1745, 1631, 1493, 1455, 1333, 1326, 1277,
1208, 1174, 1050, 1013, 989, 919, 867, 545 cm ™.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 1,37 e 1,40 (dois simpletos cada um
integrado para 3H; H-4’e H-5’); 3,15 (dd, 1H, J =6,3 Hz; J = 4,2 Hz; H-2’); 4,10
(dd, 1H, J =11,1; J = 6,3 Hz; H-1’a); 4,29 (dd, 1H, J = 11,1; J = 4,2 Hz; H-1'b),
5,25 (s, 2H; H-3); 6,98 (sl, 1H; H-4); 7,07 (dd, 1H, J = 8,4 Hz; J = 2,4 Hz; H-6);
7,82 (d, 1H, J = 8,4 Hz; H-7).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) 5 : 19,3 (C-5'); 24,8 (C-4'); 58,6 (C-3'); 61,2 (C-
2’); 68,1 (C-3); 69,4 (C-1"); 107,0 (C-4); 117,3 (C-6); 118,7 (C-8); 127,5 (C-7);
149,6 (C-9); 163,8 (C-5); 171,0 (C-1).

EM, m/z (%): 234 ([M]", 2); 164 (9); 149 (1); 135 (5); 119 (1); 103 (2); 91 (1); 71

(27); 51 (3); 43 (100).
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2.2.2.13. Sintese da 5-(2,3-dibromo-3-metilbutoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (54)
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(54)

A um bal&o bitubulado contendo uma barra de agitacdo magnética e sob
atmosfera de nitrogénio foi carregado com a substancia 51 (48,0 mg; 0,220
mmol) e 3,0 mL de CCl,. A esta mistura adicionou-se, gota a gota, bromo
dissolvido em CCl, até que uma coloragdo vermelha permanente fosse
observada. O consumo total da substancia 51 foi verificado por CCD. O
excesso de bromo foi removido purgando-se a mistura com nitrogénio, sendo a
mistura restante concentrada sob presséo reduzida. O material resultante foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato
de etila (5:1 v/v). O procedimento descrito resultou na obtencéo de 54 com 72%
de rendimento (59,5 mg; 0,158 mmol).

Caracteristica: sélido branco.
CCD: R¢ = 0,36 (hexano-acetato 5:1 v/v).

T¢=88,5-389,6 °C.

IV (ART) v max: 2977; 2933; 2876; 1748; 1606; 1488; 1451; 1355; 1331; 1257;
1156; 1096; 1001; 845; 771; 735 cm ™.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 1,90 e 2,04 (dois simpletos cada um
integrado para 3H; H-4' e H-5’); 4,44 (dd, 1H, J = 10,5 Hz; J = 8,1; H-1’a),

4,54 (dd, 1H, J = 8,1; J = 2,4 Hz; H-2'); 4,92 (dd, 1H, J = 10,5; J = 2,4 Hz; H-
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1’b), 5,26 (s, 2H); 6,99 (sl, 1H; H-4); 7,09 (dd, 1H, J = 9,0; J = 3,0 Hz; H-6);
7,84 (d, 1H, J = 9,0 Hz; H-7).

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 29,8 e 35,4 (C-4’ e C-5); 60,8 (C-2’); 65,0 (C-
3'); 69,4 (C-3); 72,4 (C-1'); 107,3 (C-4); 117,3 (C-6); 119,0 (C-8); 127,7 (C-7);
149,6 (C-9); 163,2 (C-5); 170, 9 (C-1).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO: Calculado para Ci3HisBr,Os: 376,9382;

378,9363; 380,9344; encontrado: 376,9367; 378,9354; 380,9330.

2.2.2.14. Sintese da 5-(3,3-dimetil-2-oxobutoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (55)
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A um bal&o bitubulado, equipado com uma barra de agitacdo magnética,
conectado a um condensador de Liebig e sob atmosfera de nitrogénio, foram
adicionados a substancia 41 (100 mg; 0,67 mmol), K,CO3 (370 mg; 2,74 mmol)
anidro e 5 mL de acetona anidra. A mistura resultante foi mantida sob refluxo e
agitacdo magnética por 2 h. Decorrido este periodo, a mistura foi resfriada a
temperatura ambiente e procedeu-se a adicdo de 1-bromo-3,3-dimetilbutan-2-
ona (358,0 mg; 2,01 mmol), dissolvido em 2 mL de acetona anidra, gota a gota.
Apés esta adicdo, a mistura foi mantida sob refluxo por 18 horas quando se
observou por meio da analise por CCD o término da reagcédo. Adicionou-se a
mistura 6 mL de agua. A fase aquosa resultante foi extraida com diclorometano

(3x25 mL). Os extratos obtidos foram reunidos e a fase orgénica resultante foi
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seca com sulfato de magnésio, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O
material resultante foi purificado em coluna de silica gel eluida com hexano-
acetato de etila (2:1 v/v), sendo a substancia 55 obtida com 86% de rendimento

(141,9 mg; 0,572 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,48 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tr=112,2-1145°C.

IV (ART) vmax: 2965, 2971, 2870, 1736, 1624, 1598, 1495, 1395, 1359, 1291,
1255, 1161, 1095, 1038, 991, 865, 770, 689 cm .

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 1,26 (s, 9H; H-4’); 4,99 (s, 2H; H-1'); 5,23
(s, 2H; H-3); 6,85 (sl, 1H; H-4); 6,98 (dd, J = 8,4; J = 2,1 Hz; H-6); 7,81 (d,
1H, J = 8,4 Hz; H-7).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 26,5 (C-4'); 43,5 (C-3'); 69,0 (C-3); 69,3 (C-1°);
107,4 (C-4); 116,8 (C-6); 119,0 (C-8); 127,6 (C-7); 149,4 (C-9); 163,3 (C-5);

170,9 (C-1); 208,7 (C-2).

2.2.2.15. Sintese da 6-(2-oxo0-2-feniletoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (56)
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(56)

Um baldo bitubulado, equipado com uma barra de agitacdo magnética,
conectado a um condensador de Liebig e sob atmosfera de nitrogénio, foram
adicionados a substancia 41 (100 mg; 0,67 mmol), K,CO3 (370 mg; 2,74 mmol)
anidro e 5 mL de acetona anidra. A mistura resultante foi mantida sob refluxo e
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agitacdo magnética por 2 h. Decorrido este periodo, a mistura foi resfriada a
temperatura ambiente e procedeu-se a adicdo da a-bromo acetofenona (398
mg; 2,01 mmol), dissolvida em 2 mL de acetona anidra, gota a gota. Apés esta
adicao, a mistura foi mantida sob refluxo por 18 horas quando se observou por
meio da analise por CCD o término da reacdo. Adicionou-se a mistura 6 mL de
agua e a fase aquosa resultante foi extraida com diclorometano (3x25 mL). Os
extratos obtidos foram reunidos e a fase organica resultante foi seca com
sulfato de magnésio, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O material
resultante foi purificado em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato de
etila (3:1 v/v), sendo a substancia 56 obtida com 73% de rendimento (130,2

mg; 0,485 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R = 0,38 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).

Tr=146,2-148,6 °C.

IV (ART) v max: 3065, 2919, 2851, 1752, 1700, 1632, 1596, 1493, 1449, 1436,
1363, 1290, 1228, 1046, 993 cm ™.
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 5,24 (s, 2H; H-2); 5,41 (s, 2H, H-3); (m,

8,17-8,30, 8H; Hidrogénios aromaticos).

2.2.2.16. Sintese da 5-(2-oxo-2-feniletoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (57)

0O
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1
6I©Ji'€\ j@iﬁ
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a 0 4 3
O
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A um baldo bitubulado, equipado com uma barra de agitacdo magnética,
conectado a um condensador de Liebig e sob atmosfera de nitrogénio, foram
adicionados a substancia 50 (100 mg; 0,67 mmol), K,CO3 (370 mg; 2,74 mmol)
anidro e 5 mL de acetona anidra. A mistura resultante foi mantida sob refluxo e
agitacdo magnética por 2 h. Decorrido este periodo, a mistura foi resfriada a
temperatura ambiente e procedeu-se a adicdo da a-bromo acetofenona (398
mg; 2,01 mmol), dissolvido em 2 mL de acetona anidra, gota a gota. Apos esta
adicao, a mistura foi mantida sob refluxo por 18 horas quando se observou por
meio da analise por CCD o término da reacdo. Adicionou-se a mistura 6 mL de
agua. A fase aquosa resultante foi extraida com diclorometano (3x15 mL). Os
extratos obtidos foram reunidos e a fase organica resultante foi seca com
sulfato de magnésio, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O material
resultante foi purificado em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato de
etila (2:1 v/v), sendo a substancia 57 obtida em 82% de rendimento (146,60

mg; 0,547 mmol).

Caracteristica: solido amarelo palha.
CCD: R¢ = 0,29 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tr=189,5 —191,2 °C.

IV (ART) v max: 3065, 2918, 2850, 1752, 1700, 1632, 1596, 1493, 1449, 1363,
1228, 1046, 994 cm ™.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 5, 24 (s, 2H; H-2"); 5, 43 (s, 2H; H-3); 8,00-
6,93 (8,00, d, 2H, J = 7,2 Hz; 7,84, d, 1H, J = 8,4 Hz; 7,66, t, 1H, J = 7,2 Hz;
7,54, t, 2H, J = 7,8 Hz; 7,08, dd, 1H, J = 8,4, J = 2,1 Hz; 6,93, sl, 1H;

Hidrogénios aromaticos).
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2.2.2.17. Sintese do benzoato de 3-(3,3-dimetil-2-oxobutoxil)-3,3-dimetil-2-

oxobutila (59).

