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RESUMO

LIMA, Angela Maria Almeida, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Fevereiro de 2014. Sintese e avaliagao das atividades citotoxica e
fungicida de isobenzofuranonas e de derivados do acido cinamico
Orientador: Rébson Ricardo Teixeira. Co-Orientadores: Gustavo Costa Bressan
e Antbénio Jacinto Demuner.

Os derivados do acido cinamico assim como as isobenzofuranonas sao classes
de compostos que apresentam um amplo espectro de bioatividades e devido a
isso, vém atraindo a atencdo de varios grupos de pesquisa. O presente
trabalho teve por objetivo sintetizar uma série de isobenzofuranonas e de
derivados do acido cinamico visando a avaliagao de suas atividades fungicida e
citotoxica. A metodologia empregada para a obtencdo desses compostos
consistiu em reagdes de orto-alquilagao, processos de adi¢ao a ligagao dupla e
reacoes de acoplamento. Os compostos sintetizados foram caracterizados via
espectroscopia no IV e espectroscopia de RMN de 'H e de *C. As substancias
sintetizadas 1-7, 9 e 10 foram avaliadas em relagdo as suas habilidades em
interferirem na germinagao do esporangio do oomiceto Phytophthora infestans.
Os resultados obtidos mostraram que todos os compostos avaliados
apresentaram efeitos inibitérios contra o crescimento do esporangio em todas
as concentracdes testadas. Considerando-se exemplos descritos na literatura
de isobenzofuranonas e de derivados do acido cindmico que apresentam
efeitos citotdoxicos contra diferentes linhagens de células tumorais, realizou-se
também uma avaliagcdo da atividade citotoxica desses mesmos compostos
contra a linhagem de célula tumoral melanoma (B16). Dentre os compostos
avaliados, dois derivados do acido cinamico reduziram a viabilidade celular da

linhagem melanoma (B16), tendo se destacado o composto 4, o qual foi capaz

de inibir em mais de 90% a viabilidade celular. Devido a sua atividade, pode-se

Xiv



dizer que as substancias sintetizadas e avaliadas neste trabalho s&o
potencialmente ativas e podem ser explorados como estruturas-modelo na

busca por novos farmacos e agroquimicos.
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ABSTRACT

LIMA, Angela Maria Almeida, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February
2014. Sythesis, cytotoxicity, and fungicide activity of isobenzofuranones

and cynnamic acid derivatives. Advisor: Roébson Ricardo Teixeira. Co-
Advisers: Gustavo Costa Bressan and Antonio Jacinto Demuner.

Isobenzofuranones and cinnamic acid derivatives are groups of structurally
diverse compounds presenting various bioactivities. These compounds have
attracted the attention of several research groups due to in part to their
biological active profiles. The present investigation was aimed to synthesize a
set of isobenzofuranones and cinnamic acid derivatives and evaluate their
cytotoxic and fungicide activities. To prepare the compounds, orfo-alkylation,
additions to double bonds and coupling reactions were utilized. The identity of
the synthesized compounds was confirmed upon IR and one-dimensional NMR
(*H and "*C) analyses. The compounds 1-7, 9 e 10 were evaluated as the ability
to interfere with germination of oomycete Phytophthora infestans. 1t was found
that all of the evaluated compounds are capable of significantly interfering with
germination at all of the concentrations used in the bioassays. Considering
previous reports in the literature about cytotoxicity of either isobenzofuranones
and cinnamic acid derivatives, the chemicals 1-7, 9 e 10 had also their
citotoxicity evaluated against melanoma (B16) cancer cell line. Two cinnamic
acid derivatives were capable of significantly interfering with cell viability, being
compound 4 the most active one. In view of the results, it is suggested that the
compounds synthesized and biologically evaluated in this work can be
considered attractive as models for further development of new agrochemicals

and pharmaceuticals.
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CAPITULO 1

NOVOS FARMACOS E AGROQUIMICOS DE ORIGEM NATURAL

1.1 - INTRODUGAO

A natureza sempre despertou a curiosidade dos quimicos. Investigando
as plantas, os animais e os micro-organismos, eles vém encontrando diversas
substancias interessantes e uteis, sendo essa atividade denominada de
Quimica de Produtos Naturais (BAKER et al., 2007).

Os produtos naturais vém sendo explorados, desde os primordios da
medicina, para o tratamento de diversas doencas que acometem os seres
humanos (KOEHN e CARTER, 2005; PINHATTI, 2010; JUNIOR e BOLZANI,
2006; NEWMAN e CRAGG, 2007). Com os continuos avangos da Quimica,
Farmacologia e Biologia molecular, bem como a introdug&o de novos ensaios
bioquimicos, tem sido possivel a identificacdo de um numero crescente de
substancias com propriedades terapéuticas entre as diversas classes de
produtos naturais (FILHO e YUNES, 1998; NASCIUTTI, 2012). A literatura &
rica em exemplos que podem ser empregados para suportar essa afirmativa.

Conforme descrito por COSTA-LOTUFO e co-autores (2010) estima-se
que 60% dos farmacos introduzidos na terapéutica do cancer nas ultimas
décadas sao de origem natural, dentre eles a podofitaloxina (LIMA et al., 2005),
a camptotecina, o etoposideo, a trabectedina, a ixabepilona, e o topotecano,

Figura 1, p.2 (PINTO et al., 2002; BAILLY, 2009).
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Figura 1 - Farmacos derivados de produtos naturais utilizadas no tratamento do
cancer.

Outro exemplo importante de substancia natural e de grande utilidade
terapéutica é a quinina (Figura 2, p.3), extraida de espécies vegetais do género
Cinchona, conhecida por apresentar atividade antitérmica, antimalarica e
analgésica. A mefloquina (Figura 2, p.3), um farmaco de origem sintética
inspirado na estrutura da quinina, também apresenta pronunciada atividade
antimalarica (BARREIRO e BOLZANI, 2009).

O acido acetilsalicilico (Figura 2, p.3), o primeiro farmaco de origem
sintética e langado pela Bayer em 1897, foi inspirado na estrutura da salicina,
um glicosideo natural isolado da Salix alba. O acido acetilsalicilico €
amplamente utilizado como analgésico e antiinflamatoério (COSTA, 2009).

A lovastatina (Figura 2, p.3) € um farmaco que pertence a classe das
estatinas e foi isolada do fungo Aspergillus terreus, sendo muito empregada no

tratamento de doencas cardiovasculares.



Como um ultimo exemplo de farmaco de origem natural menciona-se a
galantamina, um alcal6ide proveniente de varias espécies vegetais da familia
Amaryllidaceae que é empregado para o tratamento de Mal de Alzheimer
(JUNIOR et al., 2004; CASADO et al., 2007; GUIMARAES, 2009; SANTOS,

2012).

@ECOOH
O-BGLI o

Z N ©f\
N CFs / OH OJ\CH3
Quinina Mefloquina Galantamina Lovastatina Salicina Acido Acetilsalicilico

Figura 2 - Outros produtos naturais (e analogos sintéticos) empregados como
farmacos.

Os produtos naturais tém contribuido ndo somente para a descoberta de
novos farmacos, mas também vém sendo utilizados como modelos para o
desenvolvimento de novos agroquimicos, fato este que pode ser corroborado a
partir de exemplos descritos na literatura (PINTO-ZEVALLOS e ZARBIN, 2013).

O bialafos e a fosfinotricina (Figura 3), por exemplo, sdo dois compostos
herbicidas desenvolvidos a partir de produtos naturais isolados de bactérias

(VYVYAN, 2002).

0 o} 0 OH
1 H (0] oH O
N 1
HO~ 5)\/\|)J\H \E)J\OH HO’?
HiC NH, o HsC
Bialafos Fosfinotricina

Figura 3 - Estruturas dos herbicidas bialafos e fosfinotricina.
O bialafos é uma fitotoxina de origem microbiana obtida a partir da

fermentacao da bactéria Streptomyces higroscopicus. Corresponde ao primeiro



produto proveniente de fermentacdo bacteriana utilizado na produ¢édo de um
herbicida comercial e que atualmente esta sendo vendido no Japdo com o
nome de Herbiace® (VYVYAN, 2002). A fosfinotricina também apresenta
atividade herbicida e é obtida a partir da fermentacédo da Saccharothrix SP. ST-
888 (KIMURA et al., 1995; FIELDS, 1998).

A sabadilla (Figura 4) € um alcaldide derivado das sementes de plantas
da espécie Choenocaulon officinale, disponivel comercialmente desde 1970.
Esse alcaldide tem sido utilizado como um inseticida pelos povos nativos da

América do Sul e Central (DAYAN et al., 2009).

Figura 4 - Estrutura do alcaldide sabadilla.

Os cineois sao monoterpenos volateis encontrados normalmente entre
os componentes de Oleos essenciais de diversas espécies de plantas tais como
Laurus nobilis L., Salvia spp., Eucalyptus spp., e sdo frequentemente utilizados
para o controle de diversas espécies de plantas daninhas. Dentro dessa classe
de monoterpenos mencionam-se o 1,8-cineol e 1,4-cineol (Figura 5, p.5). O 1,8-
cineol além de apresentar importantes propriedades terapéuticas é considerado
um dos aleloquimicos fitotoxicos mais potentes e abundantes extraido de
Artemisia spp. O 1,4-cineol é, geralmente, encontrado nas mesmas fontes
naturais onde o 1,8-cineol esta presente; porém a concentragao do primeiro &
geralmente menor. Salienta-se que efeitos fitotdxicos também sdo descritos

para o 1,4-cineol (ROMAGNI et al., 2000).
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Figura 5 - Estruturas dos monoterpenos 1,8-cineol e 1,4-cineol.

Como um ultimo exemplo de agroquimicos provenientes de produtos
naturais cita-se os fungicidas pertencentes a classe das estrobilurinas.

As estrobilurinas sdo consideradas uma importante classe de fungicidas
derivadas do acido B-metoxi acrilico (BARTLETT et al., 2002). A estrobilurina A
foi o primeiro fungicida descrito pertencente a essa classe de compostos e
isolada do basidiomiceto Strobilurus tenacellus. Muitas outras estrobirulinas
foram isoladas e caracterizadas, sendo elas nomeadas em ordem alfabética: B,

C, D, E, F, etc, Figura 6 (ANKE et al., 1977).
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Figura 6 - Estruturas das estrobilurinas naturais.



Embora apresentasse atividade fungicida em testes laboratoriais,
ensaios biolégicos em casa de vegetagcdo demonstraram que as estrobilurinas
eram completamente inativas em termos de atividade antifungica. Tal fato foi
atribuido a fotoinstabilidade das substéncias naturais. Mais tarde, essas
mesmas estrobilurinas naturais foram utilizadas como fonte de inspiracdo para
a producgdo de varias outras de origem sintética, mais estaveis, com potente
atividade fungicida e baixa toxicidade para mamiferos. A Figura 7 contém dois

exemplos de estrobilurinas de origem sintética (SOUZA, 2008).

Piraclostrobina Picoxistrobina

Figura 7 - Exemplos de estrobilurinas sintéticas.

Conforme descrito anteriormente, uma estratégia que pode ser usada na
busca por novos farmacos e agroquimicos consiste em explorar o vasto
reservatorio de substancias disponiveis na natureza. Todavia, essa nao € a
unica semelhanca existente entre as pesquisas que visam descobrir e
desenvolver novos farmacos e agroquimicos.

De acordo com a literatura, os 20 tipos de substituintes e cadeias laterais
usualmente encontrados nos farmacos sdo também encontrados nos
agroquimicos e com a mesma frequéncia. Além disso, os parametros fisico-
quimicos utilizados para avaliar a possibilidade de uma molécula ser um bom
agroquimico ou farmaco sao também muito parecidos (DUKE, 2010). Em
alguns casos, os sitios de atuagdo de um farmaco e de um agroquimico podem

ser os mesmos. Outro aspecto que deve ser mencionado € que 0s quimicos



envolvidos na descoberta de agroquimicos e farmacos adquirem reagentes dos
mesmos fornecedores, utilizam reag¢des quimicas similares para a sintese dos
compostos de interesse e consultam literaturas semelhantes.

Levando-se em consideracdo as similaridades descritas anteriormente,
nao é incomum encontrar na literatura um agroquimico ou analogos de uma
classe particular de agroquimicos que também estejam sendo utilizados com
fins terapéuticos (DELANEY et al., 2006). Na Figura 8 encontram-se alguns

exemplos de substancias que suportam essa afirmativa.
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Figura 8 - Exemplos de semelhangas na estrutura quimica de farmacos e
agroquimicos.