0 o 3,
4'%0 N 5 okﬁ%{
- 1 9'
4 & 4 6 o)
5

(59)

A um baldo bitubulado, equipado com uma barra de agitacdo magnética,
conectado a um condensador de Liebig e sob atmosfera de nitrogénio, foram
adicionados a substancia 41 (100 mg; 0,67 mmol), K,CO3 (370 mg; 2,74 mmol)
anidro e 5 mL de acetona anidra. A mistura resultante foi mantida sob refluxo e
agitacdo magnética por 2 h. Decorrido este periodo, a mistura foi resfriada a
temperatura ambiente e procedeu-se a adicdo de 1-bromo-3,3-dimetilbutan-2-
ona (358,0 mg; 2,01 mmol), dissolvido em 2 mL de acetona anidra, gota a gota.
ApoOs esta adicdo, a mistura foi mantida sob refluxo por 18 horas quando se
observou por meio da analise por CCD o término da reagdo. Adicionou-se a
mistura 6 mL de 4gua. A fase aquosa resultante foi extraida com diclorometano
(3x25 mL). Os extratos obtidos foram reunidos e a fase organica resultante foi
seca com sulfato de magnésio, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. O
material resultante foi purificado em coluna de silica gel eluida com hexano-
acetato de etila (3:1 v/v), sendo a substancia 59 obtida com 59% de rendimento

(131,0 mg; 0,392 mmaol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf = 0,39 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).

T;=189,2-191,3°C.
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IV (ART) v max: 3066, 2907, 1753, 1701, 1597, 1493, 1450, 1436, 1363, 1291,
1229, 1079, 1046, 979, 753, 681, 535 cm .

RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 1,23 e 1,25 (dois simpletos, 18H; H-4’e H-5);
5,10 (s, 2H; H-6"); 5,21 (s, 2H; H-1"); 7,18 (ddd, 2H, J = 8,4; J = 2,7; J = 0,9 Hz;
H-4); 7,40 (dd, 2H, J = 8,4; 7,8 Hz; H-5); 7,51 (dd, 2H, J = 2,7; 1,2 Hz; H-2),
7,65 (ddd, 2H,J=7,8;J=2,4; J=1,2 Hz; H-6).

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) & 25,4 e 25,3 (C-4’ e C-9'); 42,7 e 42,9 (C-3’e C-
8'); 65,4 e 68,8 (C-1' e C-6'); 114,9 (C-1); 120,2 (C-6); 122,4 (C-4); 129,5 (C-5);

131,0 (C-1); 158, 4 (C-3); 165,9 (C-5'); 208,6 e 211,0 (C-2’ e C-7)).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Esquema 1 (p.60) mostra a analise retrossintética (COREY et al.,
1995) para a preparacdo de isobenzofuran-1(3H)-onas, funcionalizadas na
posicdo 6 do anel aromatico e apresentando a estrutura geral EGL1.

o)
Interconverséo

R, T2 o} 580 0 Substituicio HO Br
o de grupos funcionais = o Nucleofilica bimolecular o + YV
o) : W/\/ o)
EG1

(41)

Clivagem da ligagdo
carbono-oxigénio

- o]
H3CO COOH Orto-alquilagdo H3CO
catalisada por paladio
+ CH,Br, o

(38) (39)

(42)

Esquema 1 — Andlise retrossintética para a preparacdo de isobenzofuran-

1(3H)-onas EGL1.

De acordo com a retrossintese, a preparacdo dos derivados EG1 seria
alcancada via funcionalizacdo da ligacdo dupla da cadeia lateral de 42. O
processo de alquilacdo de 41 com 1-bromo-3-metilbut-2-eno resultaria na

formacdo de 42. A preparacdo de 41 seria realizada via desmetilagcdo do
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derivado metoxilado 39 que, por sua vez, seria sintetizado empregando-se uma
reacao de orto-alquilacéo do acido 3-metoxibenzdico (38).

Com base na andlise retrossintética mostrada anteriormente, as
substancias 39 a 46 foram preparadas segundo a sequéncia de reacdes

mostrada no Esquema 2.

Pd(OAC), (10 mol%)

o o 0
HaCO COOH HaCO H4CO o~ OCHj
\©/ K,HPO, (3 equiv.), 140 °C o . o~ o

CH,Br, tubo selado
' (40)
(38) (39)

BBr3, CH,Cl,
0°C— ta

0] O
HO )\/\ = 0
e e Y\/ .
KoCOg,

acetona,refluxo (42)

(41)

" Br,/CCl,
0
0 Pd/C, THF
YV 5 m-CPBA, CH,Cl,
Br Br o)
o
Pl
o] (45)
9 o
o

(44)

\ H,S04(aq) 1% viv, ta.
OH o
HO o
O
(46)

Esquema 2 — Sequéncia de reacdes utilizadas na preparacdo de 39-46.

Assim, a reacao de orto-alquilagdo, catalisada por Pd(OAc),, entre o
acido 3-metoxibenzéico (38) e o dibromometano (CH.Br;), na presenca da
base K;HPO, (ZHANG et al., 2009), resultou na obtencédo da isobenzofuran-
1(3H)-ona (39) como um sdlido branco com 59% de rendimento apos

purificagdo em coluna de silica gel.
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No processo de caracterizagdo de 39, observou-se no espectro no
infravermelho uma forte absorcdo em 1733 cm™ (Figura 4, p.63) atribuida a
presencga do grupo carbonila na estrutura desta substancia. A banda intensa em
1267 cm™ foi atribuida ao estiramento da ligacdo C-O. As bandas em 1600 e
1585 cm ! foram atribuidas aos estiramentos das ligaces C=C de anel
aromatico. No espectro de RMN de 'H (Figura 5, p.64), o multipleto observado
em &y 7,38-7,22 e integrado para trés atomos de hidrogénio, corresponde aos
hidrogénios aromaticos de 39. O sinal em &y 3,87 foi inequivocamente atribuido
aos atomos de hidrogénio do grupo metoxila (-OCHs). O sinal para os
hidrogénios benzilicos de 39 (H-3) foi observado como um simpleto em &, 5,26.

O sinal do grupo carbonila de 39 foi observado no espectro de RMN de
13C (Figura 6, p.65) em & 171,4. O sinal em & 160,8 corresponde ao atomo de
carbono do anel aromatico ligado diretamente ao grupo metoxila (C-6). Os
outros sinais para os carbonos aromaticos foram observados em & 139,1 (C-9);
127,3 (C-8); 123,3 e 123,1 (C-4 e C-5) e 107,7 (C-7). O sinal em & 69,7 foi
atribuido ao carbono benzilico (C-3) enquanto o sinal em & em 56,0
corresponde ao carbono do grupo metoxila (-OCH3) (FRESENIUS et al., 1989).

O pico observado no espectro de massas de 39 em m/z 164 (Figura 7,
p.66) é compativel com a férmula molecular desta substancia (CgHgO3).

A estrutura da isobenzofuran-1(3H)-ona 39 também foi investigada por

difracéo de raios-X e a Figura 8 (p.67) contém a representacdo ORTEP de 39.
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Figura 5 — Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) da 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (39).
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Figura 7 - Espectro de massas da 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (39).

m/z (%)
165 6
164 51
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92 13
77 38
63 19
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Figura 8 — Representacdo ORTEP-3 da substancia 39.

A substancia 39 é planar e empacota no sistema monoclinico grupo espacial
P2i/c. A interacdo intermolecular C9-H9-0O1l, entre duas moléculas
relacionadas por um centro de inversao, leva a formacédo de dimeros que sao

mantidos por forcas de van Der Waals (Figura 9).

Doador --H"Aceptor D-H HA DA <D-H"A
C(9) --H(9B) ..O(1)' 096 255 34899 165
'1-x,2-y,-Z

Figura 9 - Representacdo MERCURY da interacdo intermolecular presente no

cristal do composto 39.

Durante o processo de purificacdo de 39, preparado segundo a reacao

de orto alquilagdo catalisada por acetato de paladio, foi isolado o bis-(3-
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metoxibenzoato) de metileno (40), Esquema 2 (p.61). Considerando as
condicdes da reacgdo utilizadas para a sintese da substancia 39, o diéster 40
resulta do processo de substituicdo nucleofilica bimolecular entre
dibromometano (CH,Br;) e o acido 3-metoxibenzodico (38). O referido diéster foi
obtido como um 6leo amarelado com 9% de rendimento apds purificacdo em
coluna de silica gel. Os espectros no infravermelho, de RMN de 'H e de *C e
de massas, que foram utilizados para a caracterizacédo estrutural de 40 estéo
apresentados nas Figuras 10, 11, 12 e 13 (p.69 a 72).

No espectro no infravermelho de 40 (Figura 10, p.69) foi observada uma
banda intensa em 1731 cm™ correspondente ao grupo carbonila. A banda em
1268 cm™ foi atribuida ao estiramento da ligacdo C-O. As bandas em 1601 cm™,
1586 cm™, 1488 cm™, 1465 cm™, 1453 cm™ foram associadas aos estiramentos
das ligac6es C=C do anel aromético.

No espectro de RMN de 'H do diéster 40 (Figura 11, p.70), o sinal
correspondente aos hidrogénios dos grupos metoxila foram observados como
um simpleto em &4 3,84. Ja o simpleto em & 6,23, integrado para dois atomos
de hidrogénio, foi atribuido aos atomos de hidrogénio do grupo metileno. Os
sinais em 7,13 (ddd, 2H, J =8,1; J = 2,7; J = 0,9 Hz; H-4); 7,35 (dd, 2H, J = 8,1;
7,8 Hz; H-5); 7,55 (dd, 2H, J = 2,7; 0,9 Hz; H-2), 7,69 (ddd, 2H, J=7,8;J = 2,7;
J = 0,9 Hz; H-6), correspondem a um padrdo que € caracteristico de anéis

aromaticos 1,3-dissubstituidos.
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Figura 10 — Espectro no infravermelho (ATR) do bis-(3-metoxibenzoato) de metileno (40).
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No espectro de RMN de *3C da substancia 40 (Figura 12, p.71), o sinal
para os grupos carbonila foi observado em & 165,4, enquanto que o sinal para
o carbono metilénico foi observado em & 80,3. O sinal para os grupos metoxila
foi observado em & 55,7. As atribuicbes para os carbonos aromaticos foram
como se segue: 159,8 (C-3); 130,4 (C-1); 129,8 (C-5); 122,7 (C-6); 120,6 (C-4);
114,5 (C-2).

O pico observado no espectro de massas de 40 (Figura 13, p.72) em
m/z 316 é compativel com a férmula molecular desta substancia (C17H160s).

Um método alternativo, que forneceu melhores rendimentos
(NAPOLETANO et al., 2001), foi utilizado para a sintese da substancia 39
(Esquema 3). Nesse caso, o tratamento do acido 38 com solucdo aquosa de
formaldeido 37% (m/m) e HCI concentrado resultou na obtencao de 39 em 71%
de rendimento.

0O

H.CO COOH
3 \©/ HCHO, HCI, HOAC H3CO\©5</O
90 °C

(38) (39)

Esquema 3 — Método alternativo para a sintese de 39 a partir do &cido

carboxilico 38.

A formacéo de 39 a partir de 38 pode ser racionalizada considerando-se o
processo de clorometilacdo do &cido carboxilico (CLAYDEN et al.,, 2001a)
seguido da reacéo intramolecular entre o grupo carboxila e o grupo clorometila,

conforme mostrado no Esquema 4 (p.74).
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HsCO OH el o
R /.Cl
(39)

Esquema 4 — Proposta mecanistica para explicar a formacédo da isobenzofuran-

1(3H)-ona 39 a partir do &cido carboxilico 38.

O tratamento de (39) com BBr; resultou na formacdo do derivado
hidroxilado (41) (JUTTEN et al., 2007). E importante destacar que o tribrometo
de boro (BBr3) € um dos reagentes mais efetivos para promover a clivagem de
éteres. A conversdao da fitalida 39 em 41 pode ser racionalizada de acordo com

0 mecanismo descrito no Esquema 5 (CLAYDEN et al., 2001b).

Br
(’BBfa Br\|/Br Br— /Br
@]
@O @O
T’ O
(39)
Br— /Br Br~ /Br
CH3Br (41)

Esquema 5 - Mecanismo para a formacgéo de 41 a partir de 39.
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A andlise do espectro no infravermelho de (41) mostrou a presenca de
uma banda larga em 3252 cm™ correspondente ao estiramento do grupo
hidroxila (Figura 14, p.76). Ainda com respeito ao espectro no IV, observou-se
uma forte banda de estiramento do grupo carbonila (C=0) em 1726.

No espectro de RMN de 'H os sinais para os atomos de hidrogénio
aromaticos foram observados como um dupleto, integrado para um atomo de
hidrogénio em &4 7,39 (J = 9,0 Hz; H-4) e um multipleto em &y 7,18-7,15
integrado para dois atomos de hidrogénio (H-5 e H-7). O simpleto em &y 5,25,
integrado para dois atomos de hidrogénio, foi atribuido aos hidrogénios
benzilicos (Figura 15, p.77).

A presencga do grupo carbonila na estrutura da fitalida 41 também foi
confirmada pela presenca do sinal em & 172,5 no espectro de RMN de *C. O
sinal em & 70,1 corresponde ao carbono benzilico. O sinal em & 158,6 esta
relacionado ao carbono aromatico diretamente ligado ao grupo hidroxila (C-6).
Os outros sinais observados no espectro foram atribuidos aos carbonos

aromaticos restantes (Figura 16, p.78).
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Figura 16 — Espectro de RMN de **C (75 MHZ, CD50D) da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (41).
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No espectro de massas de 41 (Figura 17, p.79), o pico do ion molecular
foi observado em m/z 150 e confirma a férmula molecular (CgHgO3) da
substéancia sintetizada. O composto 41 foi obtido como um sélido amarelo palha
com 93% de rendimento apos purificacdo em coluna de silica gel.

A estrutura da isobenzofuran-1(3H)-ona 41 foi ainda investigada por

difracé@o de raios-X e a Figura 18 contém sua representacdo ORTEP.

Figura 18 — Representacdao ORTEP da isobenzofuran-1-(3H)-ona (41).

O composto 41 possui estrutura planar e empacota no sistema monoclinico P.
As interacdes intermoleculares O3-H"0O1 e C5-H5°02 formam redes
bidimensionais nas dire¢cdes [110] e [1 -1 0]. Entre tais redes, ha interacbes C8
--H8B ..03 (Figura 19, p.81). Entre duas redes paralelas h& interagbes n-n ao

longo do eixo cristalografico b, envolvendo os anéis.
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Doador --- HAceptor D-H H...A D...A <(DHA)

0@3) ~-H ..O(1)' 0.88  1.98 2.6994 138
C(5) —-H(B) ..0(2) 0.95 253  3.4486 164
C(8) --H(8B) ..O(3) 099 252  3.4254 152

1+x,1+y,z; "' -1+x,2-y,-1/2+z2

Figura 19 - Representagdo MERCURY das interagbes presentes no cristal do

composto 41.

Tendo assegurado a preparacao de 41, procedeu-se a sintese da fitalida
42, (Esquema 2, p.61) que foi obtida via reacdo de substituicdo nucleofilica
entre 41 e o 1-bromo-3-metilbut-2-eno. O composto 42 foi obtido como um 6leo

amarelo com 76% de rendimento apoés purificagdo em coluna de silica gel.
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A auséncia de uma banda larga devida ao estiramento do grupo hidroxila
(OH) no espectro no IV foi a primeira evidéncia que indicou a formacao 42 a
partir de 41 (Figura 20, p.83). A banda intensa observada em 1750 forneceu
evidencia para presencga do grupo carbonila na estrutura de 42.

No espectro de RMN de 'H (Figura 21, p.84), os sinais de ressonancia
para os grupos metila (CH3) foram observados como dois simpletos largos em
on 1,75 e &4 1,80. Os sinais para os hidrogénios aromaticos foram observados
como um multipleto em &y 7,22-7,40. O sinal em &y 5,26, integrado para dois
hidrogénios, foi atribuido aos hidrogénios benzilicos do anel lactdnico do nucleo
isobenzofuranona. Salienta-se que este valor € similar aos deslocamentos
quimicos encontrados para os mesmos hidrogénios benzilicos dos compostos
39 e 41. Observa-se também a presenca de um multipleto em &y 5,52-5,45,
integrado para um atomo de hidrogénio, que foi atribuido ao atomo H-2'.
Finalmente, o dupleto em &4 4,58 (J = 6,6 Hz) foi atribuido aos hidrogénios
metilénicos (-CH,-) da porcéo alifatica da fitalida 42. Cabe destacar que as
atribuicdes dos sinais dos atomos de hidrogénio da porc¢éo alifatica de 42 estao
em acordo com dados descritos na literatura para a porcdo alifatica da
fitotoxina natural 25 (p.32) (DEMUNER et al., 2006).

De maneira similar, os sinais para os atomos de carbono da por¢éo
alifatica de 42 no espectro de RMN de *C (Figura 22, p.85) foram atribuidos
com base no trabalho de DEMUNER e colaboradores (2006). O sinal em &
171,6 foi relacionado ao grupo carbonila, enquanto que os sinais em oc 65,6 e
oc 69,8 foram atribuidos, respectivamente, aos carbonos alilico (C-1’) e

benzilico (C-3).
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No espectro de massas de 42 (Figura 23, p.86) o pico em m/z 218, de
intensidade inferior a 1%, corresponde ao pico do ion molecular e confirma a
férmula molecular da substancia (C13H1403). O pico em m/z 69 foi atribuido a
fragmentacdo mostrada no Esquema 6. O pico em m/z 41 corresponde ao
cation CsHs', tipicamente observado em processos de fragmentacdo molecular
de alcenos na espectrometria de massas. Este pico deve envolver rearranjos

(SILVERSTEIN et al., 1994).

o 1
T e T T

Esquema 6 — Processo de fragmentacdo de 42 resultando na formacédo do

fragmento de m/z 69.

Conforme mostrado no Esquema 2 (p.61), a substancia 42 correspondeu
ao intermediario chave para a obtencao dos derivados 43-46. Esses derivados
foram preparados via reacdes de adicdo a dupla ligacao do grupo 3-metilbut-2-
eniloxi (grupo prenila). Assim, a hidrogenacdo catalisada por paladio, a
epoxidagdo com m-CPBA e a bromacgado resultaram, respectivamente, nos
derivados 43 (72% de rendimento), 44 (63% de rendimento) e 45 (44% de
rendimento).

Conforme descrito anteriormente, observou-se no espectro de *H-RMN
da fitalida 42 um multipleto em &y 5,45-5,51 que foi atribuido ao atomo de
hidrogénio H-2’ da ligagao dupla do grupo 3-metilbut-2-eniloxi (Figura 21, p.84).

Considerando que a formacao dos compostos 43, 44 e 45 resulta de processos
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de adicdo a dupla ligagdo do grupo alcoxila, ndo se observa a presenca do
referido multipleto nos espectros de *H-RMN dos compostos 43-45 (Figuras 24-
26, p. 91-93).

No espectro de RMN de *H do derivado 43 (Figura 24, p.91), a presenca
dos sinais em &4 0,97 (d, 6H, J = 6,3 Hz; H-4’ e H-5); 1,71 (q, 2H, J = 6,6 Hz;
H-2"), 1,76-1,90 (m, 1H; H-3’); 4,04 (t, 2H, J = 6,6 Hz; H-1’) esta em completo
acordo com o que seria esperado para o produto da hidrogenacdo de 42
catalisada por paladio. O multipleto em &y 7,40-7,21 foi atribuido aos
hidrogénios arométicos (H-4, H-5 e H-7) enquanto que o simpleto em &, 5,25
foi associado ao H-3.

Conforme é bem documentado na literatura, a primeira etapa do
processo do processo de hidrogenacdo de um alceno catalisado por paladio
envolve a ligacdo do atomo de hidrogénio, que se encontra dissolvido na fase
liquida na reacéo, a superficie do catalisador metalico; o mesmo ocorre para o
alceno (indicado por B no Esquema 7 (p.89). No tocante ao alceno, essa
ligacdo (interacdo entre a ligacdo n do alceno e a superficie do metal) é
reversivel. Eventualmente, o alceno estd proximo a uma ligagdo H-metal,
conforme mostrado em C (Esquema 7). Ocorre entdo um processo de
hidropaladacdo do alceno, resultando no produto representado por E. A
migracdo de um outro atomo de hidrogénio para um atomo de paladio vizinho
aquele envolvido no processo de hidropaladacdo, leva a formacdo do
intermediario D. Ocorre liberacdo do alcano a partir de D e o processo de

adicao ocorre de maneira sin (BRUCKNER, 2002).
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H,
dissolvido

-

Esquema 7 - Etapas envolvidas na hidrogenacdo de um alceno catalisada por

paladio.