A nitisinona (NTBC) possui uma estrutura quimica muito semelhante a
da mesotriona. O que as diferenciam é a substituicdo do grupo -SO2CH3 da
mesotriona pelo grupo -CF3 da nitisinona. Enquanto a mesotriona possui
atividade herbicida, a nitisinona vem sendo utilizada no tratamento de uma

doenca hereditaria rara, a tirosinemia hepatorrenal tipo | (TH-1) e inclusive foi



patenteada para o tratamento da doenga de Parkinson (HALL et al., 2001;
BEAUDEGNIES et al., 2009; LAROCHELLEA et al., 2012).

O asulam (figura 8, p. 7), € um agroquimico utilizado como herbicida e a
sulfanilamida (figura 8, p. 7), € considerada um farmaco que atua inibindo
competitivamente reagbes enzimaticas envolvendo o acido p-aminobenzdico
(PABA). A diferenga estrutural entre eles baseia-se na substituicdo do grupo -
SO,NHCOOCH3 do asulam pelo grupo -SO;NH; na sulfanilamida (BROWN,
1962).

Como ultimo exemplo menciona-se o azaconazol e o fluconazol (figura
8, p. 7), pertencentes ao grupo dos fungicidas triazdlicos. Eles sao utilizados
tanto como farmaco bem como fungicida agricola e atuam inibindo a sintese de
esteréides em fungos-alvo. O fluconazol sendo um produto farmacéutico, foi

patenteado primeiramente para uso agricola (SWANTON et al., 2011).

1.2 - ACIDO CINAMICO E ISOBENZOFURAN-1(3H)-ONAS
1.2.1 - ACIDO CINAMICO

O 4acido cinamico consiste em um acido carboxilico aromatico de
ocorréncia natural cuja estrutura molecular € normalmente encontrada na forma
trans. Ele pertence ao grupo das auxinas, horménios vegetais responsaveis por
regular o crescimento e a diferenciagdo celular, e alguns de seus derivados

desempenham um importante papel na defesa da planta contra o ataque de

@/\)J\OH

Figura 9 - Estrutura do acido cinamico.

pragas (NIERO, 2010).




Derivados do acido cindmico (Figura 10) sdo encontrados no café, na

maga, frutos citricos, cereais, entre outras

fontes (CLIFFORD, 1999) e

apresentam um amplo espectro de importantes atividades biolégicas. Por

exemplo, seus derivados exibem atividades antioxidante (KIM et al., 2006;

HUSSAIN et al., 2014), antibacteriana (THEODOROU et al., 1987; CHIRIAC et

al., 2005), antitumoral (EKMEKCIOGLU et. al,

1998), antifungica (SADEGH et

al., 2013), antimalarica (KANAANI e GINSBURG, 1992), efeito citotdxico contra

varias linhagens de células tumorais (LEE et al., 2003) e efeitos fitotoxicos

(LEE et al., 2006; DELLAGREGA et al., 2008, ABE et al., 2012; NISHIKAWA et

al., 2013).
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Figura 10 - Exemplos de derivados do acido cinamico bioativos.

O estudo cientifico publicado por LIU e colaboradores (1995 apud

EKMEKCIOGLU et al.,1998) demonstrou que derivados do &cido cinamico



exibem uma acentuada atividade contra tumores malignos humanos, como o
melanona, glioblastoma e adenocarcinoma da prostata e do pulmdo. Também
foi demonstrado que esses compostos possuem baixa toxicidade em ratos e
coelhos o que favorece seu uso na prevencgao e tratamento do cancer.

Cumpre ressaltar que compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios
de ampla ocorréncia nas plantas (WU et al, 2001) e sdo normalmente
consumidos na alimentacido. Conforme descrito na literatura, essas substancias
desempenham um papel importante em diversas areas da quimica, incluindo
na pesquisa e no desenvolvimento de novos farmacos e agroquimicos (MILES,
2005). Nos ultimos anos foram realizadas investigagdes que suportam o papel
desses compostos contra prevencdo de varias doengas como O cancer,
doencas cardiovasculares, neurodegenerativas entre outras (JIA et al., 2006).
Dentre esses compostos fendlicos bioativos encontram-se os derivados do

acido cindmico (REIGOSA et al., 1999; BLUM et al., 1991; CHAN et al., 1986).

1.2.2 - ISOBENZOFURAN-1(3H)-ONAS

Os compostos de natureza heterociclica, compostos ciclicos que contém
em sua estrutura um heteroatomo, sdo de grande relevancia em quimica. Entre
outros aspectos, essas substancias apresentam uma vasta série de
bioatividades, tais como antiviral, antitumoral, antifungica, antimicrobiana,
herbicida, inseticida entre outras (MELO et al., 2006). Na Figura 11 (p.11) estéao
apresentadas diversas estruturas de compostos heterociclicos e suas

atividades bioldgicas relacionadas.
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Figura 11 - Substancias heterociclicas bioativas.

Dentre os diversos compostos heterociclicos conhecidos estdo as
isobenzofuran-1(3H)-onas (também denominadas de fitalidas), que constituem
uma classe de substéncias que também possuem uma grande variedade de
atividades bioldgicas incluindo atividades antioxidante (PAHARI et al., 2004),
antiplaquetaria (MA et al., 2012), anti-HIV (LIPKA et al., 2005), antifungica
(STROBEL et al., 2002), antiproliferativa (XIE et al., 2012; TEIXEIRA et al.,
2013a), efeito sobre o transporte de elétrons fotossintético (TEIXEIRA et al.,
2013b) e atividade fitotoxica (ARNONE et al., 2002). Estruturas de fitalidas

bioativas s&o apresentadas na Figura 12, p.12.
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Figura 12 - Exemplos de isobenzofuran-1(3H)-onas bioativas.
As isobenzofuran-1(3H)-onas séo caracterizadas estruturalmente na
sua forma mais basica pela presenca de um anel y-lactdénico fundido a um anel

aromatico (Figura 13).

CIp

Figura 13 — Estrutura do nucleo isobenzofuran-1(3H)-ona.

As fitalidas podem ser de origem sintética ou natural. Com relagao as
isobenzofuranonas de origem natural, a grande maioria delas tem sido isolada
a partir de diferentes espécies de fungos, como exemplificado na Figura 14

(LEE et. al., 2007).

CHs o CH; O CH; O CH; o

Figura 14 - Isobenzofuranonas isoladas a partir do fungo Cephalosporium sp.
ALO31.
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1.3 - OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Os fungos sdo um importante problema na agricultura. Dentre as mais
de 100.000 espécies de fungos descritas, cerca de 20.000 causam uma ou
mais patogenias em plantas. Os fungos causam cerca de 75% de todas as
doencas infecciosas em plantas. Todas as culturas importantes estdo sujeitas a
uma ou mais doengas provocadas por fungos e que causam Sérios prejuizos
econdmicos se ndo foram mantidas sob controle. Muitas vezes, 10 a 50
diferentes espécies de fungos podem causar doengas em uma unica espécie
de planta. Um aspecto importante € que todas as doencgas causadas por
fungos podem ser controladas ou substancialmente reduzidas com o uso de
fungicidas.

Apesar de se encontrar no mercado um grande numero de compostos
utilizados para o controle dos mais diversos tipos de fungos, existe uma
demanda crescente por novos produtos, uma vez que os fungos, assim como
outros organismos, desenvolvem resisténcia a esses compostos devidos
principalmente ao uso indiscriminado dos mesmos. Com isso, estes passam a
ser menos efetivos e muitas das vezes perdem totalmente a atividade. Como
consequéncia desse fato, pesquisas tém sido desenvolvidas no sentido de
utilizarem substancias oriundas de fontes naturais como modelos para o
desenvolvimento de novos principios ativos para controlar fungos
fitopatogénicos. Dentro desse contexto, os derivados do acido cindmico e as
isobenzofuranonas representam uma fonte de substancias naturais bioativas
que podem ser explorados na busca por novos compostos que sejam

potencialmente Uteis para o desenvolvimento de novos agroquimicos.
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Tendo em vista as similaridades existentes entre a descoberta e o
desenvolvimento de farmacos e agroquimicos, pode-se dizer que a pesquisa
voltada para a busca de novos agroquimicos oferece também a oportunidade
para a descoberta de novos farmacos que podem ser uteis no tratamento de
varias patologias como, por exemplo, o cancer. Essa doenga atinge grande
parte da populagdo e por isso € muito importante que haja o empenho de
pesquisadores no desenvolvimento de tratamentos mais efetivos e com menor
impacto na qualidade de vida do paciente.

Por tanto, levando-se em consideracido que compostos com aplicagdes
agroquimicas também podem apresentar propriedades uteis para o
desenvolvimento de novos farmacos, e considerando também que até o
presente momento nao existe na literatura nenhum estudo descrevendo a
sintese dos derivados do acido cinamico contendo nucleos isobenzofuranonas
em suas estruturas, buscou-se neste trabalho a sintese, caracterizacao
estrutural e avaliagdo das atividades antifungica e citotoxica de uma série de
isobenzofuranonas e de derivados do acido cindmico com vista ao
desenvolvimento de novos principios ativos tanto para o controle de fungos

fitopatogénicos quanto para a terapéutica do cancer.
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CAPITULO 2

SINTESE DE ISOBENZOFURANONAS E DE DERIVADOS DO AcCIDO
CINAMICO

2.1 - INTRODUGAO

No planejamento da sintese de compostos orgénicos, de maior ou
menor complexidade, dois aspectos fundamentais necessitam ser levados em
consideragao: a formagéo de ligagbes carbono-carbono e a interconversao de
grupos funcionais (DE SOUZA, 2010).

A interconversdo de grupos funcionais domina a maior parte das rotas
sintéticas para obtencao de moléculas-alvo. Serao descritas neste capitulo uma
série de interconversdes de grupos funcionais que foram utilizadas para a
preparagcao de derivados do acido cinédmico. No esquema 1 (p.25) esta
representada a analise retrossintética para a obteng¢ao dos derivados do acido
cinamico.

De acordo com a retrossintese, para que a formacado dos derivados do
acido cindmico fosse possivel, o acido 3-metoxibenzdico, disponivel
comercialmente, seria convertido na isobenzofuran-1(3H)-ona (1) via reacao de
orto-alquilacao. A preparagao do composto (2) seria realizada via desmetilacao.
A reagao de acoplamento entre a substancia (2) e o acido cinamico deveria
resultar no éster (3) que, por sua vez, seria submetido a uma reagao de
bromacao para a obtengcado do seu derivado (5). Numa etapa subsequente, o
composto (2) novamente sofreria uma reagdo de acoplamento resultando na
formagao do composto (4). E posteriormente, a preparagao dos derivados do

acido cinamico (6-7) seria alcangada via processos de adigao.
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Esquema 1- Analise retrossintética para a preparacao dos derivados do acido

cindmico e de isobenzofuran-1(3H)-onas.

Na Figura 1 (p.26), encontra-se representada as estruturas dos
derivados do acido cinamico sintetizados. Além disso, sdo apresentadas ainda
as estruturas dos intermediarios sintéticos envolvidos na preparagao dos

derivados e de um diéster que foi isolado durante a preparacdo do composto 9.
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Figura 1 - Estruturas dos compostos sintetizados nesse trabalho.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Generalidades Metodoldgicas

Foram utilizados reagentes de grau P.A. para a sintese dos compostos.

Dibromometano (CH2Br,), solugdo de BBr; 1,0 mol L em
diclorometano, acido 3-metoxibenzdico, acetato de paladio(ll) (Pd(OAc)z), N,N-
dicicloexilcarbodiimida (DCC), 4-N,N’-dimetilaminopiridina (DMAP), acido
cinamico, clorito de sdédio, acido citrico, CCls, Pd/C, Br,, 4-metoxibenzaldeido
e fenol foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos) e
utilizados sem prévia purificagdo. Acetona, acido acético, acido cloridrico,
dimetilsulféxido, diclorometano, cloreto de sédio, solugcdo de formaldeido 37%
m/v, fosfato diacido de sédio (NaH,POQO,), bicarbonato de sodio (NaHCO;),
bicarbonato de potassio (KHCO3) e etanol foram adquiridos da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil).

A secagem do diclorometano foi feita adicionando-se peneira molecular
4A ao solvente. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética por 24 horas a
temperatura ambiente e sob atmosfera de nitrogénio. Apds este periodo, o
solvente foi filtrado e armazenado em um frasco ambar contendo peneira
molecular 4A e sob atmosfera de nitrogénio.

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas utilizando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas
sobre aluminio. Apds a eluicdo as placas de CCD foram observadas sob luz
ultravioleta (A = 254 nm) e reveladas com solugdo de permanganato de
potassio (3 g de KMnOy, 20 g de K,CO3, 5 mL de NaOH 5% m/v, 300 mL de

agua).
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As separagbes em coluna cromatografica foram realizadas usando-se
silica-gel (70-230 mesh), como fase estacionaria. Os solventes utilizados como
eluentes foram usados sem prévia purificagéo.