No espectro de RMN de *H do composto 44, Figura 25 (p.92), observa-
se um par de duplos dupletos, cada um integrado para um atomo de
hidrogénio, em &4 4,04 (J =10,8; J=6,3 Hz; H-1'a)eem &, 4,25 (J=10,8; J =
3,9 Hz; H-1"b) correspondentes aos hidrogénios diastereotdpicos. Outro duplo

dupleto observado em &4 3,16 (J = 6,3; J = 3,9 Hz) foi atribuido ao hidrogénio
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H-2'. Atribuicbes similares foram descritas por Maes e colaboradores (2006)
para o grupo 3,3-(dimetiloxiran-2-ilymetoxila. Os simpletos observados em &y
1,36 e &4 1,39 correspondem aos atomos de hidrogénio dos grupos metila
(MAES et al., 2006). O simpleto em &y 5,26 foi atribuido ao hidrogénio H-3 e os
hidrogénios aromaticos foram observados como um multipleto em & 7,25-7,35.

A epoxidacdo de um alceno com m-CPBA é o método em escala
laboratorial mais empregado para a sintese de um epdéxido. Do ponto de vista
mecanistico, a rea¢do ocorre via ataque do oxigénio eletrofilico do perécido
sobre a ligacdo dupla do alceno e ocorre de maneira concertada conforme

mostrado no Esquema 8 (CLAYDEN et al., 2001c).

+

lb& 0 - >—Ar R
R H O \u R” “H 0

Estado de Transicio

Fonte: Clayden et al., 2001c.

Esquema 8 — Mecanismo para a epoxidacdo de um alceno.

Similarmente ao que foi descrito para a substancia 44, observou-se no
espectro de RMN de *H do composto 45 (Figura 26, p.93) um par de duplos
dupletos, cada um deles integrado para um atomo de hidrogénio, em &, 4,41 (J
=8,1;J=10,5Hz) e em & 4,91 (J = 10,5; J = 2,4 Hz) que foram atribuidos aos
hidrogénios diastereotopicos. O sinal em &, 4,55 (dd, 1H, J =8,1; J = 2,4 H2)
foi atribuido ao hidrogénio H-2'. Os grupos metila diastereotdpicos foram
observados como simpletos &4 1,90 e &4 2,04. O &tomo de hidrogénio H-3 foi
observado como um simpleto em &, 5,28 enquanto que os hidrogénios H-4, H-5

e H-7 foram observados como um multipleto em oy 7,28-7,45.
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A adicdo de Br, a ligacdo dupla de um alceno corresponde a um
processo anti com o envolvimento de um ion broménio como intermediario
(CLAYDEN et al., 2001d). No Esquema 8 ilustra-se a adicdo de Br, ao

cicloexeno.

S
H % H H B H
\D/ Y .
: : - V} -
fon
broménio

Fonte: Clayden et al., 2001d.

Esquema 9 — Adicao de bromo ao cicloexeno.

Os espectros de RMN de *3C das substancias 43-45 (Figuras 27 a 29,
p.95 a 97) exibiram numero de sinais compativeis com as férmulas estruturais
dessas isobenzofuran-1(3H)-onas. Conforme esperado, ndo foram observadas
grandes variacdes nos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono C-1
(grupo carbonila), C-3 (carbono benzilico) e dos carbonos arométicos. Dados
da literatura (MAES et al., 2006; DEMUNER et al., 2006; FRESENIUS et al.,
1989) auxiliaram nas atribuicbes dos carbonos dos grupos alcoxila dos

derivados 43-45.
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Figura 27 — Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls) da 6-(isopentiloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (43).
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As substancias 43-45 também foram analisadas via espectroscopia no
infravermelho e os espectros obtidos sdo apresentados nas Figuras 1 a 3 do
Anexo 1. As formulas moleculares dos compostos 43 a 45 foram confirmadas
por espectrometria de massas. Os compostos 43 e 45 foram investigados por
espectrometria de massas de alta resolugao-eletrospray (ESI-MS), sendo o
pico do ion molecular observado como [M+H]" (Figuras 4 e 6, Anexo |). Para o
composto 44, que foi analisado por espectrometria de massas de baixa
resolucao/ionizacdo por impacto eletrénico, o pico em m/z 234 (Figura 5 do
Anexo |) € compativel com a massa molecular desta substancia (C13H1404).

A fitalida 46 foi sintetizada via abertura do anel de epdxido de 44,

promovida por acido (Esquema 10).

H ®
0O \ 0 OH o}
o) o 0 o) o o HO o
0 ™. o —H 0
H,O"

(44) (46)

Esquema 10 — Abertura de anel de epdxido na preparacdo de 46 a partir de 44.
A presenca da banda larga em 3445 cm™ no espectro no infravermelho

de 46 (Figura 30, p.100), confirmou a presenca dos grupos hidroxila em sua

estrutura. A banda intensa em 1749 cm™ foi associada ao grupo carbonila.

No espectro de RMN de 'H (Figura 31, p.101), os sinais para 0s
hidrogénios diastereotdpicos foram observados em &4 3,86 (dd, 1H, J=9,6, J =
7,5 Hz; H-1'b) e em &4 4,19 (dd, 1H, J = 9,6; J = 3,0 Hz; H-1’a). Ja o duplo
dupleto em &4 4,05, integrado para um atomo de hidrogénio (J = 7,5; J = 3,0
Hz), foi atribuido ao hidrogénio H-2'. Os hidrogénios aromaticos foram

observados como um multipleto em &y 7,34. Os sinais para 0os grupos metilas
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foram observados como dois simpletos em &y 1,28 e 1,33. O hidrogénio
benzilico foi observado em &y 5,27.

No espectro de *C-RMN (Figura 32, p.102) destaca-se o conjunto de
quatro sinais em & 69,8 (C-3); 70,0 (C-1°); 71,8 (C-3’); 76,0 (C-2’), todos
relacionados a carbonos contendo simples ligagcdes com atomos de oxigénio.

O pico observado em m/z 252 no espectro de massas (Figura 33, p.103)

confirma a massa molecular do diol 46 (C13H1605).
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Figura 32 — Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) da 6-(2,3-diidroxi-3-metilbutoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (46).
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Figura 33 — Espectro de massas da 6-(2,3-diidroxi-3-metilbutoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (46).

m/z Intensidade (%)
252 <1
234 <1
163 4
150 37
135 3
121 21
119 2
92 4
65 9
59 100
43 58
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No Esquema 11 esta representada a rota sintética que foi empregada
para a sintese de compostos apresentando a férmula geral EG2. Essas
substancias 52-54 foram preparadas com o intuito de se avaliar o efeito da
mudanc¢a de posicdo dos grupos alcoxila (neste caso, na posicédo 5 do anel

aromatico) no tocante a inibicdo do transporte de elétrons da fotossintese.

(0]
o
EG2

Pd(OAc), (10 mol%)
COOH
/©/ KHCO3 (3 equiv.), 140 °C
CO CH,Br, tubo selado
. (49)
(48)

@7

Ha

BBrs CH,Cly
0°C— ta.

acetona, refluxo
(50) (51)

Br,/CCl,
Pd/C, THF
)\A ,CE% m-CPBA, CH,Cl,

J

o) Br (54)

(63)

O

Esquema 11 — Sintese das isobenzofuran-1(3H)-onas 48-54.

Similarmente ao que foi descrito para a sintese das substancias de
estrutura geral EG1 (Esquema 2, p.61), a primeira etapa da sintese envolveu a
reacdo de orto-alquilacdo, catalisada por Pd(OAc),, entre o acido 4-metoxi
benzéico (47) e o dibromometano (CH:Bry), resultando na obtencdo da
isobenzofuran-1(3H)-ona 48 (ZHANG et al., 2009) como um soélido amarelado

com 33% de rendimento apos purificagcdo em coluna de silica gel.
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A forte absorcédo observada em 1736 cm™ no espectro no IV do composto
48 (Figura 34, p.106) indicou a presenca do grupo carbonila. Ja a banda intensa
em 1261 cm™ foi atribuida ao estiramento da ligacdo C-O de ésteres. As bandas
em 1601 e 1489 foram atribuidas ao estiramento C=C de anel aromatico.

No espectro de RMN de 'H (Figura 35, p.107) foram observados trés
sinais em &y 7,80 (d, J = 8,4 Hz), &4 7,02 (dd, J = 8,4 Hz; 0,6 Hz) e 6,91 (d, 1H, J
= 0,6 Hz) correspondentes aos hidrogénios do sistema aromatico de 48. O sinal
em &y 3,89 foi inequivocamente atribuido aos atomos de hidrogénio do grupo
metoxila (-OCHgs). O sinal para os hidrogénios benzilicos de 48 (-OCH,-) foi
observado como um simpleto em &y 5,25.

O sinal do grupo carbonila de 48 foi observado no espectro de RMN de
13C (Figura 36, p.108) em & 171,1. O sinal em & 164,9 corresponde ao atomo
de carbono do anel aromatico ligado diretamente ao grupo metoxila. Os outros
sinais para os carbonos aromaticos foram observados em & 149,6; 127,4;
118,2; 116,7 e 106,2. O sinal em & 69,3 foi atribuido ao carbono benzilico (-
OCH,-) enquanto o sinal em & em 56,1 corresponde ao carbono do grupo
metoxila (-OCHj).

A massa molecular da substancia 48 (CyoHgO3) foi confirmada pela
presenca do pico molecular em m/z 164 no espectro de massas (Figura 37,

p.109).

105



773.321

114552

1261.23

1332.58
1360.52

1452.15

1488.79

1600.64
1735.63
m 1828.62
f 1921.67
va@mﬂom
2049.98
2356.6
2852.19
(@)
292221 ©)
303157
O
Q
[32]
T
: : : _
o o S B
o 0 3 =
—

(9%) elouRlWSURI]

2000 1500 1000
Namero de onda (cm™)

2500

3000

Figura 34 — Espectro no infravermelho (ATR) da 5-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (48).
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Na Figura 38 encontra-se mostrado o ORTEP da isobenzofuran-1(3H)-

ona 48, que foi analisada por difracédo de raios-X.

Figura 38 — Representacdo ORTEP-3 da 5-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona
(48).

No empacotamento cristalino do composto 48 (Figura 39, p.111) a
interacdo intermolecular C6—H602 forma uma rede bidimensional na diregéo
[101] e a interacdo C8-H8O1 liga as camadas ao longo do eixo cristalografico
c. Este comportamento € observado no composto correlato com dois
substituintes metoxilas (WANG et al., 2008).