Os espectros no infravermelho (V) foram obtidos empregando-se a
técnica reflectancia total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660 com
acessorio GladiATr ou por meio de pastilhas de KBr, em espectrofotdmetro
PERKIN ELMER SPECTRUM 1000 (Departamento de Quimica - UFV).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H, 300 MHz) e de carbono (RMN de *C, 75 MHz) foram obtidos em um
espectrometro VARIAN MERCURY 300 (Departamento de Quimica - UFV).
Foram utilizados como solventes o cloroformio (CDCI3) e o metanol (CD;OD)
deuterados.

As temperaturas de fusao foram determinadas em aparelho MQAPF-302

e nado foram corrigidas.

2.2.2 - Procedimentos Sintéticos

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

A um baldo de fundo redondo de 200 mL, contendo uma barra de
agitacdo magnética, foram adicionados o acido 3-metoxibenzéico (5,00 g; 32,9
mmol) juntamente com 3,50 mL de solu¢do aquosa de formaldeido (37% m/v),

5,50 mL de HCI concentrado e 12,0 mL de acido acético. A solugao resultante
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foi mantida sob agitagdo magnética a temperatura de 90 °C por 16 horas.
Decorrido este periodo, a analise da mistura por CCD mostrou que o acido 3-
metoxibenzdico havia sido completamente consumido. O volume da solucéo
foi, entdo, reduzido em evaporador rotativo e em seguida foi adicionada uma
solucado saturada de bicarbonato de potassio até pH aproximadamente 6. A
fase aquosa resultante foi extraida com acetato de etila (3 x 30,0 mL). Os
extratos organicos foram reunidos e a fase organica resultante foi seca com
sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O material
resultante foi purificado por recristalizagao utilizando como solvente acetona. O
composto 1 foi obtido como um sdlido branco em 80% de rendimento (4,31 g;

26,3 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢: 0,31(hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Te 118 - 119,5 °C (Ttiiteratura: 119 - 120 °C; NUMATA, 1968).

IV (ATR) v max: 3481, 3086, 2954, 2849, 1754, 1620, 1277, 1247, 1055, 1019,
992, 726, 692, 546 cm™'. (Espectro apresentado na figura 2, p. 48).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 3,86 (s, 3H; -OCHa); 5,26 (s, 2H; H-3); 7,22-
7,38 (m, 3H; H-4, H-5, H-7). (Espectro apresentado na figura 3, p. 49).

RMN de **C (75 MHz, CDCl;) & 55,7 (-OCHs); 69,5 (C-3); 107,4 (C-7); 122,8
(C-5); 123,0 (C-4); 126,9 (C-8); 138,8 (C-9); 160,5 (C-6); 171,2 (C-1). (Espectro

apresentado na figura 4, p. 50).
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2.2.2.2 - Sintese da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (2).

A um baldo bitubulado de 250 mL, contendo uma barra de agitagéo
magnética e sob atmosfera de nitrogénio, adicionaram-se o composto 1 (0,60
g; 3,65 mmol) juntamente com 30,0 mL de diclorometano anidro. A mistura
resultante foi mantida sob agitacdo e resfriada em banho de gelo por 40
minutos. Em seguida foi adicionado a essa mistura 11,0 mL de solu¢do 1,00
mol L' de BBr; em diclorometano gota a gota. Apds a adicdo, a mistura
reacional foi mantida sob agitagdo por 6 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram adicionados a mistura reagente 15,0 mL de agua
destilada e observou-se a formacdo de um precipitado branco. A mistura
resultante foi transferida para um funil de separacdo e a fase aquosa foi
extraida com acetato de etila (3 x 30,0 mL). Os extratos orgénicos foram
reunidos e a fase organica resultante foi seca com sulfato de sodio anidro,
filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O composto 2 foi obtido como um

sélido branco em 99% de rendimento (0,544 g; 3,63 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rr: 0,26 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Te 197,1 - 198,7 °C (Triiteratura: 198 - 200 °C, NUMATA, 1968).

IV (ATR) v max: 3215 (banda larga), 1722, 1599, 1505, 1449, 1227, 1193, 1055,

774,539 cm™. (Espectro apresentado na figura 5, p. 54).
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RMN de 'H (300 MHz, CD30D) &: 5,26 (s, 2H; H-3); 7,16-7,18 (m, 2H; H-7/H-5);
7,40 (d, 1H, J = 9,0 Hz; H-4). (Espectro apresentado na figura 6, p. 55).

RMN de '®C (75 MHz, CDs;0OD) & 70,1 (C-3); 109,6 (C-7); 122,7 (C-5); 123,2
(C-4); 126,5 (C-8); 138,3 (C-9); 158,6 (C-6); 172,5 (C-1). (Espectro apresentado

na figura 7, p. 56).

2.2.2.3 - Sintese do cinamato de 3-oxo-1,3-diidroisobenzofuran-5-ila (3).
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A um balédo de fundo redondo de 50 mL, foram adicionados 0,100 g de
6-hidroxiisobenzofuran(3H)-ona (2) (0,660 mmol), juntamente com 0,090 g
(0,600 mmol) de acido cinamico, 0,136 g (0,660 mmol) de DCC, 0,007 g (0,060
mmol) de DMAP e 6,00 mL de diclorometano. A mistura reagente permaneceu
sob agitacdo magnética por 5 horas a temperatura ambiente. Apds o término
da reacao, a mistura reacional foi filtrada e lavada com solugcao aquosa de 10%
m/v de acido citrico (2 x 8,00 mL), 6,00 mL de agua destilada e 12,0 mL de
solugdo saturada de NaCl. A fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x
10,0 mL). Os extratos organicos foram reunidos e a fase orgéanica resultante foi
seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida.
O material resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica-gel
utilizando-se como eluente hexano-acetato de etila (3:1 v/v). O composto 3 foi

obtido como um sélido branco em 82% de rendimento (0,138 g; 0,492 mmol).
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Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢: 0,30 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).

Te 171,9-172,4 °C.

IV (ATR) v max: 3074, 2928, 2852, 1755, 1725, 1633, 1577, 1481, 1451, 1158,
1138 cm™'. (Espectro apresentado na figura 8, p. 61).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 5,33 (s, 2H; H-3); 6,64 (d, 1H, J = 16 Hz; H-
2'); 7,43-7,72 (m, 8H; H-5",H-5', H-7, H-6", H-7’, H-6’, H-5, H-4); 7,90 (d, 1H, J
=16 Hz; H-3’). (Espectro apresentado na figura 9, p. 62).

RMN de "C (75 MHz, CDCls) & 69,5 (C-3); 116,3 (C-2); 118,8 (C-7); 123,1 (C-
5); 127,2 (C-4); 128,2 (C-8); 128,4 (C-5’, C-5”); 129,0 (C-6’, C-6"); 131,0 (C-7");
133,8 (C-4’); 143,6 (C-9); 147,6 (C-3’); 151,4 (C-6); 165,0 (C-1); 170,1 (C-1).

(Espectro apresentado na figura 10, p. 63).

2224 - Sintese do 2,3-dibromo-3-fenil propanoato de 3-oxo-1,3-

diidroisobenzofuran-5-ila (4).

A um balao de fundo redondo de 25 mL, foram adicionados 0,100 g do
composto 3 (0,356 mmol) e 6,00 mL de CCls. A esta mistura reacional foi
adicionada, gota a gota, uma solugédo de bromo dissolvido em CCls até o
surgimento permanente de uma coloragado avermelhada. A reagdo permaneceu

sob agitacdo por 4 horas a temperatura ambiente. O término da reagéo foi
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comprovado pelo consumo total do composto 3 verificado por CCD. Apds este
periodo foram adicionados 30,0 mL de solugdo de bicarbonato de sodio e a
fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 30,0 mL). Os extratos
organicos foram reunidos e a fase organica resultante foi seca com sulfato de
sodio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O material resultante
foi purificado por recristalizagéo, utilizando-se como solvente hexano-acetato
de etila (1:1 v/v). O composto 4 foi obtido como um sélido branco em 78% de

rendimento (0,122 g; 0,278 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R« 0,26 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).

Te. 148,7-149,5 °C.

IV (ATR) v max: 3002, 1753, 1622, 1483, 1450, 1309, 1255, 1218, 1113, 691,
599 cm™. (Espectro apresentado na figura 11, p. 66).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 5,07 (d, 1H, J = 12 Hz; H-2); 5,36 (s, 2H; H-
3); 5,46 (d, 1H, J = 12 Hz; H-3’); 7,39 - 7,79 (m, 8H; H-4, H-5, H-5, H-6", H-7’,
H-6”, H-5", H-7). (Espectro apresentado na figura 12, p. 67).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) &: 46,4 (C-3’); 50,4 (C-2'); 69,5 (C-3); 118,5 (C-
7); 123,4 (C-5); 127,4 (C-4); 127,5 (C-8); 128,0 (C-5, C-5”); 129,0 (C-6’, C-6");
129,7 (C-7’); 136,9 (C-4’); 144,4 (C-9); 150,8 (C-6); 166,1 (C-1); 169,8 (C-1).

(Espectro apresentado na figura 13, p. 68).
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2.2.2.5 - Sintese do 3-fenilpropanato de 3-oxo-1,3-diidroisobenzofuran-5-ila (5).
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A um baldo de fundo redondo de 25 mL, contendo uma barra de
agitacdo magnética foram adicionados 0,100 g (0,666 mmol) de 6-
hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (2), 0,091 g (0,600 mmol) de acido 3-
fenilpropandico (substancia 7 cuja preparacdo € descrita a seguir), 0,136 g
(0,666 mmol) de DCC e 0,007 g (0,060 mmol) de DMAP e 8,00 mL de
diclorometano. A mistura reacional permaneceu sob agitacdo por 4 horas a
temperatura ambiente. Apds o termino da reacado evidenciado via analise por
CCD, a mistura resultante foi filtrada e lavada com uma solu¢do aquosa 10%
m/v de acido citrico (2 x 8,00 mL), agua destilada (6,00 mL) e solugéo saturada
de NaCl (12,0 mL). Em seguida a fase aquosa foi extraida com acetato de etila
(3 x 20,0 mL). Os extratos organicos foram reunidos e a fase organica foi seca
com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O
material resultante foi purificado por recristalizacio utilizando-se como solvente
hexano e acetato de etila (1:1 v/v). O composto 5 foi obtido como um sdlido

branco em 82% de rendimento (0,139 g; 0,492 mmol).

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

Ts 118,7 - 119,9 °C.
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IV (ATR) v max: 3074, 3024, 2928, 2848, 1752, 1626, 1272, 1234, 1130, 723,
691 cm™. (Espectro apresentado na figura 1, p. 112, anexos).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 2,93 (t, 2H, J = 7,4 Hz; H-2); 3,09 (t, 2H, J =
7,2 Hz; H-3’); 5,30 (s, 2H; H-3); 7,23-7,58 (m, 8H; H-7, H-5’, H-6’, H-7’, H-6", H-
5”, H-5, H-4). (Espectro apresentado na figura 2, p. 113, anexos).

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 30,8 (C-3'), 35,8 (C-2'), 69,4 (C-3), 118,7 (C-
7), 123,0 (C-5), 126,6 (C-7°), 128,3 (C-5’, C-5"), 128,6 (C-6’, C-6”), 139,7 (C-4"),
143,6 (C-9), 151,2 (C-6), 170,0 (C-1), 171,0 (C-1’). (Espectro apresentado na

figura 3, p. 114).

2.2.2.6 - Sintese do acido 2,3-dibromo-3-fenilpropandico (6).

A um baldo de fundo redondo de 25 mL, contendo uma barra de
agitagdo magnética foram adicionados 0,100 g de acido cinamico (0,674 mmol)
e 8,00 mL de CCls. A esta mistura reacional foi adicionado gota a gota uma
solugcado de bromo dissolvido em CCl4 até o aparecimento permanente de uma
coloragdo avermelhada. A reacdo permaneceu sob agitacdo por 5 horas a
temperatura ambiente. O término da reagao foi observado pelo consumo total
do material de partida (acido cinamico), verificado por CCD. Em seguida
adicionou-se 30,0 mL de agua destilada e a fase aquosa foi extraida com
diclorometano (3 x 30,0 mL). Os extratos organicos foram reunidos e a fase

organica resultante foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada
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sob pressao reduzida. O composto 6 foi obtido como um sélido branco em 96%

de rendimento (0,200 g; 0,649 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢: 0,34 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Te: 195,5 - 197,4 °C (Tsiiteratura: 196 - 198 °C; BARNES e NETO, 1970).

IV (ATR) v max: 3300-2500 (banda larga), 1713, 1496, 1454, 1429, 1317, 1297,
910, 691, 599 cm™". (Espectro apresentado na figura 14, p. 71).

RMN de "H (300 MHz, CD30D) & 5,01 (d, 1H, J = 12 Hz; H-2); 5,37 (d, 1H, J =
12 Hz, H-3); 7,31 - 7,49 (m, 5H; H-5, H-6’, H-7, H-6, H-5). (Espectro
apresentado na figura 15, p. 72).

RMN de *C (75 MHz, CD,0D) &. 50,7 (C-2, C-3); 127,9 (C-5, C-5'); 128,4 (C-6,
C-6’); 128,8 (C-7); 138,2 (C-4); 169,5 (C-1). (Espectro apresentado na figura

16, p. 73).

2.2.2.7 - Sintese do acido 3-fenilpropandico (7).

A um baldo bitubulado de 50 mL contendo uma barra de agitagdo e sob
atmosfera de hidrogénio foram adicionados 0,300 g de acido cinamico (2,02
mmol) e 0,620 g de Pd/C, juntamente com 8,00 mL de etanol. A mistura
permaneceu sob agitagcao por 4 horas a temperatura ambiente. Decorrido esse

periodo, a analise da mistura por CCD comprovou que o material de partida
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havia sido completamente consumido. Posteriormente a mistura reacional foi
fitrada através de coluna cromatografica de silica-gel utilizando-se como
eluente uma mistura de hexano-acetato de etila (2:1 v/v) e concentrada sob
pressao reduzida. O composto 7 foi obtido como um sélido branco em 93% de

rendimento (0,284 g; 1,89 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢: 0,37 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Te. 43,3 - 44,0 °C (Ttiiteratura: 47 - 49 °C; HOLMES e LIGHTNER, 1995).

IV (ATR) v max: 3026 (banda larga), 2934, 1697, 1496, 1453, 1427, 1358, 1339,
1303, 1220, 1082, 701 cm™". (Espectro apresentado na figura 18, p. 76).

RMN de 'H (300 MHz, CD;0D) & 2,58 (t, 2H, J = 7,7 Hz; H-2); 2,90 (t, 2H, J =
7,7 Hz; H-3); 7,13 - 7,28 (m, 5H; H-5, H-6’, H-7, H-6, H-5). (Espectro
apresentado na figura 19, p. 77).

RMN de "*C (75 MHz, CD3;0D) &: 30,8 (C-3); 35,5 (C-2); 126,0 (C-7); 128,1 (C-
5, C-5'); 128,2 (C-6, C-6’); 140,9 (C-4); 175, 5 (C-1). (Espectro apresentado na

figura 20, p. 78).

2.2.2.8 - Sintese do acido 4-metoxibenzdico (8).

A um baldo de fundo redondo de 100 mL contendo uma barra de

agitacdo magnética foram adicionados 1,00 mL (8,22 mmol) de anisaldeido,
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60,0 mL de DMSO, 2,30 g (24,6 mmol) de NaCIO, dissolvido em 50,0 mL de
agua e 2,26 g (16,4 mmol) de NaH,PO4.H,0 dissolvido em 20,0 mL de agua. A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 24 horas a temperatura
ambiente. Apos o termino da reagao, foram adicionados 20,0 mL de agua
destilada. A fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 x 50,0 mL). Os
extratos orgénicos foram reunidos e a fase organica resultante foi seca com
sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada a presséo reduzida. O material
resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica-gel utilizando-se
como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila (2:1 v/v). O composto 8

foi obtido como um sdlido branco em 70% de rendimento (0,870 g; 5,71 mmol).

Caracteristica: sdlido branco.
CCD: R« 0,38 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Ts: 183,7 - 184,4 °C (Ttiiteratura: 186 - 188 °C, IRFAN et al., 2011).

IV (ATR) v max: 2983 (banda larga), 1686, 1603, 1577, 1516, 1299, 1262, 1167,
1106, 1026, 927, 845, 823 cm™. (Espectro apresentado na figura 4, p. 115,
anexos).

RMN de "H (300 MHz, CD;0D) & 3,84 (s, 3H; -OCHz); 6,97 (d, 2H, J = 9 Hz; H-
3, H-3’); 7,96 (d, 2H, J = 9 Hz; H-2, H-2’). (Espectro apresentado na figura 5, p.
116, anexos).

RMN de "*C (75 MHz, CDs0D ) & 54,5 (-OCHs); 113,2 (C-3, C-3’); 122,5 (C-1);
131,4 (C-2, C-2°); 163,6 (C-4); 168,4 (COOH). (Espectro apresentado na figura

6, p. 117, anexos).
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2.2.2.9 - Sintese da 5-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (9).

(9)

Em um tubo selado de 40 mL contendo uma barra de agitagao
magnética, foram adicionados acido 4-metoxibenzoéico (8) (0,100 g; 0,657
mmol) e Pd(OAc),; (0,017 g; 0,065 mmol), juntamente com KHCO; (0,349 g;
1,971 mmol) e 8,00 mL de dibromometano. A mistura reacional foi agitada a
temperatura ambiente por 30 minutos e posteriormente foi mantida sob
aquecimento a temperatura de 150 °C por 72 horas. Apds esse periodo, foi
observado através da analise por CCD que o acido 8 havia sido completamente
consumido. Em seguida essa mistura foi filtrada através de uma camada de
celite, lavada com acetato de etila e concentrada sob pressao reduzida. O
material resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
utilizando-se como eluente uma mistura de hexano-acetato de etila (2:1 v/v). O
composto 9 foi obtido como um sélido amarelo em 36% de rendimento (0,039

g; 0,237 mmol).

Caracteristica: sélido amarelo.
CCD: Rr: 0,39 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Ts: 110 - 111 °C (Tsiiteratura: 116-118 °C; LAROCK e FELLOWS, 1982).

IV (ATR) v max: 3030, 2976, 2834, 1751, 1606, 1492, 1454, 1271, 1214, 1185,

1151, 772 cm™. (Espectro apresentado na figura 7, p. 118, anexos).
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RMN de "H (300 MHz, CDCI;) & 3,89 (s, 3H; -OCHs); 5,24 (s, 2H; H-3); 6,91 (s,
1H; H-4); 7,02 (dd, 1H, J=8,5e J = 2,1 Hz; H-6); 7,80 (d, 1H, J = 8,4 Hz; H-7).
(Espectro apresentado na figura 8, p. 119, anexos).

RMN de 'C (75 MHz, CDCl3 ) & 56,0 (-OCHs); 69,3 (C-3); 106,1 (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). (Espectro

apresentado na figura 9, p. 120, anexos).

Durante o processo de purificacdo do composto 9, uma segunda
substancia também foi isolada e correspondeu ao diéster bis-(4-
metoxibenzoato) de metileno (10). O diéster foi obtido como um sélido branco,

em 55% de rendimento (0,160 g; 0,975 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rr: 0,57 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Ts: 110,9 - 111,6 °C (Ttiiteratura: 112 - 113 °C; HOLMBERG e HANSEN, 1975).

IV (ATR) v max: 3078, 3030, 2988, 2934, 2838, 1731, 1606, 1511, 1450, 1258,
1170, 1151, 1110, 985, 846, 769, 701, 611 cm™. (Espectro apresentado na

figura 21, p. 82).
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RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 3,85 (s, 6H; -OCHs); 6,20 (s, 2H; -OCH,0-);
6,92 (d, 4H, J = 9 Hz; H-3 e H-5); 8,04 (d, 4H, J = 9 Hz; H-2 e H-6). (Espectro
apresentado na figura 22, p. 83).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl; ) & 55,4 (-OCH3); 79,6 (-OCH,0-); 113,6 (C-3, C-
5); 121,2 (C-1); 132,1 (C-2, C-6); 163,8 (C-4); 164,9 (-CO-). (Espectro

apresentado na figura 23, p. 84).

2.2.2.10 - Sintese da 5-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (11).

- O
8 N1
HO 9
5 4 3

(11)

A um baldo bitubulado de 50,0 mL, contendo uma barra de agitagéo
magnética e sob atmosfera de nitrogénio foi adicionado 0,350 g (2,13 mmol) de
5-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (9) juntamente com 150 mL de
diclorometano anidro. A mistura resultante foi mantida sob agitagao e resfriada
em banho de gelo por 40 minutos. Em seguida foi adicionado a essa mistura
12,0 mL de solugado 1,00 mol L™ de BBr; em diclorometano gota a gota. Apos a
adicdo, a mistura reacional foi mantida sob agitagdo por 6 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, foram adicionados a mistura reagente 15,0 mL de
agua destilada e observou-se a formagéo de um precipitado branco. A mistura
resultante foi transferida para um funil de separacdo e a fase aquosa foi
extraida com acetato de etila (3 x 25,0 mL). Os extratos orgénicos foram
reunidos e a fase organica resultante foi seca com sulfato de magnésio anidro,
fitrada e concentrada sob pressao reduzida. O composto 11 foi obtido como

um solido amarelo em 98% de rendimento (0,319 g; 2,126 mmol).
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Caracteristica: sélido amarelo.
CCD: R« 0,28 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tr. 226,0 - 227,9 °C (Tsiiteratura: 223 - 224 °C; LAROCK e FELLOWS, 1982).

IV (ATR) v max: 3271 (banda larga), 1721,1604, 1489, 1468, 1433, 1273, 936
cm™. (Espectro apresentado na figura 10, p. 121, anexos).

RMN de 'H (300 MHz, CD3OH) & 5,25 (s, 2H; H-3); 6,90-6,95 (m, 2H; H-4, H-
6); 7,66 (d, 1H, J = 9,0 Hz; H-7). (Espectro apresentado na figura 11, p. 122,
anexos).

RMN de "C (75 MHz, CD;0H ) & 71,2 (C-3), 110,8 (C-6), 123,9 (C-4), 1244
(C-7),127,7 (C-9), 139,4 (C-8), 159,7 (C-5), 173,6 (C-1). (Espectro apresentado

na figura 12, p. 123, anexos).

2.2.2.11 - Sintese do cinamato de fenila (12).

10
O 9 11
5 3 8
NN
6 4 0 10
2
7 5
6
(12)

A um baldo de fundo redondo de 50 mL, contendo uma barra de
agitacdo magnética foram adicionados 0,258 g (2,75 mmol) de fenol, 0,370 g
(2,50 mmol) de acido cinamico, 0,567 g (2,75 mmol) de DCC e 0,030 g (0,250
mmol) de DMAP e 12,0 mL de diclorometano. A mistura reacional permaneceu
sob agitacdo por 6 horas a temperatura ambiente. Apds o término da reagéo

(determinado via analise por CCD) a mistura resultante foi filtrada e lavada com
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uma solugdo aquosa de 10% m/v de acido citrico (2 x 6,00 mL), agua destilada
(5,00 mL) e solugao saturada de NaCl (10,0 mL). Em seguida a fase aquosa foi
extraida com acetato de etila (3 x 15,0 mL). Os extratos orgénicos foram
reunidos e a fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. O material resultante foi purificado por
recristalizacdo utilizando-se como solvente etanol. O composto 12 foi obtido

como um solido branco em 82% de rendimento (0,460 g; 2,05 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R 0,56 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Ts: 73,9 - 75,3 °C (Ttiiteratura: 73,5 - 75,5 °C; SOVA et al., 2006).

IV (ATR) v max: 3058, 1727, 1637, 1588, 1484, 1449, 1204, 1145, 910 cm™.
(Espectro apresentado na figura 13, p. 124, anexos).

RMN de "H (300 MHz, CDs;OD) & 6,73 (d, 2H, J = 16 Hz; H-2); 7,14-7,68 (m.
10H; H-5, H-6, H-7, H-6’ H-5’, H-9, H-10, H-11, H-10", H-9’); 7,87 (d, 2H, J = 16
Hz; H-3). (Espectro apresentado na figura 14, p. 125, anexos).

RMN de *C (75 MHz, CD;0D)s: 116,8 (C-2), 121,3 (C-9, C-9'), 125,4 (C-11),
128,0 (C-5, C-5"), 128,6 (C-6, C-6), 129,0 (C-7), 130, 4 (C-10, C-10’), 134,1 (C-
4), 146,5 (C-3), 150,9 (C-8), 165,5 (C-1). (Espectro apresentado na figura 15, p.

126, anexos).