O processo de purificacdo da substancia 48 resultou ainda no
isolamento do bis-(4-metoxibenzoato) de metileno (49) com 59% de rendimento
(Esquema 11, p.104). Os dados espectroscépicos que confirmaram a estrutura
deste composto estdo descritos na secdo 2.2.2.8 (p.46) e espectros no
infravermelho, de RMN de 'H e de '3C, e de massas sdo apresentados nas

Figuras 7 a 10 do Anexo I.
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Doador --- H....Aceptor D-H H"A DA <D-H"A
C(6) -H(6) ..0(2)" 0.93 254 34191 157

C(8) --H(8A) ..O(1)" 0.97 252 3.3719 146

'2-x, 1/2+y, 3/2-2; " X, -1/2-y, 1/2+z

Figura 39. Representacdo MERCURY das interagOes presentes no cristal do

composto 48.

Uma vez sintetizada, a isobenzofuran-1(3H)-ona 48 foi tratada com
tribrometo de boro (BBr3) para fornecer o derivado hidroxilado 50 em 83% de
rendimento como um sélido amarelado, apés purificagcdo em coluna de silica
gel.

A analise do espectro no IV de 50 (Figura 40, p.113) mostrou a presenca
de uma banda larga em 3261 cm™ correspondente ao estiramento do grupo
hidroxila (OH) bem como uma forte banda de estiramento do grupo carbonila
(C=0) em 1714 cm™.

No espectro de RMN de *H (Figura 41, p.114) os sinais para 0os 4tomos
de hidrogénio aromaticos foram observados como um dupleto, integrado para

um atomo de hidrogénio em &4 7,67 (J = 9,0 Hz) e um multipleto em &4 6,90-6,95
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integrado para dois atomos de hidrogénio. O simpleto em &, 5,25, integrado para
dois atomos de hidrogénio, foi atribuido aos hidrogénios benzilicos.

A presenca do grupo carbonila na estrutura da isobenzofuran-1(3H)-ona
50 também foi confirmada pela presenca do sinal em &c 173,7 no espectro de
RMN de **C (Figura 42, p.115). O sinal em & 71,3 corresponde ao carbono
benzilico de 50. O sinal em o&c 159,8 esta relacionado ao carbono aromatico
diretamente ligado ao grupo hidroxila (C-5). Os outros sinais observados no
espectro foram atribuidos aos carbonos aromaticos restantes.

No espectro de massas (Figura 43, p.116) o pico do ion molecular foi
observado em m/z 150 e confirma a férmula molecular (CgHsO3) da substancia
sintetizada.

A Figura 44 (p.117) contém a representacdo ORTEP-3 da substancia 50.
No empacotamento cristalino do composto 50, interacdes intermoleculares O3-
H~"O1 formam redes bidimensionais na dire¢ao [101] (Figura 45, p.118). Entre
duas redes, relacionadas por centro de inversdo, ha interacdes n-n envolvendo

os anéis de 6 membros[d=3,897A].
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Figura 44 — Representacdo ORTEP-3 da substéancia 50.

Donor --- H~Acceptor D-H H"A DA <D-H"A
03-H-01' 082 193  2735(2) 166.6
' lxy,-142

Figura 45 - Representacdo MERCURY das interacdes presente no cristal do

composto 50.

Numa etapa subsequente, a isobenzofuran-1(3H)-ona 50 foi submetida a
reacado de O-alquilacédo, realizada com 1-bromo-3-metilbut-2-eno e carbonato

de potassio anidro (Esquema 11, p.104), para fornecer o alceno 51. Esse, por
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sua vez, foi convertido nos derivados 52-54 via rea¢fes de adicdo a dupla
ligagdo do grupo alcoxila. Uma discussdao detalhada da caracterizagao
estrutural dos compostos 52-54 n&o serd apresentada uma vez que 0S
compostos sdo muito similares aos compostos 43-45 (Esquema 2, p.61). A
descricdo dos dados espectroscOpicos dos compostos 51 a 54 pode ser
encontrada nas secdes 2.2.2.10 a 2.2.2.13 (p.49 a 54) e seus espectros nas
Figuras 11 a 26 do Anexo 1.

As isobenzofuran-1(3H)-onas descritas até este ponto e analogas a 5-
metil-4-metoxi-6-(3-metilbut-2-eniloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona  (25) (p.32)
foram sintetizadas via funcionalizacdo da ligacdo dupla do grupo 3-metilbut-2-
eniloxila. Porém, outras isobenzofuran-1(3H)-onas foram sintetizadas lancando-
se mao de reacdes de O-alquilacdo. Assim, o tratamento da substancia 50 com
a a-halo cetona 1-bromo-3,3-dimetilbutan-2-ona (Esquema 12) resultou na

obtencdo do composto 55 com 82% de rendimento apos purificagcdo em coluna

de silica gel.
0O 0O
Br
0] Q )
HO K,COj3 acetona )
@)
(50) refluxo (55)

Esquema 12 — Sintese da 5-(3,3-dimetill-2-oxobutoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (55).
O espectro no IV de 55 (Figura 46, p.120) exibiu uma banda intensa em
1736 cm™, mas contendo um ombro que possivelmente se refere ao
estiramento do outro grupo carbonila presente na estrutura de 55.
Os hidrogénios aroméaticos da substancia 55 foram observados no

espectro de *H-RMN (Figura 47, p.121) como um dupleto em & 7,81 (J = 8,4
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Hz; H-7), um duplo dupleto em &4 6,98 (J = 8,4; J = 2,1 Hz; H-6) e um
simpleto largo em &4 6,85 (H-4). Os simpletos observados em & 5,23 e 4,99
foram atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios benzilico e H-1.
Finalmente, os hidrogénios do grupo t-butila foram observados com um
simpleto em &y 1,26.

No tocante ao espectro de 13C-RMN (
Figura 48, p.122) de 55, foram observados dois sinais em & 208,7 e 170,9
atribuidos, respectivamente, aos carbonos C-2’e C-1. O sinal intenso em &
26,53 foi inequivocamente atribuido aos carbonos C-4’ do grupo t-butila e o
carbono C-3’ apresentou deslocamento quimico em & 43,5. Os dois sinais
apresentando deslocamentos quimicos muito similares em & 69,0 e & 69,3
foram relacionados, respectivamente, aos carbonos benzilico (C-3) e
metilénico (C-1’). O restante dos sinais observados no espectro de **C-RMN
foram atribuidos aos carbonos do anel aromatico.

No espectro de massas (Figura 49, p.123) o pico em m/z 248 confirma

a formula molecular do composto 55 (C14H1604).
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Pela utilizacdo da a-bromo acetofenona como agente de alquilagéo,
foram preparadas as isobenzofuran-1(3H)-onas 56 (73% de rendimento) e 57
(82% de rendimento) a partir, respectivamene, das fitalidas 41 e 50, conforme

mostrado no Esquema 13.

(41) (56)

ou
o K,CO3 acetona, refluxo o
jou: jou’
HO S
)
(50) (57)

Esquema 13 — Sintese das substancias 56 e 57.

A oa-bromo acetofenona foi preparada conforme metodologia
previamente descrita na literatura (CUSATI, 2008). A descricdo dos
procedimentos experimentais para a sintese de 56 e 57 bem como a descricédo
de seus dados espectroscépicos estdo apresentandos nas secbes 2.2.2.15 e
2.2.2.16 (p. 56 e 57) Ja os espectros que foram utilizados para caracterizacdo
estrutural dessas isobenzofuran-1(3H)-onas estdo apresentados nas Figuras
27 a 32 do Anexo |.

Um fato inesperado ocorreu durante a reagdo entre a substancia 41 e a
1-bromo-3,3-dimetilbutan-2-ona (Esquema 14, p.125). Esperava-se que fosse
obtido o produto 58. No entanto, a substancia 59, resultante da alquilacado do
grupo hidroxila e da abertura do anel lacténico, foi obtida com 59% de

rendimento.
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(41) K,CO3 acetona
refluxo (58)

>I\[h|3r K,COj3 acetona

0 refluxo

Kty

(59)

Esquema 14 — Obtencdo do 3-(3,3-dimetil-2-oxobutoxil)-3,3-dimetil-2-oxobutila

(59) a partir da isobenzofuran-1(3H)-ona (41).

Os dados espectroscopicos estdo em completo acordo com a estrutura
do composto 59. Assim, no espectro no infravermelho (Figura 50, p.126) foram
observadas duas bandas em 1701 e 1754 cm™correspondentes aos
estiramentos, respectivamente, dos grupos carbonila da funcdo éster e da
funcéo cetona.

No espectro de RMN de *H (Figura 51, p.127) foram observados quatro
sinais na regiao de hidrogénios aromaticos, ¢y 7,18 (ddd, 2H,J=8,4;3=2,7;J
= 0,9 Hz; H-4); & 7,40 (dd, 2H, J = 8,4; 7,8 Hz; H-5); &4 7,51 (dd, 2H, J = 2,7;
1,2 Hz; H-2); 64 7,65 (ddd, 2H,J=7,8,J=2,4, J = 1,2 Hz; H-6), tipicos para um
anel aromatico 1,3-dissubstituido. Os dois simpletos observados em &4 1,23 e
1,25 e integrados para 18 atomos de hidrogénio estdo em acordo com a
presenca de dois grupos t-butila na estrutura de 59. Os simpletos em 5,10 e

5,21 foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos H-1" e H-6’.
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Figura 50 — Espectro no infravermelho (ATR) do do 3-(3,3-dimetil-2-oxobutoxil)-3,3-dimetil-2-oxobutila (58).
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Figura 53 — Espectro de massas do 3-(3,3-dimetil-2-oxobutoxil)-3,3-dimetil-2-oxobutila (58).
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No espectro de *C-RMN (Figura 52, p.128) os sinais em & 211,0 e
208,9 foram atribuidos aos carbonos dos grupos carbonila & C-2'e C-7’. Ja o
sinal para o carbono carbonilico C-5 foi observado em 165,9. O conjunto de
sinais em & 131,0; 129,5; 122,4, 120,2 e 114,9 foram associados aos
carbonos aromaticos. Dois sinais apresentando deslocamentos quimicos muito
similares em & 68,8 e 65,4 foram relacionados aos carbonos metilénicos C-1’
e C-6'. Os carbonos dos grupos t-butila foram observados em & 42,9; 42,7;
25,4 e 25,3.