2.2.2.12 - Sintese do 2,3-dibromofenilpropanoato de fenila (13).
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(13)

A um balao de fundo redondo de 25 mL, foram adicionados 0,100 g do
composto 12 (0,445 mmol) e 6,00 ml de CCls. A esta mistura reacional foi
adicionada, gota a gota, uma solugdo de bromo dissolvido em CCl, até o
surgimento permanente de uma coloragao avermelhada. A reagdo permaneceu
sob agitacdo magnética a 40 °C por 8 horas. O término da reacgao foi
determinado pelo consumo total do composto 12 verificado via analise por
CCD. Apés este periodo foram adicionados 15,0 mL de solugéo saturada de
bicarbonato de sédio e a fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 20,0
mL). Os extratos organicos foram reunidos e a fase organica resultante foi seca
com sulfato de magnésio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida.
O composto 13 foi obtido como um sdlido branco em 86% de rendimento

(0,141 g; 0,367 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R+ 0,86 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).
Te 120,9 - 122,7 °C (Tt iiteratura: 122 - 123 °C; UMAYORUBHAGAN e PILLAI,

1994).

IV (KBr) vmax: 3010, 1764, 1626, 1576, 1494, 1265, 1196, 695, 602 cm™.

(Espectro apresentado na figura 16, p. 127, anexos).



RMN de 'H (300 MHz, CDCls/ CDsOD) & 5,01 (d, 1H, J = 12 Hz; H-2); 5,41 (d,
1H, J = 12 Hz; H-3); 7,43-7,15 (m, 10H; H-5, H-6, H-7, H-6’, H-5’, H-9, H-10, H-
11, H-10’, H-9’). (Espectro apresentado na figura 17, p. 128, anexos).

RMN de "*C (75 MHz, CDCIs/ CDsOD) & 46,7 (C-3); 50,5 (C-2); 120,9 (C-9, C-
9’); 126,5 (C-11), 128,0 (C-5, C-5’); 128,9 (C-6, C-6’); 129,4 (C-7); 129,5 (C-10,
C-10°); 137,2 (C-4); 150,2 (C-8); 166,4 (C-1). (Espectro apresentado na figura

18, p. 129, anexos).

2.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
Os compostos 1-5 foram sintetizados de acordo com a rota sintética
apresentada no Esquema 2.

o O 1.BBr;, CH,Cl, HO o
H3CO©)LOH HCI, HCHO H,CO o MO o Cifo

CH3COOH, 90 °C 0°C *= ta.
(1)* (80%) (2)* (99%)

Oy 0
\Cd - ©/MO Bry, CCly W
DCC, DMAP CH,Cl, ta.

(3) = (82%) (4)> (78%)

o}
DCC, DMAP, WOH
CH,Cl, (7)

(8) > (82%)

Esquema 2 - Reacgdes envolvidas na preparacdo dos compostos 1-5.

Assim, a reacdo de orto-alquilagdo do acido 3-metoxibenzéico deu

origem a isobenzofuran-1(3H)-ona 1. O tratamento do composto 1 com BBr3
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levou a formacéo do derivado hidroxilado 2. A reacao de acoplamento entre a
6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (2) e o acido cinamico, na presenca de
dicicloexilcarbodiimida (DCC) e N,N-dimetilaminopiridina (DMAP), resultou na
obtencdo do éster 3. Este éster, por sua vez, foi submetido a uma reacéo de
bromagdo dando origem ao derivado 4. A obtencéo do éster 5 foi possivel via
reacdo de 2 com acido 3-fenilpropandico (7), na presenca de
dicicloexilcarbodiimida (DCC) e N,N-dimetilaminopiridina (DMAP). Uma vez
sintetizadas, todas essas substancias foram caracterizadas via espectroscopia
de RMN e no IV e determinacdo de suas temperaturas de fusdo. Os dados
experimentais que caracterizam os compostos 1-5 estdo descritos na segéo
2.2.2 (p. 28 a 34).

De acordo com a rota sintética mostrada anteriormente no Esquema 2
(p. 45), a primeira etapa da sintese envolveu a reacao de orto-alquilagdo do
acido 3-metoxibenzdico com o acido cloridrico e uma solucdo aquosa de
formaldeido 37% (m/v) na presenga de acido acético, resultando na obtencgéo
da 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (1) como um sélido branco com 80% de
rendimento. A formacao dessa isobenzofuran-1(3H)-ona 1 a partir do acido
carboxilico pode ser racionalizada considerando-se o0 processo de
clorometilagcdo do acido carboxilico (CLAYDEN et al., 2001a) seguido da
reagao intramolecular entre o grupo carboxila e o grupo clorometila, conforme

mostrado no Esquema 3.
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Esquema 3 - Proposta mecanistica para a obtencao da isobenzofuran-(3H)-ona

1.

No espectro de IV do composto 1 (Figura 2, p. 49) foi observada uma
banda forte em 1754 cm™ correspondente ao estiramento do grupo carbonila
enquanto que banda em 3481 cm™ corresponde & harménica da mesma. As
bandas em 2954 e 2849 cm™ foram atribuidas aos estiramentos assimétrico e
simétrico de ligagado C-H para carbonos com hibridizagéo sp®. A banda intensa
em 1277 cm™ foi atribuida ao estiramento da ligacdo C-O, enquanto que
aquelas observadas em 1620 e 3086 cm™ foram atribuidas aos estiramentos
das ligacbes C=C e =CH de anel aromatico, respectivamente.

No espectro de RMN de 'H do composto 1 (Figura 3, p. 50), o simpleto
observado em o4 3,86 foi atribuido aos atomos de hidrogénios do grupo

metoxila (-OCHj3). O simpleto em 64 5,26 corresponde ao sinal referente aos

dois hidrogénios metilénicos (H-3). Ja o multipleto observado em o6H 7,22-7,38 e

integrado para trés atomos de hidrogénio foi atribuido aos hidrogénios

aromaticos (H-4, H-5 e H-7) presentes na estrutura de 1.
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No espectro de RMN de "*C (Figura 4, p. 51) observa-se o sinal em &
55,7 correspondente ao grupo metoxila (-OCHs3) e o sinal em oc 69,5 foi
associado ao carbono metilénico (C-3). Os sinais para cinco dos carbonos
aromaticos foram observados em oc 107,4 (C-7), 122,8 (C-5), 123,0 (C-4),
126,9 (C-8) e 138,8 (C-9). O sinal em oc 160,5 corresponde ao atomo de
carbono do anel aromatico ligado diretamente ao grupo metoxila (C-6)
enquanto que o sinal em oc 171,2 foi atribuido ao atomo de carbono carbonilico

(C-1).
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Figura 2 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 1.
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Figura 4 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCI3) do composto 1.
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Uma vez sintetizada, a isobenzofuran-1(3H)-ona 1 foi tratada com BBrsj,
resultando na formacéo da substancia 2 como um soélido branco com 99% de
rendimento. Cabe salientar que a desmetilagdo mediada por BBr; (tribrometo
de boro) consiste em uma metodologia bastante eficaz e é amplamente
utilizada para promover a clivagem de éteres (PASQUINI, et al., 2012). No
Esquema 4 esta apresentada uma proposta mecanistica para o processo de
desmetilacdio do composto 1 resultando na formagcdo da 6-

hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (2) (CLAYDEN et al., 2001b).

BBr3 E/Br Br~__Br
Ny

CE%O* 7@8? MCE@

Br\IIB Br~ /Br
T @) —>
CH3Br

Esquema 4 - Proposta mecanistica para a obtencio da 6-hidroxiisobenzofuran-
1(3H)-ona (2).

Analisando o espectro no infravermelho do composto 2 (Figura 5, p. 55)
observa-se a presenca de uma banda larga em 3215 cm’’ correspondente ao
estiramento do grupo OH. A presencga dessa banda larga correspondeu a uma
evidéncia de que a reacido de desmetilacdo foi bem sucedida, indicando assim
que o composto 2 havia sido obtido com sucesso. A banda forte em 1722 cm’™”

corresponde ao estiramento da ligagdo C=0 de éster. E as bandas em 1599 e

52



1505 cm™ foram atribuidas aos estiramentos da ligagdo C=C de anel
aromatico.

No espectro de RMN de "H do composto 2 (Figura 6, p. 56) o sinal para
os atomos de hidrogénio ligados diretamente ao carbono sp3 foram observados
como um simpleto, integrado para dois hidrogénios em o4 5,26. O multipleto
observado em &4 7,16-7,18, integrado para dois hidrogénios, foi atribuido aos
hidrogénios (H-7 e H-5). O dupleto em &1 7,40 (um hidrogénio) foi atribuido ao
atomo H-4. Os hidrogénios H-7 e H-5 encontram-se mais blindados do que o
atomo H-4 devido a presenca do grupo hidroxila ligado ao carbono vizinho a
esses hidrogénios. Esse grupo OH, devido a deslocalizagdo de elétrons,
provoca um aumento na densidade eletrbnica nos atomos de carbono C-5 e C-
7 resultando numa maior blindagem dos hidrogénios ligados a esses carbonos.

Com relagdo ao espectro de RMN de "*C do composto 2 (Figura 7, p.
57), observa-se o sinal do grupo carbonila em 6c 172,5. O sinal em oc 70,1
corresponde ao carbono sp®. O sinal em & 158,6 foi atribuido ao carbono
aromatico ligado diretamente ao grupo hidroxila (C-6). Os demais sinais
observados no espectro estdo relacionados aos carbonos aromaticos restantes
em &¢ 109,6 (C-7), 122,7 (C-5), 123,2 (C-4), 126,5 (C-8), 138,3 (C-9).

Cabe destacar que os dados das espectroscopias de RMN de 'H e *C
obtidos neste trabalho para o composto 2 estdo em completo acordo com
dados descritos na literatura. Nas Tabelas 1 e 2 (p. 54) sdo apresentados os
dados espectroscopicos de RMN determinados experimentalmente neste
trabalho em comparacdo com os dados descritos na literatura por TEIXEIRA e

colaboradores (2014).
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Tabela 1 - Comparagao entre os dados de RMN de 'H (300 MHz, CD;0D) do

composto 2 obtidos neste trabalho e os dados descritos na literatura

Atribuicdo ¢ d* J J* Mult. Mult*

H-3 526 525 - - s s ;7 P
HOE A8 A 4

H-7 718 718 - - m m @:/foz

H-5 716 745 - - m m YRR

H-4 740 739 90 90 d d

*Valores descritos na literatura (TEIXEIRA et al., 2014): RMN de "H (300 MHz,

MeOH-ds).

Tabela 2 - Comparacéo entre os dados de RMN de *C (75 MHz, CDs0D) do

composto 2 obtidos neste trabalho e os dados descritos na literatura

Atribuicao ) O
C-1 172,5 172,5
C-3 70,1 70,1
C-4 123,2 123,3
C-5 122,7 122,8
C-6 158,6 158,6
C-7 109,6 109,7
C-8 126,5 126,6
C-9 138,3 138,8

*Valores descritos na literatura (TEIXEIRA et al., 2014): RMN de "*C (75 MHz,

MGOH-d4).
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A reacéo utilizada para a obtengdo dos compostos 3 e 5 (esquema 2, p.
45) consistiu na esterificagdo entre um composto fendlico e um acido
carboxilico. Entre os varios métodos descritos na literatura para este tipo de
reacao, optou-se em utilizar neste trabalho a esterificagdo de Steglich. Esta
metodologia foi descrita primeiramente por Wolfgang Steglich em 1978
(PASSO, 2012) e consiste em uma adaptagdo do método de obtencédo de
amidas utilizando DCC. A esterificacdo de Steglich utiliza como reagente de
acoplamento a  N,N-dicicloexilcarbodiimida (DCC) e a 4-N,N-
dimetilaminopiridina como catalisador (ZWEIFEL e NANTZ, 2007). Esta reagao
ocorre geralmente em temperatura ambiente e utiliza diclorometano como
solvente. Outro reagente de acoplamento que também ¢é comumente
empregado na esterificagdo de Steglich é a diisopropilcarbodiimida (DIC).

A aplicagao da esterificagdo de Steglich permitiu a sintese dos derivados
do acido cindmico contendo nucleos isobenzofuranonas 3 e 5 em condicdes
suaves e em bons rendimentos. A substéncia 3 foi obtida como um sdlido
branco em 82% de rendimento apds purificagdo em coluna de silica gel. O
composto foi resultante do acoplamento entre o acido cindmico e a
isobenzofuranona 2 na presenga de DCC. O Esquema 5 (p. 59) contém uma
proposta mecanistica que explica a obtengéo de 3 via esterificacao de Steglich.
Conforme pode ser observado, o agente de acoplamento torna o grupo
hidroxila da fungdo acido carboxilico um bom grupo abandonador, permitindo

sua substituicao.
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Esquema 5 - Proposta mecanistica para a formagao do composto 3.

As bandas intensas observadas em 1755 e 1725 cm™ no espectro no IV
do composto 3 (Figura 8, p. 62) foram atribuidas a presenga dos grupos
carbonila na estrutura de 3. A banda de absorgdo em 3074 cm™ foi atribuida ao
estiramento da ligagdo Cy,°-H de anel aromatico. As bandas em 1633, 1577,
1481 e 1451 cm™ foram atribuidas as vibragdes de estiramento das ligacdes
C=C de anel aromatico. E por fim, a banda em 2928 cm™ foi relacionada ao
estiramento da ligacdo C-H de carbono com hibridizagao sp3 enquanto que a

banda em 1138 cm™ corresponde ao estiramento da ligagdo O-C-C.
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No espectro de RMN de "H do composto 3 (Figura 9, p. 63) observou-se
um sinal em 6H 5,33 na forma de um simpleto integrado para dois hidrogénios
correspondente aos atomos de hidrogénios ligados ao carbono sp3. Um dupleto
em OH 6,64 integrado para um hidrogénio, referente ao atomo H-2' cuja
constante de acoplamento apresentou valor igual a 16 Hz. Esse valor de
constante de acoplamento é caracteristico para atomos de hidrogénio numa
relacéo frans em uma ligagdo dupla, confirmando assim a sua estereoquimica
(PAIVA et al, 2010). Observa-se ainda outro dupleto em oc 7,90
correspondente ao hidrogénio H-3’ também integrado para um hidrogénio e
com constante de acoplamento Jians = 16 Hz.

O hidrogénio H-3’ apresenta um valor deslocamento quimico maior em
relacdo a H-2’ devido a deslocalizagdo de elétrons da ligagdo dupla com o
grupo carbonila. Esse efeito eletronico leva a uma diminuigdo da densidade

eletrénica no atomo C-3’, desblindando mais o hidrogénio H-3’ em relagéo a H-
2’. O multipleto em o&c 7,43-7,72 foi atribuido aos oito atomos de hidrogénio
aromaticos.

No espectro de RMN de C (Figura 10, p. 64) observamos os sinais
correspondentes aos carbonos carbonilicos em 6c 170,2 (C-1) e 6¢c 165,0 (C-1).
O deslocamento quimico atribuido a C-1 é similar aos valores dos
deslocamentos quimicos dos grupos carbonila dos compostos 1 e 2. O sinal
em & 69,5 foi atribuido ao carbono com hibridizagdo sp’. Os demais sinais
correspondem aos carbonos aromaticos 143,6 (C-9), 127,2 (C-4), 123,1 (C-5),
151,4 (C-6), 118,8 (C-7), 128,2 (C-8), 133,8 (C-4’), 128,4 (C-5 e C-57), 129,0

(C-6’ e C-6”), 131,0 (C-7).

60



Conforme comentado anteriormente, o composto 5 também foi
preparado a partir da reacdo de Steglich entre o acido 3-fenilpropandico (7)
(vide sintese descrita adiante) e a isobenzofuranona 2 (Esquema 2, p. 45). Os
espectros no IV, de RMN de 'H e de *C apresentam muitas semelhancas com
os correspondentes espectros da substancia 3. Deste modo, ndo sera feita
uma discussado detalhada dos dados espectroscépicos que foram utilizados
para a caracterizacao do éster 5. Os espectros referentes ao composto 5 sao
apresentados no anexo (p. 113-115) e a descricdo dos dados espectroscopicos

€ apresentada na secédo 2.2.2 (p. 34).
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No Esquema 6, encontram representada as etapas envolvidas no
processo de adicdo de Br, a um alceno. Essa reagao corresponde a uma
adicao anti com o envolvimento de um ion broménio ciclico como intermediario
(SOLOMONS e FRYHLE, 2012). O composto 4 foi obtido como um sdlido
branco com 78% de rendimento a partir da reagdo de bromagao do composto 3

(Esquema 2, p. 45) numa reagdo que pode ser racionalizada segundo este

mecanismo.
////, \\\\\\ \E:‘. S\\\\
c=C c—Cc—=* Br
.. :Br:
‘Br: +
Py
:I?:_r:
\é:: @“ \E:: /Br
c—Cc—* . Br —> c—C
\ / .i3'r/ “y
:Br:
+

Fonte: Solomons e Fryhle, 2012.

Esquema 6 - Adicdo de bromo a um alceno.

A banda intensa observada no espectro no infravermelho do composto 4
(Figura 11, p. 67) em 1753 cm™ corresponde ao estiramento do grupo
carbonila. As bandas em 1622, 1483 e 1450 cm™ foram atribuidas aos
estiramentos da ligagdo C=C de anel aromatico enquanto que aquela
observada em 3002 cm™ corresponde ao estiramento da ligacdo =CH também

de anel aromatico. A banda em aproximadamente 1218 cm™ foi relacionada ao
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estiramento das ligagdes C-O. Os estiramentos das ligagées C-Br resultam em
bandas de absorcéo que foram observados em 692 cm™ e 599 cm™.

O espectro de RMN do 'H do composto 4 (Figura 12, p. 68) apresenta
um simpleto em &y 5,36 correspondente aos hidrogénios ligados diretamente
ao carbono metilénico sp® (H-3). Os sinais dos hidrogénios H-2’ e H-3’ foram
observados como dois dupletos em o4 5,07 e 5,46, sendo cada um deles
integrado para um hidrogénio respectivamente e apresentando valores de
constantes de acoplamento J = 12 Hz. Os demais sinais observados em &y
7,39-7,79 foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos, (H-7, H-4, H-5, H-5’, H-
6’, H-7’, H-6"e H-5").

No espectro de RMN de C (Figura 13, p. 69) os sinais dos carbonos
ligados diretamente aos atomos de bromo foram observados em & 46,4 (C-3’)
e oc 50,4 (C-2). Os sinais em &c 166,1 (C-1') e o&c 169,8 (C-1) foram atribuidos
aos carbonos carbonilicos. Ja o sinal para o carbono metilénico aparece em o&c
69,5 (C-3). Os demais sinais correspondem aos carbonos dos anéis aromaticos
1444 (C-9), 127,4 (C-4), 123,4 (C-5), 150,8 (C-6), 118,5 (C-7), 127,5 (C-8),

136,9 (C-4’), 128,0 (C-5’, C-5), 129,0 (C-6’, C-6), 129,7 (C-7’).
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Conforme descrito na literatura, o acido cinamico e seus derivados sao
substancias com amplo espectro de bioatividades, fato este que pode ser
comprovado com base nos varios exemplos apresentados no Capitulo 1 desta
dissertacdo. Nesse sentido, foram preparados os derivados 6 e 7 com 96% e
93% de rendimentos, respectivamente, de modo que fosse possivel comparar
as bioatividades de derivados do acido cindamico contendo nucleos
isobenzofuranona com as bioatividades de derivados que ndo possuam essa

unidade estrutural.

Br O 0 Q
OH Brz, CC|4 \ OH H2 OH
Br Pd/C
(7) > 93%

(6) * 96%

Esquema 7 - Rota sintética empregada na preparagado dos compostos 6 e 7.

No espectro no infravermelho do composto 6 (Figura 14, p. 72) observa-
se uma banda larga sobreposta por volta de 3300-2500 atribuida ao
estiramento da ligagcdo OH da fung¢ao acido carboxilico. As bandas em 691 e
559 cm™' foram atribuidas ao estiramento da ligacdo C-Br (faixa geral). Essa
informacao forneceu evidéncia de que a bromagao do acido cindmico havia
ocorrido com sucesso. As bandas observadas em 1496, 1454 e 1429 cm™
foram atribuidas aos estiramentos da ligagdo C=C de anel aromatico enquanto
que a banda intensa em 1713 cm™ refere-se ao estiramento do grupo
carbonila.

No espectro de RMN de 'H (Figura 15, p. 73) os dupletos em &y 5,01 e

oy 5,37, integrado cada um para um hidrogénio e apresentando J = 12 Hz,
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foram associados aos hidrogénios H-2 e H-3, respectivamente. O multipleto em
oy 7,31-7,49, integrado para 5 atomos de hidrogénios, corresponde aos
hidrogénios aromaticos.

O sinal do grupo carbonila do composto 6 foi observado em &¢ 169,5 no
espectro de RMN de "*C (Figura 16, p. 74). Os sinais para os carbonos ligados
diretamente aos dois atomos de bromos encontram-se sobrepostos em ¢ 50,7
(degenerescéncia acidental). Os sinais para os outros carbonos aromaticos
foram observados em o¢ 138,2 (C-4), 128,8 (C-7), 128,4 (C-6, C-6’) e 127,9 (C-
5, C-5).

De acordo com a literatura e apresentado na Figura 17 (p. 75), a
primeira etapa do processo de hidrogenagdo de um alceno, catalisado por
paladio, refere-se a adsor¢gdo do hidrogénio a superficie do catalisador
metalico. Em seguida a ligagdo H-H €& quebrada e substituida por duas novas
ligacdes fracas metal-hidrogénio. Posteriormente, a colisdo do alceno com a
superficie do catalisador vizinho ao hidrogénio adsorvido causa adsorgéo do
mesmo provocando a quebra da ligacdo dupla do alceno e formando
eventualmente duas novas ligagdes carbono-metal. Numa etapa subsequente
ocorre a transferéncia dos atomos de hidrogénio aos carbonos que faziam
parte da ligacdo C=C sendo essa a etapa determinante da velocidade do
processo de hidrogenagao. Apos essa etapa de transferéncia dos atomos de
hidrogénio, ocorre a liberagdo do alcano a partir da superficie metélica. O
processo de adigdo ocorre de maneira sin, pois embora os atomos de
hidrogénios nédo sejam transferidos simultaneamente, os mesmos adicionam-se

a mesma face da ligacéo dupla (DIAS, et al., 2012).
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Figura 17 - Etapas envolvidas no processo de hidrogenacdo de um alceno

catalisado por paladio.

A hidrogenacdo do acido cinamico catalisada por Pd/C resultou na
obtencgao do derivado 7 (Esquema 7, p. 70). A banda larga observada em 3026
cm™ no espectro de infravermelho de 7 (Figura 18, p. 77) indicou a presencga do
grupo hidroxila da fungédo acido carboxilico. Ja a banda intensa em 1697 cm™
foi atribuida ao grupo carbonila. As bandas em 1496, 1453 e 1427 cm’

correspondem aos estiramentos da ligacdo C=C de anel aromatico enquanto
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que a banda em 2934 cm™ foi atribuida ao estiramento assimétrico da ligacéo
C-H dos grupos CH..

No espectro de RMN de 'H do composto 7 (Figura 19, p. 78) foram
observados sinais para os atomos de hidrogénios aromaticos em &y 7,28-7,13
(H-5, H-6, H-7, H-6’, H-5") como um multipleto. O tripleto em 6y 2,58 (J = 7,8
Hz) e integrado para dois hidrogénios, foi atribuido ao atomo de hidrogénio H-2.
Observa-se ainda nesse mesmo espectro outro tripleto em 642,90 (J = 7,7 Hz),
também integrado para dois hidrogénios e atribuido ao atomo de hidrogénio H-
3.

No espectro de RMN de "*C do composto 7 (Figura 20, p. 79) observou-

se o sinal em &¢ 175,5 referente ao grupo carbonila do acido carboxilico. Os
sinais para os atomos de carbono de anel aromatico encontram-se 6¢ 140,9 (C-
4), 128,2 (C-6,C-6’), 128,1 (C-5,C-5) e 126,0 (C-7). Os demais sinais
correspondem aos atomos de carbono C-2/C-3 com hibridizagdo sp®,
observados no espectro em 5¢ 35,5 e 30,8 respectivamente.

Em vista da similaridade existente entre os espectros no IV e de RMN de
'H e *C dos compostos 9 e 11 (Esquema 8, p. 80) com os respectivos 1 e 2
(Esquema 2, p. 45), ndo sera feita uma discussdo minuciosa dos dados
espectroscopicos que foram utilizados para caracteriza-los. Os espectros
referentes ao composto 9 e 11 sdo apresentados nos anexos (figuras 7-12, p.
119-124) e a descricdo dos dados espectroscopicos € apresentada na segao

2.2.2 (p. 39 e 41).
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No Esquema 8 esta representada a rota sintética empregada para a
sintese da 5-hidréxiisobenzofuran-1(3H)-ona (11). Assim, a oxidagdo do
anisaldeido com clorito de sddio resultou na formagdo do acido 4-metoxi
benzoico (8) com bom rendimento (70%). A descricdo dos dados
espectroscopicos de 8 é apresentada na segao 2.2.2 (p. 37) e os espectros
utilizados na caracterizagao desta substancia estdo nos Anexos (p. 116 a 118).