No espectro de massas (Figura 53, p.129), o pico em m/z 334 suporta a

férmula molecular de 59 (C19H2605).

4. CONCLUSOES

Descreveram-se neste capitulo as etapas envolvidas na preparacdo de
uma série de isobenzofuran-1(3H)-onas, todas inéditas, inspiradas na estrutura
da fitotoxina 25 (p.33). Para alcancar a sintese dessas substancias foram
utilizadas metodologias bem estabelecidas na literatura tais como reacdes de
orto-alquilacdo de acidos benzéicos catalisada por paladio, reacdes de O-
alquilacao e adicbes a ligacao dupla. Alguns subprodutos foram isolados com o
propdsito de se investigar seu efeito in vitro sobre o transporte de elétrons na
reacao de Hill (vide Capitulo Ill). Pode-se afirmar que, de um modo geral, 0os
compostos sintetizados foram obtidos com bons rendimentos.

Todas as substancias descritas neste capitulo foram completamente
caracterizadas via espectroscopia no IV e de RMN, bem como espectrometria
de massas. Além disso, quando foi possivel a obtencdo de monocristais,

algumas isobenzofuran-1(3H)-onas foram investigadas por difracéo de raios-X.
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Embora todas apresentem estrutura planar, diferengas marcantes quanto ao

empacotamento cristalino dessas substancias foram verificadas.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA SOBRE O TRANSPORTE DE

ELETRONS FOTOSSINTETICO DAS ISOBENZOFURAN-1(3H)-ONAS

3.1. INTRODUCAO

O termo fotossintese significa literalmente constru¢cdo ou sintese pela
luz. Neste importante processo, as plantas e outros organismos
fotossintetizantes utilizam uma complexa série de reagbes quimicas de
transferéncia de elétrons para capturar a energia luminosa e armazena-la na
forma de ATP e NADPH. A energia acumulada no processo &,
subsequentemente, utilizada para producdo de carboidratos e outras
substancias a partir do gas carbbénico e de um doador de hidrogénio, que
geralmente é a &gua. Simultaneamente, ocorre liberacdo de oxigénio na
atmosfera que é utilizado pelos seres heterotroficos, e pelas préprias plantas,
para a degradacédo de produtos ricos em energia durante a respiracdo, 0 que
resulta na producédo de CO; e agua. Este CO, formado retorna a atmosfera e
pode ser novamente utilizado no processo fotossintético. Considerando a agua
como doador de elétrons, a equacao geral para fotossintese, na qual é

aproveitada a energia solar, pode ser escrita como mostrada a seguir:

Luz
nC02 + nHzo —_— (CHzo)n + 02

Assim, a luz solar € a fonte de energia propulsora que permite a
continuidade deste ciclo CO, e oxigénio na atmosfera. Todas as formas de vida
no planeta Terra requerem energia para 0 crescimento e manutencdo. As
algas, as plantas superiores e certas bactérias captam essa energia

diretamente da radiagdo solar e a utilizam para a sintese de alimentos
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essenciais. Os animais ndo podem usar a luz solar diretamente como fonte de
energia. Eles obtém energia alimentando-se de vegetais ou de outros animais
que ingerem plantas. Portanto a fotossintese é essencial para a manutencao
de todas as formas de vida no planeta (HALL, 1980).

As plantas verdes e cianobactérias utilizam a dgua como doadora de
atomos de hidrogénio para reducao do diéxido de carbono com concomitante
formacdo de carboidratos [representados na equacdo anterior pela formula
geral (CH,O)n] e liberacdo de oxigénio. No entanto, as bactérias empregam
outros doadores de hidrogénio (NELSON e COX, 2002). Por exemplo, as
bactérias sulfurosas verdes (Chlorobacteriaceae), crescem utilizando sulfeto de
hidrogénio e, em certos casos, tiossulfato como doador de elétrons.

Apresenta-se neste capitulo uma breve discussdo do processo
fotossintético com énfase para a ocorréncia desse processo em plantas
superiores. Serdo ainda descritos os resultados dos ensaios biolégicos
realizados com diferentes isobenzofuran-1(3H)-onas (e alguns subprodutos
isolados durante suas sinteses, vide Capitulo 2) para avaliar seu potencial

como inibidores do transporte de elétrons da fotossintese.

3.2. O local de ocorréncia da fotossintese nos vegetais: os cloroplastos
Nas plantas fotossintetizantes, os eventos envolvidos na fotossintese

ocorrem em organelas celulares denominadas cloroplastos (Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura dos cloroplastos.

Essas organelas apresentam uma membrana externa e uma interna, que
circundam o estroma. No estroma sao encontradas muitas vesiculas
achatadas, envolvidas por membranas e que sdo denominadas de tilacoides.
Estes se encontram altamente associados e usualmente empilhados (Figura 1,
p. 138). Cada pilha individual € denominada de granum (TAIZ e ZEIGER,
2006).

Nas membranas dos tilacéides sdo encontrados todos os pigmentos
fotossintetizantes e todas as enzimas necessarias para as reacdes que
dependem da luz. Essas reacgdes, conjuntamente, sdo denominadas de etapa
fotoquimica da fotossintese. Deve ser também destacado que a maior parte
das enzimas requeridas no processo de fixacdo do CO, para producdo de

carboidratos é encontrada no estroma. As reacfes quimicas envolvidas nesse
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processo constituem a chamada etapa bioguimica da fotossintese, que,
embora possa ocorrer na auséncia de luz, depende do poder redutor produzido

na etapa fotoquimica (HALL, 1980).

3.3. O Esquema Z da Fotossintese
Na Figura 2 (p.140) estad representado o chamado Esquema Z da
fotossintese, que corresponde a sequéncia de reacbes empregadas pelos

vegetais fotossintetizantes para converter a energia luminosa em energia

quimica.
N \
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Fonte: TEIXEIRA et al., 2012.

Figura 2 — Esquema Z da fotossintese.

Nesse processo, os fotossistemas | (P700) e Il (P680) sao ligados por
uma cadeia transportadora de elétrons. Os fotossistemas operam fisica e
guimicamente separados, cada um contendo seus proprios pigmentos antena e

centros de reacdo fotoquimica. Os pigmentos antena e 0s centros de reacao
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fotoquimica sé@o responsaveis pela captura da energia quimica que sera
utilizada para excitacéo de elétrons.

A sequéncia de eventos que ocorrem pode ser resumidamente descrita
como se segue (NELSON e COX, 2002; TAIZ e ZEIGER, 2006).

No centro de reacdo fotoquimica do fotossistema | (P700), uma
molécula de clorofila ligada a uma proteina especifica é excitada pela luz
capturada pelos pigmentos dos complexos antena. Esse processo de excitagcéo
resulta na transferéncia de um elétron da molécula de clorofila para um
primeiro aceptor de uma cadeia transportadora de elétrons. Acredita-se que
este primeiro aceptor seja uma clorofila (Ao) e o aceptor seguinte, uma
molécula de quinona (Al), Figura 2, p.140. Em seguida, este elétron é
transferido para uma série de proteinas sulfurosas ligadas a membrana dos
tilacoides. O elétron, entdo, é transferido para uma ferridoxina (Fd). Numa
etapa subsequente, uma flavo-proteina chamada ferridoxina-NADP
oxirredutase (FNR) reduz o NADP+ a NADPH. E importante destacar que o
NADPH assim produzido sera utilizado no processo de fixacdo do CO,, que
ocorre no estroma e produz carboidratos.

Como consequéncia do processo de transferéncia de elétrons do centro
de reacédo do fotossistema | para o aceptor de elétrons Ao, ha uma deficiéncia
eletrbnica no fotossistema |, a qual é preenchida via elétrons que chegam do
fotossistema Il por intermédio de outra cadeia transportadora de elétrons.

Assim, a clorofila do centro de reacdo do fotossistema Il também
absorve energia oriunda dos pigmentos antena e transfere um elétron para o
primeiro aceptor da cadeia de transporte de elétrons que conecta os dois

fotossistemas. Esse primeiro aceptor corresponde a uma molécula de feofetina
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(este primeiro aceptor foi representado por Pheophytin na Figura 2, p.140).
Este aceptor, por sua vez, transfere o elétron para os receptores Qa € Qg que
sdo plastoquinonas. O complexo citocromo bgf recebe o elétron da substancia
Qs e o transfere para a plastocianina, uma proteina soltvel que, entdo reduz o
fotossistema | oxidado.

A vacancia eletrénica do fotossistema Il é preenchida pelos elétrons
provenientes da oxidacdo da agua, promovida pelo complexo liberador de
oxigénio (Oxygen Evolving Complex na Figura 2, p.140) com concomitante
producédo de O, segundo a equacgao (p.142):

2H,0 —— > O, + 4H" + 4e".

Embora exista grande quantidade de informacéo sobre o processo de
oxidagdo da agua, ndo se conhece exatamente o mecanismo pelo qual ele
ocorre. Sabe-se, porém, que o0 manganés € um cofator importante no processo
de oxidacao da agua (RUTHERFORD e FALLER, 2001; McEVOY e BRUDVIG,

2006).

3.3.1. Pigmentos envolvidos na fotossintese

Na discussédo apresentada na secdo anterior, foi mencionado que no
processo da fotossintese estdo envolvidos pigmentos que sao responsaveis
pela captacdo da luz. Conforme descrito anteriormente, nas plantas verdes
esses pigmentos estdo distribuidos nas membranas dos tilacéides.

Um desses pigmentos € a clorofila a (Figura 3, p.144) que esta presente
em todos os organismos que realizam fotossintese oxigénica. As bactérias
fotossintetizantes sdo desprovidas de clorofila ae possuem em seu lugar a
bacterioclorofila como pigmento fotossintético. A clorofila a é o pigmento
utilizado para realizar a etapa fotoquimica (o primeiro estagio do processo
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fotossintético), enquanto que os demais pigmentos auxiliam na absorcao de luz
e na transferéncia da energia radiante para os centros de reacdo, sendo assim
chamados de pigmentos acessorios. Os principais pigmentos acessorios
também incluem outros tipos de clorofilas: clorofila b (Figura 3, p.144), presente
em vegetais superiores, algas verdes e algumas bactérias; clorofila ¢, em
feofitas e diatomaceas; e clorofila d, em algas vermelhas.

Outros tipos de pigmentos também atuam no processo de absorgdo da
luz durante o processo fotossintético. Nas membranas dos tilac6ides dos
cloroplastos das plantas superiores verdes sao encontrados, por exemplo,
carotendides, sendo o [-caroteno e a luteina (Figura 3, p.144) os mais
importantes. Estes pigmentos sdao comumente denominados de pigmentos
acessorios ou secundarios (NELSON e COX, 2002). Outros exemplos de
pigmentos acessorios sdo as substancias ficocianobilina e ficoeritrobilina
(Figura 3, p.144).

Com respeito as clorofilas a e b e aos carotendides, cabe salientar que
esses compostos possuem uma cadeia apolar (LEHNINGER, 1991). Essa
porcao hidrofébica desempenha papel importante, ancorando e orientando as
moléculas dessas substancias na bicamada lipidica da membrana dos
tilacoides. Essa orientacdo € de importancia fundamental no processo

fotossintético.
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R = CHj3; clorofila a
R = CHO; clorofila b

Luteina
COO" coor
|
CHs CH2  CH, CH, CH3CH,- para
HC_  CH HsC  CH,H,C CH3HsC CH ficocianobilina
I\ - —
A o

. . . Ligacao insaturada
Ficoeritrobilina para ficocianobilina

Figura 3 — Estrutura de alguns pigmentos fotossintetizantes.
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Nas membranas tilacéides, os pigmentos fotossintetizantes encontram
se organizados em complexos fotoquimicos denominados de fotossistemas | e
Il. Estes fotossistemas operam em série para realizar a absor¢cdo e o
armazenamento de energia na fotossintese. O fotossistema | € maximamente
excitado pela luz em comprimentos de ondas maiores e apresenta alta
proporcdo entre moléculas de clorofilas a e b. JA o fotossistema Il €&
maximamente excitado pela luz abaixo de 680 nm e contém maior propor¢ao
de clorofila b (LEHNINGER, 1991).

Embora todas as moléculas dos pigmentos fotossintetizantes, nos
complexos fotoquimicos, possam absorver energia, ha apenas uma molécula
que pode de fato converter a energia luminosa em energia quimica. Esta
molécula altamente especializada corresponde a uma molécula de clorofila
combinada com uma proteina especifica e € denominada de centro de reacéo
fotoquimica. As outras moléculas dos pigmentos nos complexos fotoquimicos
estdo organizadas em complexos denominados de complexos antena (TAIZ e
ZEIGER, 2006). Nesse caso, as moléculas dos pigmentos absorvem a energia
luminosa e esta € rapidamente transmitida ao centro de reacdo fotoquimica

(Figura 4, p.145).
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Fonte: TAIZ e ZEIGER (2006).

Figura 4 — Esquema ilustrativo da transmisséo da energia luminosa dos

complexos antena para o centro de reacédo fotoquimica.

3.4 A Reacdao de Hill

Em 1937, Robert Hill, na Universidade de Cambridge, demonstrou que
quando preparacdes contendo cloroplastos, isolados por centrifugacao
diferencial, eram iluminadas na presenca de agua e de um aceptor artificial de
elétron (aceptor ndo bioldgico), ocorria a liberacdo de oxigénio (NELSON e

COX, 2002), conforme mostrado pela equacao seguinte

Luz

2H,0 + 2A 2AH, + O,

\

Cloroplastos

onde A é um receptor ndo natural de elétrons.
O processo sumariado pela equacgéo anterior € conhecido como reacao
de Hill e varios aceptores podem ser utilizados tais como ions férricos,
benzoquinona e corantes como o 2,6-diclorofenolindofenol (DCFIF). A

utilizacdo desse corante como aceptor artificial de elétrons possui a importante
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vantagem de permitir uma medida espectrofotométrica da taxa da reacdo uma
vez que as formas oxidada e reduzida do 2,6-diclorofenolindofenol possuem

diferentes coloracdes (Figura 5).

Cl Cl
Ao DA on
Cl Cl

Forma Oxidada (Azul) Forma Reduzida (Incolor)

Figura 5 — Formas oxidada e reduzida do corante 2,6-diclorofenolindolfenol.

A importancia da reacdo de Hill esta relacionada ao fato de que este
pesquisador demonstrou como a absorcdo de luz induz uma alteracdo quimica
gue resulta na conversao da energia luminosa em energia quimica. Além disso,
Hill também observou em seus experimentos que nao havia producédo de CO..
Essa observacdo demonstra o fato de que na fotossintese a liberacdo de

oxigénio pode ser separada da reducdo do CO..

3.5. Avaliacédo da atividade fitotoxica das isobenzofuran-1(3H)-onas

A reacdo de Hill tem sido utilizada para avaliar a habilidade que
substancias possuem de interferir ou ndo na fotossintese. Isso porque
substancias que inibem a reacdo de Hill geralmente provocam inibicdo do
processo de fotossintese em plantas e podem ser consideradas como
estruturas-modelo para o desenvolvimento de novos herbicidas (HANSCH e

LEO, 1995).

Como previamente mencionado, a 5-metil-4-metoxi-6-(3-metilbut-2-

eniloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (25) e seu derivado hidrogenado (26) (Capitulo
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1, p.16) sdo capazes de inibir in vitro o transporte de elétrons da fotossintese.
Considerando esse fato, avaliou-se a potencialidade das substancias 42-45 e
51-54, estruturalmente analogas ao composto 25, de atuarem como inibidores
do transporte de elétrons na reagdo de Hill. Os intermediarios sintéticos 39-41 e

48-50 também foram avaliados (Figura 6).
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H3CO HO
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Fos TSNS JOSes
(50) (51) (52)
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A}A /@do A\A /CE%O
0 (0] Br I (e}

(53) (54)
Figura 6 — Estruturas das substancias avaliadas como potenciais inibidores da

fotossintese.

3.6. Material e Métodos
As substancias 39-45 e 48-54 (Figura 6, p.148), sintetizadas conforme

discutido na Secdo 2.2.2 (Capitulo 2, p.36), foram submetidas a testes
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bioldgicos para avaliagcdo de suas atividades como potenciais inibidores in vitro

da fotossintese, conforme metodologia descrita a seguir.

3.6.1. Isolamento de cloroplastos

Cloroplastos fotossinteticamente ativos foram extraidos de folhas de
espinafre (Spinacea oleracea L.), obtidas em supermercados ou feiras livres.
Para o processo de extracdo, folhas livres da nervura central e das
extremidades basal e apical foram misturadas com uma solucdo-tampéo
20 mmol L™ de N-tris(hidroximetil)metilglicina (tricina)-NaOH (pH = 8,0; 5 mL de
solucdo/g de material vegetal), previamente resfriada em banho de gelo e
contendo 10 mmol L™ de NaCl, 5 mmol L™ de MgCl, e 0,4 mol L™ de sacarose.
Esse material foi homogeneizado em um liquidificador doméstico por 30
segundos, empregando-se velocidade maxima. O material macerado foi filtrado
através de gaze cirlirgica, e o filtrado, centrifugado a 4 °C (1 minuto, 500 g). O
sobrenadante foi submetido a nova centrifugacdo (10 minutos, 1.500 g). Os
cloroplastos, contidos no preciptado, foram entdo ressuspendidos em uma
solucdo ndo-tamponada de sacarose. A suspensdo foi imediatamente diluida
(proporgédo de 1:1) com uma solugdo tamponada de sacarose. A nova
suspensao assim obtida foi mantida em banho de gelo e abrigada da luz, sendo
utilizada logo apés sua preparacao. Para determinacdo do teor de clorofila,
aliguotas dessa suspensdao foram pipetadas e convenientemente diluidas com
acetona 80% (v/v). Apds diluicdo, medidas de absorbancia foram feitas nos
comprimento de onda de 645 e 663 nm. O contetdo de clorofila foi calculado
com base na formula de Arnon (HALL, 1980):

Clorofila (ug mL™) = 20,2 (Aess) + 8,02 (Aces)
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3.6.2. Avaliacao da atividade inibitoria sobre o transporte de elétrons da
fotossintese

Aliguotas da suspenséo de cloroplastos com 20 xg de clorofila foram
incubadas a 24 °C em cubetas de 1 mL contendo solucdo tamponada de
tricina-NaOH (pH = 8,0), 10 mmol L™ de NaCl, 5 mmol L™ de MgCl,, 0,2 mol L™
de sacarose e 1 mmol L™ de K3[Fe(CN)g]. A avaliacéo foi efetuada expondo-se
a cubeta a uma luz saturante (800 umol m? s™). A taxa de reducdo do
ferricianeto foi medida a 420 nm a cada 30 segundos durante 10 minutos e
contra um branco. Atividade foi calculada sobre a porcédo linear da curva, a

partir de coeficiente de extingdo molar de 1.000 M* cm™.

Nas condicdes
adotadas, o valor para controles néo-tratados foi 59,3 + 2,0 mmol de
ferricianeto reduzido s™ (mg de clorofila)® em 36 preparacdes independentes
de suspensdes de cloroplastos.

As substancias 39-45 e 48-54 foram dissolvidas em DMSO, de modo a
obter solugdes cujos valores de concentracdo foram de 50, 100 e 200 mmol L™.
Em seguida, essas solu¢gbes foram convenientemente diluidas com agua. A
avaliacao do efeito desses compostos, nas concentragcdes mencionadas, sobre
a reacao de Hill, foi conduzida via adicdo desses compostos as suspensdes de
cloroplastos preparadas como descrito no item 3.6.1. (p. 149). Para cada valor
de concentragao utilizado, os experimentos foram realizados em triplicata. Os
resultados foram expressos como porcentagem dos controles ndo-tratados. A

substancia 54 foi avaliada numa faixa mais ampla de concentra¢gbes do que as

previamente mencionadas.

3.7 — Resultados e Discussao
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As substancias apresentadas na Figura 6 (p.148) foram avaliadas no
tocante a sua habilidade em interferir ou ndo no transporte de elétrons, dirigido
pela luz, da &gua para o oxidante ndo-biolégico ferricianeto de potassio (reacéo
de Hill). Na avaliacdo da atividade biolégica foram utilizadas concentra¢gdes de
50, 100 e 200 uzmol L. O herbicida comercial diuron foi utilizado como controle
positivo. Os resultados séo apresentados na Tabela 1 (p.152).