Subsequentemente, a reacdo de orto-alquilagdo, catalisada por
Pd(OAc),, entre o acido 4-metoxibenzoico (8) e o dibromometano (CH2Bry)
forneceu a isobenzofuranona metoxilada (9) (ZHANG et al., 2009). Durante o
processo de purificacdo de 9, o composto bis-(4-metoxibenzoato) de metileno
(10) também foi isolado, (Esquema 8). Considerando as condigdes da reacao
utilizadas para a sintese da substancia 9, o diéster 10 resultou do processo de
substituigdo nucleofilica bimolecular entre dibromometano (CH2Br;) e o
carboxilato do acido 4-metoxibenzdico 8. O diéster 10 foi obtido como um
sélido branco em 55% de rendimento apods purificagdo em coluna de silica gel.

A desmetilagao de 9 com BBr3 resultou em 11.

o] o 0 o]
O)LH NaClO, DMSO /@)‘\oH Pd(OAc), CHyBrp o 1:BBra, CHyCl
3 > (0]
HeCO NaH,PO4.H,0  Hyco KHCO3, 150 °C HsCO 2. H,0 Ho
(8)*70% Tubo selado (9)*> 36%

(1) 98%

(0] (0]
O)L °A°*©
HsCO (10)> 55% OCH3

Esquema 8 - Rota sintética para a sintese do composto 11.

Com respeito ao diéster 10, no espectro no infravermelho (Figura 21, p.
83) foi observada uma banda intensa em 1731 cm™ correspondente ao grupo

carbonila. A banda em 1258 cm™ foi atribuida ao estiramento da ligagdo C-O.
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As bandas em 1606, 1511, 1450 cm™ foram associadas aos estiramentos das
ligagdes C=C do anel aromatico. As bandas em 2838 e 2934 cm™ foram
atribuidas aos estiramentos simétrico e assimétrico da ligacdo CH do carbono
sp3. E as bandas em 3078, 3030 e 2988 cm™ correspondem aos estiramentos
da ligagado =CH de anel aromatico.

No espectro de RMN de 'H do diéster 10 (Figura 22, p. 84), o sinal
correspondente aos hidrogénios dos grupos metoxila foram observados como
um simpleto em &1 3,85 e integrado para seis hidrogénios. O simpleto em oH
6,20 e integrado para dois atomos de hidrogénio, foi atribuido aos atomos de
hidrogénio do grupo metileno (-OCH»0-). E os demais sinais em 6,92 (d, 4H, J
= 9,0 Hz; H-3, H-5); e 8,04 (d, 4H, J = 9,0 Hz; H-2, H-6), correspondem a um

padrao caracteristico de anéis aromaticos com substituintes numa relagao orto.

No espectro de RMN de "*C do composto 10 (Figura 23, p. 85), o sinal
referente aos grupos carbonila (CO) foi observado em 6c 164,9, enquanto que o
sinal para o carbono metilénico (-OCH,0-) foi observado em 6c 79,6. O sinal
para os grupos metoxila foi observado em ¢ 55,4. E os sinais correspondentes

aos carbonos aromaticos foram atribuidos em &6¢ 113, 6 (C-3, C-5); 121, 2 (C-

1); 132,1 (C-2, C-6); 163, 8 (C-4).

Por razbées nao compreendidas, a tentativa de acoplamento da
substancia 11 com o acido cindmico, via reagdo de Steglish, mostrou-se
infrutifera. A analise da mistura reacional via CCD evidenciou a formacao de
uma mistura bastante complexa a partir da qual ndo seria possivel qualquer

tentativa de purificacdo de substancias.
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Tendo como objetivo comparar a atividade de derivados do acido
cindmico contendo apenas anéis de benzeno com aqueles derivados contendo
nucleos isobenzofuranonas, foi realizada a sintese dos compostos 12 e 13

(Esquema 9).

(0] HOO /© /@
N\ Bl'z CC|4
©/\)J\OH DCC, DMAP, CH,Cl, ©/\)J\

ta (12) > 82% (13) = 86%

Esquema 9 - Rota sintética empregada na preparagdo dos compostos 12-13.

Utilizando transformacdes muito similares aquelas descritas no Esquema
2 (p. 45), os compostos 12 e 13 foram sintetizados em rendimentos de 82 e
86% respectivamente. A descricdo dos dados espectroscopicos dos mesmos
se encontra na segdo 2.2.2 (p. 42 e 44) e os espectros referentes séo

apresentados no anexo (Figuras 13 a 18, p.125 a 130).
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2.4 - CONCLUSOES

Descreveram-se neste capitulo as etapas envolvidas na obtencédo de
uma série de derivados do acido cinamico e isobenzofuran-1(3H)-onas. Foram
sintetizadas 13 substancias, sendo trés delas inéditas, que tiveram suas
estruturas confirmadas por meio da espectroscopia no infravermelho e de
RMN. Para a sintese dessas substancias, foram utilizadas metodologias como
reacbes de orto-alquilagdo de acidos benzodicos, adicbes a ligagao dupla e
reagdes de acoplamento o que permitiu, de um modo geral, que os compostos

sintetizados fossem obtidos com rendimento sinteticamente uteis.
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CAPIiTULO 3

AVALIAGAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS DERIVADOS DO ACIDO

CINAMICO E DAS ISOBENZOFURANONAS

3.1 -INTRODUGAO

O céancer é uma doenga que atinge milhdes de pessoas e representa um
grave problema de saude publica tanto nos paises desenvolvidos quanto nos
em desenvolvimento, além de constituir uma das principais causas de morte ao
redor do mundo. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima-se
que dentro de 20 anos o numero de mortes podera aumentar significativamente
de 6 milhdes para 10 milhdes (WHO, 2002).

De acordo com dados estatisticos, em 2002 surgiram 10 milhdes de
novos casos de cancer no mundo (WHO, 2002). Desse total, 5,3 milhdes
correspondiam a populagcao masculina e 4,7 milhdes a populacéo feminina. Em
decorréncia desse aumento de novos casos, morreram cerca de 6,2 milhdes
(3,5 milhdes de homens e 2,7 milhées de mulheres), correspondendo a 12% do
total de mortes por todas as causas (INCA, 2003). Em 2008, a incidéncia
mundial de novos casos aumentou para 12,4 milhdes e em contrapartida o
numero de mortes por cancer também sofreu um acréscimo de 7,6 milhdes
(INCA, 2009).

No Brasil, segundo as estimativas relatadas pelo Instituto Nacional de
Cancer (INCA), estdo previstas para 2014 o surgimento de aproximadamente
580.000 novos casos de cancer (INCA, 2013). Dentre esses novos casos, 0s

que mais atingem a populagado masculina sdo os canceres de prostata, pulmao,
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coélon e reto e esd6fago enquanto que na populagédo feminina os mais frequentes
sao os canceres de pele, mama, colo do utero, colon e reto, pulméo e
estdmago (FACINA, 2011).

A quimioterapia, também conhecida como quimioterapia antineoplasica,
€ um dos métodos mais utilizados para o tratamento do cancer, consistindo na
utilizacdo de compostos quimicos denominados quimioterapicos (DE ARAUJO,
2012).

O tratamento quimioterapico contra o cancer apresenta diversos
problemas dentre os quais se destacam os efeitos colaterais como diarréia,
vomito, fraqueza, queda de cabelo, tonteiras e etc. Outro problema associado
ao uso desses medicamentos consiste na sua nao especificidade para células
tumorais, além de serem considerados toxicos para células normais. Além
disso, a ineficiéncia dos farmacos em relacado aos diferentes tipos de cancer,
bem como o aumento do aparecimento de linhagens resistentes a estes
medicamentos sdo também bastante preocupantes (CHABNER e ROBERTS,
2005). Diante disso, a busca por novas moléculas potencialmente uteis e mais
eficazes para o tratamento desta patologia continua despertando grande
interesse por parte dos pesquisadores.

Conforme descrito no Capitulo 1 desta dissertacdo, existem atualmente
diversos compostos oriundos de fontes naturais que estdo sendo utilizados
como agentes quimioterapicos no tratamento contra o cancer (PINTO et al.,
2002). Os derivados do acido cinamico assim como as isobenzofuranonas
devido ao seu amplo espectro de bioatividades estdo entre esses compostos.
Segundo a literatura, os mesmos vem demonstrando apresentar resultados

bastante promissores nos ensaios citotoxicos contra células cancerigenas.
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Na busca por novos farmacos que possam ser utilizados para inibir o
crescimento desordenado de células, ensaios de avaliacdo de atividade
citotoxica vém sendo realizados com os derivados do acido cindmico e as
isobenzofuranonas.

A atividade citotdxica dos derivados do acido cindmico (acido cafeico e
ferulico, Figura 1) foram avaliadas por KAMPA e colaboradores (2004) contra
as células de carcinoma mamario humano (T47D). Estas substancias
apresentaram significativa atividade citotoxica sobre esta linhagem de cancer
com destaque para o acido caféico que mostrou um melhor efeito de inibicao
sobre a proliferacdo da célula cancerigena (ICsp = 2,17 x 10°° mol L).

NAM e colaboradores (2001) isolaram o cafeato de metila (Figura 1) a
partir da planta Notopterygium incisum. Esta substancia apresentou
significativa citotoxicidade (ICso = 2 pg mL™") contra varias linhagens de células
cancerigenas dentre elas o melanoma murino (B16), cancer de célon (HCT116)

e o carcinoma epidermoide (A431).

o o}
"o Qi HsCO \ N-"NocH,
OH OH
W W »
HO HO OH
Acido Cafeico Acido Ferulico Cafeato de metila

Figura 1 - Estruturas de derivados do acido cinamico avaliados contra
diferentes linhagens de células tumorais.

Tendo o acido crifonéctrico como estrutura modelo, TEIXEIRA e
colaboradores (2013) sintetizaram uma série de isobenzofuranonas C-3
funcionalizadas. Em especial, as isobenzofuranonas (14-16, Figura 2, p. 92)

foram as que apresentaram significativa atividade antiproliferativa contra as
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linhagens de células U937 (linfoma) e K562 (leucemia mieldide). Os compostos
14 e 16 exibiram os melhores resultados de inibicdo contra células K562 (ICso
1,71 e 2,79 umol L™, respectivamente), enquanto que um efeito moderado foi

observado para os compostos 14-16 em células U937.

0
CLp P
llli] O OAc
HO OAc AcO O
O AcO Q

(14) (15) (16)

Figura 2 - Isobenzofuranonas testadas contra as linhagens de células tumorais
U937 e K562.

Dentro desse contexto e considerando as atividades citotdxicas dos
derivados do acido cinamico ja descritos na literatura, descrevem-se neste
capitulo a avaliagao do efeito citotéxico dos compostos 1-7, 9 e 10, bem como
do acido cindmico comercial contra a linhagem de célula tumoral melanona
B16.

3.2 - MATERIAL E METODOS
3.2.1 - Avaliagao da atividade antiproliferativa

A linhagem de melanoma (B16) foi mantida em meio RPMI 1640
(Gibco, Invitrogen, CA, USA) suplementada com 10% de soro fetal bovino
(SFB) (LGC, Campinas, Brasil), penicilina 100 U mL" e estreptomicina 100
pg/mL.  As células foram mantidas a 37 °C sob tensdo de 5% de CO,. O
subcultivo foi realizado semanalmente para a manutencdo dos estoques

celulares. Inicialmente o meio foi removido da placa de células confluentes e
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lavadas com tampao fosfato de sodio 10 mmol L™ contendo NaCl 140 mmol L™,
KH,PO4 1,7 mmol L™ e KCI 2,7 mmol L™, pH 7,4 (PBS 1X). Em seguida, as
células foram incubadas com uma solugcdo de tripsina-EDTA (Cultilab,
Campinas, Brasil), 1 mL em cada placa de 60 x 10 mm. A seguir, as células
foram ressuspensas em meio e transferidas (aproximadamente 1 x 10° células)
para uma nova placa contendo meio RPMI enriquecido com 10% SFB,
previamente equilibrado a 37 °C. O meio foi substituido no dia seguinte ao
subcultivo, e também a cada 3 dias. Para os ensaios de viabilidade celular,
inicialmente as células B16 foram removidas da garrafa de cultivo utilizando
solugéo de tripsina-EDTA (Cultilab, Campinas, Brasil), lavadas com PBS 1X pH
7,4 estéril, centrifugadas e suspensas em meio RPMI, pH 7,4 acrescido de 10%
de SFB. Em seguida, as células foram contadas em camara de Neubauer e
semeadas em placas de 96 pogos (TPP, Trasadingen, Sui¢a) na concentracéo
de 5 x 10° células/100 mL/poco em meio RPMI com adicdo de 10% de SFB,
por 24 horas para completa aderéncia a placa. Posteriormente, os compostos
foram adicionados as placas de 96 pogos, em diferentes concentragées (200;
100; 50; 10; 0,1; 0,01; 0,001; 0,0001 umol L") e incubados a 37 °C sob tens&o
de 5% de CO, por um periodo de 48 horas. Ao final do periodo de incubacao
foi adicionado 10 ml de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) (5 mg mL") em cada poco, e as células
incubadas por 2 horas a 37 °C. Subsequentemente, o meio foi removido e
adicionado 100 pL de DMSO (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) para solubilizagéo
dos cristais de formazan e incubado por 20 minutos a 37 °C. Finalmente, a
absorbancia foi detectada em comprimento de onda de 540 nm no

espectrofotdbmetro (Thermo, Multiscan GO). Cada anadlise foi realizada em
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quadruplicata e os resultados foram normalizados considerando as culturas
tratadas sem adi¢gdo dos compostos (0,4 % de DMSO). Foram determinadas as
meédias das repeticbes e determinados os desvios-padrao. Os valores de ICs

foram calculados usando o software GraphPad Prism verséo 5.0.