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que, dentre dos 14
compostos submetidos a avaliacdo da atividade biologica, 8 substancias (40,
42, 43, 45, 48, 51, 52 e 54) reduziram a taxa de transporte de elétrons, dirigido
pela luz, na concentragédo de 200 xmol L™. Dentre os compostos mais ativos,
as isobenzofuran-1(3H)-onas 43 e 54 causaram inibicdo superior a 40%.
Quando se considera a concentracdo de 50 xmol L™, apenas 4 compostos (40,
43, 45 e 54) foram as que apresentaram maiores efeitos inibitérios sobre o

transporte de elétrons.

Tabela 1 — Taxa da inibicdo do transporte de elétrons verificada através da
avaliacdo in vitro do efeito de isobenzofuran-1(3H)-onas e diésteres sobre a
reducdo do ferricianeto de potassio na presenca de cloroplastos isolados de

folhas de Spinacia oleracea®
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Composto 50 pmol L™ 100 pmol L™ 200 pmol L™
39 3,7% + 1.3 2,5% + 1.0 2,5% + 0.5
40 27,6% + 0.9 33,8% + 3.9 43,0% + 1.1
41 -1,7% + 2.9 0,9% + 0.8 3,5% +15
42 9,7% + 2.1 17,2% + 4.4 25,0% + 4.4
43 13,1% + 3.2 26,1% + 2.2 41,7% + 3.1
44 1,1% + 1.7 3,0% + 0.1 10,0% + 1.8
45 11,4% + 3.0 17,6% + 1.1 26,00 + 1.1
48 7,2% +5.3 10,9% * 0.9 29,2% + 3.2
49 -13,5% + 2.9 -0,9% + 2.5 0,0 %=+ 4.9
50 19,8% + 2.8 -26,5% + 4.7 -43,2% + 11.6
51 -0,6% * 3.2 12,4% + 3.6 17,0% + 3.3
52 5,5% + 3.3 7,5% + 2.5 19,7% + 0.4
53 41% +7.1 4,9% +7.0 4,2% + 8.3
54 53,5% + 1.1 61,3% + 1.2 65,5% + 1.7

2 Atividade determinada conforme metodologia descrita na Seg&o 3.6 (Material e Métodos, p.149).

Os dados da Tabela 1 mostram que a atividade bioldgica investigada é
sensivel a variacdo do padrdo de substituicho do grupo alcoxila das
isobenzofuran-1(3H)-onas. Por exemplo, os dados de atividade para o0s
compostos 43 e 45 na concentracdo de 200 xmol L™ mostram que o derivado
dibromado possui menor eficiéncia em inibir o transporte de elétrons. Além
disso, deve ser observado que a posicdo do grupo alcoxila ligado ao anel
aromatico também apresenta impacto sobre a atividade biologica. Isso pode

ser observado, por exemplo, comparando-se as atividades das substancias 45
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e 54; o composto 54 apresenta maior eficiéncia em todas as concentracdes

avaliadas.

A substancia 54 foi aquela que apresentou maior eficiéncia com respeito
ao efeito inibidor sobre o transporte de elétrons na reacdo de Hill e sua
atividade foi investigada numa faixa mais ampla de concentracdes (Figura 7).
Com base nesses dados, foi possivel determinar o valor de ICsy para a
atividade bioldgica investigada como sendo 70 + 17 ymol L™, Para efeito de
comparacao, os herbicidas comerciais e inibidores da fotossintese que foram
utilizados como controle nos experimentos de avaliagdo da atividade bioldgica,

apresentaram valores de ICs variando de 0,1 a 0,3 zmol L™,
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Figura 7 — Efeito da variagdo da concentracdo da substancia 54 sobre o

transporte de elétrons na reacao de Hill.

No entanto, no trabalho publicado por DEMUNER e colaboradores (2006) a
fitotoxina 5-metil-4-metoxi-6-(3-metilbut-2-eniloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (25)
(Capitulo 1, p.16), atuando como inibidor da reacdo de Hill, apresentou valor de

ICso 66 wmol L. Deste modo, embora o composto 54 apresente apenas
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atividade inibitéria moderada sobre a reag¢do de Hill, pode-se afirmar que o
mesmo apresenta poténcia similar ao produto natural 25 que serviu como fonte

de inspiragao para o desenvolvimento deste trabalho de investigacéo.

3.8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

No presente trabalho demonstrou-se que diversas isobenzofuran-1(3H)-
onas sdo capazes de inibir in vitro, mesmo de que maneira moderada, o
transporte de elétrons da fotossintese. Concluiu-se que o padrdao de
substituicdo dos grupos alcoxila ligados ao ndcleo basico isobenzofuran-1(3H)-
ona € um fator que deve ser considerado quando se leva em conta o grupo de
isobenzofuran-1(3H)-onas avaliadas. Além disso, a posicdo do grupo alcoxila
ligado ao anel aromatico do nucleo isobenzofuran-1(3H)-ona desempenha
papel importante no tocante a atividade biologica avaliada. Alguns subprodutos
e intermediarios de sintese foram também capazes de inibir de maneira
modesta o transporte de elétrons fotossintético.

Quando se compara as fitalidas sintéticas investigadas neste trabalho,
observa-se que as mesmas possuem uma simplificac@o estrutural em relacéo a
estrutura modelo 5-metil-4-metoxi-6-(3-metilbut-2-eniloxi)isobenzofuran-1(3H)-
ona (25). No entanto, foi possivel sintetizar um derivado (substancia 54) que
apresenta atividade inibitéria do transporte de elétrons da fotossintese
comparavel @ mesma atividade descrita na literatura para a fitotoxina 25.
Assim, € bastante plausivel projetar que novas modificacdes estruturais podem
ser realizadas de modo a se obter compostos com maior eficacia no que diz
respeito a atividade bioldgica. Nesse contexto e considerando os resultados

dos ensaios de avaliacdo da atividade inibitéria do transporte de elétrons in
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vitro, pode-se afirmar que novos derivados mais ativos poderéo ser preparados
variando-se ambos o padrdo de substituicdo do anel aromatico e dos grupos

alcoxila do nucleo isobenzofuranona.
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Figura 1 — Espectro no infravermelho (ATR) da 6-(isopentiloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (43).
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Figura 27 — Espectro no infravermelho (ATR) da 6-(2-oxo-2-pheniletoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (56).
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Figura 28 — Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) da 6-(2-oxo-2-feniletoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (56).
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Figura 29 — Espectro de massas da 6-(2-oxo-2-feniletoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (56).
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Figura 30 — Espectro no infravermelho (ATR) da 5-(2-oxo-2-feniletoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (57).
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Figura 31 — Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) da 5-(2-oxo-2-feniletoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (57).

186



500e3—: 105
400e3- . o
30063—- /©:I</O
] 51 (@)
] (0]
200e3—_
10063—: a4 65
.
oead ol Ml 0l |.|- Lh || ¥ a9 o163 . 268
50 75 100 125 150 175 200 225 250
m/z Intensidade (%)
268 <1
105 100
77 74
65 18
51 53
44 15

Figura 32 — Espectro de massas da 5-(2-oxo-2-pheniletoxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (57).

187



ANEXO I

DETERMINAGAO DAS ESTRUTURAS POR DIFRAGAO DE RAIOS-X

A medida das intensidades dos feixes de raios X difratados, das amostras
monocristalinas, foi realizada nos difratdbmetros Enraf-Nonius Kappa-CCD usando
radiacdo Mo Ka, monocromatizada por cristal de grafite, a temperatura ambiente
(compostos Al, A2 e A3) e Bruker APEX Il usando radiacdo Cu Ka, monocromatizada
por cristal de grafite, a 100 K (composto A5), no Instituto de Fisica de Sao Carlos da
Universidade de S&o Paulo. As estruturas foram resolvidas utilizando Métodos Diretos
com o programa SHELXS-97 (Sheldrick, 2008). Os modelos foram refinados pelo
método dos Minimos Quadrados, usando matriz completa, através do programa
SHELXL-97 (Sheldrick, 2008). Os atomos de hidrogénio foram estereoquimicamente
posicionados e refinados com um modelo rigido e os demais atomos foram refinados
anisotropicamente.

A resolucdo e caracterizagdo das estruturas foram efetuadas em um
microcomputador Pentium Il 400MHz com 128 Mb de memadria RAM, no Laboratério de
Cristalografia e Quimica Computacional do Instituto de Quimica da Universidade

Federal de Uberlandia.
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39 48 50 41
Férmula Molecular CyHgO4 CyHgO4 CgHsO3 CsHeO4
Massa Molar (g/mol) 164,15 164,15 150,13 150,13
Sistema Cristalino Monoclinico Monoclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo Espacial P2./c P2./c P2./n Pc
a=9,2922(19)A a=9,1819(9) A a =7,6506(15)A a=7,066(6) A
Parametros da b =8,4982(12)A b=10,4285(18)A b= 12,349(4)A b= 3,880(3) A

cela unitaria c=9,786(2)A ¢ =9,2965(9)A c = 7,8409(11)A c= 12,445(11) A
=90,5471(15)° B =99,962(8)° 3 =117,453(10)° B =105,85(5) °
Volume (A% 772,8(2) 781,26(18) 657,4(3) 328,2(5)
) - MoKa (0,71073) MoK (0,71073) MoKa (0,71073) CuKoa (1,54178)
Tipo de radiagao (1) T ambiente T ambiente T ambiente Baixa Temp.
Z 4 4 4 2
u (mm™?) 0,107 0,105 0,12 1,00
Densidade (g/cm®) 1,411 1,396 1,517 1,519
Intervalo de 0 (°) 2,19<0<27,48 3,19<60<26,39 2,928< 0 <27,472 6,51< 0 <63,14
Reflexdes coletadas 3304 1685 2030 1111
Reflexdes Unicas/ R(int) 1741 /0,0363 1587 /0,0351 1461/0,0338 754/0,0346
Reflexdes observadas
[1>2sigma(l)] 1285 1101 984 738
Parametros refinados 109 109 100 100
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R [I>2sigma(l)] / Rw 0,0504 / 0,1387

0,0494/0,1280

0.0533/0,1179

0,0451/0,1160

R (todos dados) / Rw 0,0694/ 0,1659

0,0726/ 0,1469

0.0807/0,1634

0,0457 /0,1199
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