3.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 - Descrigao dos resultados dos ensaios de avaliagao da atividade
citotoxica

Os compostos 1-7, 9 e 10 (Figura 1, Capitulo 2, p. 26) assim como o
acido cinamico comercial foram submetidos a ensaios biolégicos para a
avaliacédo de suas atividades citotoxicas contra a linhagem de melanoma (B16).
As atividades citotdxicas dos compostos foram avaliadas segundo o método
MTT. O ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada na conversao
do sal amarelo brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT)
para o produto de cor azul formazan, pela atividade da enzima succinil-
desidrogenase presente na mitocondria e no citoplasma da célula viavel,
permitindo dessa maneira quantificar a porcentagem de células
metabolicamente ativas. O ensaio de viabilidade celular utilizando o MTT
baseia-se na redugao dos sais amarelos de tetrazélio pela enzima succinato
desidrogenase, que sO estaria ativa em células metabolicamente ativas
(viaveis) (MOSMANN, 1983; BERNAS E DOBRUCKI, 2002). A linhagem celular
foi tratada com diferentes concentragées dos compostos (200, 100, 50, 10, 0,1;
0,01; 0,001; 0,0001 umol L'1), por 48 horas. Esses testes foram realizados em
quadruplicata e os resultados de IC5 obtidos sao apresentados na Tabela 1(p.

95).
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Tabela 1 - Valores de ICsy (umol L) obtidos para a linhagem de célula

melanona B16 tratadas com os compostos 1-7, 9, 10 e acido cinamico

Acido

Compostos 1| 2 3 4 5 |6 7 9 10 Coa
cindmico

ICsp pmol L™ | - | - | 54,14 [ 1366 | - |-| - | - | - ;

ICs0: concentracdo dos compostos requerida para inibir 50% da viabilidade celular, determinada
apos 48h de tratamento continuo.
(-) Compostos nao tiveram efeito citotdxico contra a linhagem estudada.

Conforme apresentado na Tabela 1, nenhuma das isobenzofuranonas
avaliadas nem o diéster 10 apresentaram efeitos sobre a viabilidade celular da
linhagem de célula melanona (B16). O acido cindmico comercial também nao
apresentou nenhum efeito. Entretanto, a conversdo do acido cindmico em
derivados contendo nucleos isobenzofuranona resultou em dois derivados
(compostos 3 e 4, Figura 3) com significativos efeito citotéxicos contra melona

(B16), sendo o derivado dibromado 4 o mais efetivo (ICso = 13,66 umol L™).

©)

Figura 3 - Estruturas dos compostos 3 € 4.

3.4 - CONCLUSOES
Os ensaios de avaliagédo da citotoxicidade dos compostos 1-7, 9 e 10 e
do acido cinamico comercial contra a linhagem de ceélula melanona (B16)

demonstraram que duas substancias apresentaram efeitos significativos sobre
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a viabilidade celular da linhagem celular investigada. Dentre elas, o composto 4
(Figura 3, p. 95) mostrou ser bastante efetivo inibindo em mais de 90% a
proliferagdo de células de melanoma. Diante desses resultados, pode-se
concluir que o derivado do acido cindmico 4 representa uma estrutura-modelo
que pode ser explorada na busca por novos agentes quimioterapicos para o

tratamento do melanoma.
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CAPITULO 4

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS DERIVADOS DO ACIDO

CINAMICO E DAS ISOBENZOFURANONAS

4.1 -INTRODUGAO

Atualmente a Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU) estima que
existem 7,2 bilhdes de pessoas e que este numero sera de 8,2 bilhdes em
2025 e devera alcangar 9,2 bilhdes de habitantes em 2050 (ONU). Varios
desafios decorrentes desse aumento populacional terdo de ser enfrentados,
sendo um deles o aumento da produtividade agricola para nutrir de maneira
adequada o maior numero de seres humanos.

O aumento da produtividade agricola exige, entre outros aspectos, o
controle de uma variedade de pragas e doengas (VELASCO e CAPANEMA,
2006). A técnica mais utilizada para o controle das mesmas consiste no uso de
defensivos agricolas, também denominados de agroquimicos. Os herbicidas,
fungicidas, inseticidas e nematicidas s&o as classes mais consumidas de
agroquimicos no mundo (BARBOSA, 2004).

O controle de doencas de plantas tem sido uma preocupagao constante
na agricultura e um desafio para produtores e pesquisadores. Conforme
descrito no Capitulo 1 desta dissertagéo, os fungos sé&o responsaveis por cerca
de 75% de todas as doencas infecciosas de plantas. Assim, todas as culturas
importantes estdo sujeitas a uma ou mais doengas causadas por fungos.
Estima-se que mais de 5.000 espécies de fungos s&o responsaveis por

causarem danos as diversas culturas (RAVEN et al. 2001).
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Segundo RAVEN e colaboradores (2001), mais de 70.000 espécies de
fungos ja foram identificadas até o presente momento e eventualmente outras
cerca de 1.700 s&do descobertas a cada ano. O numero total de espécies foi
estimado em um milhdo e quinhentos mil, colocando os fungos como o
segundo maior reino, sendo superado apenas pelos insetos.

Existem descritos na literatura varios exemplos de doengas importantes
de plantas que trouxeram sérios prejuizos a agricultura. Dentre elas, cita-se
uma das mais destrutivas denominada requeima da batata. Essa doenca
ocorre no Brasil e em outras partes do mundo, principalmente em regides
produtoras de batata onde as condi¢des de temperatura e umidade relativa sédo
favoraveis ao desenvolvimento da espécie causadora da doenga (KIMATI et al.,
1997).

A requeima da batata é causada pelo oomiceto Phytophthora infestans
(TRENTI et al, 2009). Oomicetos sdao uma classe de organismos
filamentosos, unicelulares, que se assemelham morfologicamente a fungos. P.
infestans, que também ataca o tomateiro, pode dizimar uma lavoura de batata
em pouco tempo se as condi¢des agroclimaticas forem favoraveis ou se
medidas adequadas de controle ndo forem empregadas (TOFOLI et al., 2013).

A requeima foi considerada a mais devastadora das doencas de plantas
da histéria da humanidade. Em meados do século XIX, ela dizimou
completamente a producdo de batata que consistia na principal base da
alimentacdo da populacdo europeia. Inesperadamente, essa doenca se
espalhou por todos os lugares da Europa, especialmente na Irlanda, trazendo
consigo consequéncias catastréficas como pobreza, fome, mortes e um grande

numero de migragdes (RISTAINO, 2002; MIZUBUTI e MAFFIA, 2006). Diante
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dessa catastrofe, muitos pesquisadores realizaram extensas pesquisas com o
objetivo de descobrirem a principal causa dessa doenga. Alguns pesquisadores
até conseguiram associar a requeima com um fungo, mas foi De Bary ao se
dedicar com afinco ao estudo desse mal e, com um método de inoculagao
convincente, que conseguiu reproduzir através de varios testes, a doenga em
folhas e tubérculos. Ao completar seu estudo, De Bary denominou o patégeno
de Phytophthora infestans sendo a palavra Phytophthora constituida pelos
radicais phyto = planta e phthora = destruidor (DE MOURA, 2002).

A requeima afeta toda a parte aérea da planta da batata bem como seus
tubérculos (BATISTA et al., 2006). Seus sintomas sao caracterizados no inicio
do estagio pelo aparecimento de diversas manchas nas folhas da batateira
apresentando coloragédo verde clara ou escura. Sob condi¢des agroclimaticas
favoraveis e com o passar do tempo, estas se tornam negras, necroticas e
irregulares. A medida que estes sintomas avancam, observa-se também sob
condicbes de alta umidade, na parte inferior, a formagcdo de um anel de
esporulagéo ao redor das lesbes, formado por esporangios e esporangioforos
do patdégeno, cujo aspecto € de coloragdao branco-acinzentado e aveludado.
Enquanto que no tubérculo da batata podem ocorrer machas marrom sobre a
sua epiderme (KIMATI et al., 1997; ZAMBOLIN et al., 2000 apud DUARTE,

2009 ), Figura 1, p. 101.
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b

- Anel de esporulagao formado por P. infestans. - Aspecto destrutivo da requeima.

c D
Fonte: TOFOLI et. al., 2013.

Figura 1 - Aspecto de folhas de batatas infectadas por requeima (Phytophthora
infestans).

Conforme descrito na literatura, a cultura da batata € muitas vezes
afetada por diferentes patdgenos, principalmente por fungos, causando efeitos
danosos tanto a parte aérea da planta quanto aos seus tubérculos. Por este
motivo, os fungicidas sdo constantemente empregados e necessarios nas
lavouras dessa cultura, principalmente por ser o método de controle mais
seguro e eficaz e, portanto, essencial contra patégenos como Phytophthora
infestans que requerem para seu controle varias aplicagdes de fungicidas em
um unico cultivo (LOPES, 2011).
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Dentro deste contexto, conclui-se que os fungicidas exercem papel
importante para o controle efetivo de diversas doencas de plantas. A busca por
novas classes de fungicidas com variados modos de agdo, mais efetivos,
apresentando maior seletividade, e que causem um menor impacto ambiental,
€ uma area de intensa pesquisa na industria agroquimica. Conforme descrito
no Capitulo 1, uma abordagem que vem sendo utilizada na busca por novos
agentes para controlar fungos fitopatogénicos consiste em utilizar substancias
oriundas de fontes naturais como modelos para o desenvolvimento de novos
principios ativos. Nesse sentido, o acido cinamico (e seus derivados) e as
isobenzofuran-1(3H)-onas representam fontes de substancias naturais
bioativas que podem ser explorados na busca por novos compostos que sejam
potencialmente uteis para o desenvolvimento de novos fungicidas.

As isobenzofuranonas 17 e 18 (Figura 2), foram isoladas a partir do
fungo de cultura do trigo denominado de Sterile Dark, por TAKAHASHI e
colaboradores (2005). As mesmas foram submetidas a ensaios biolégicos para
a avaliagdo de suas atividades antifungicas contra os fungos
Gaeumannomyces graminis var. tritici € Cladosporium herbarum. A substancia
17 apresentou significativa atividade contra G. graminis var. tritici (50 ug) e C.
herbarum (5 ug), respectivamente. Enquanto o composto 18 mostrou inibi¢gao

somente contra o fungo Cladosporium herbarum (50 pg).

HOOC HOOC
O o}

oH © oH ©O
(7 (18)

Figura 2 - Estruturas das fitalidas antifungicas 17 e 18.
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BISOGNO e colaboradores (2007) sintetizaram uma série de derivados
do acido cinamico. Dentre esses diversos derivados, o composto 19 (Figura 3)
foi considerado o mais ativo em termos de atividade antifungica, apresentando
uma acentuada atividade antifungica contra o fungo Aspergillus niger (MIC =
1,95 ug mL™") e moderada atividade contra os fungos Aspergillus terreus (MIC =

31,25 uygmL™) e Aspergillus flavus (MIC = 62, 50 yg mL™).

Figura 3 - Estrutura do derivado do acido cinamico contendo atividade

antifungica.

Considerando as atividades antifungicas descritas na literatura tanto
para isobenzofuranonas bem como para derivados do acido cinamico, avaliou-
se a potencialidade das substancias 1-7 e 9-10 sintetizadas neste trabalho de

atuarem como inibidores dos esporangios do oomiceto Phytophthora infestans.

4.2 - MATERIAL E METODOS

As substancias 1-7 e 9-10 (Figura 1, p. 26), sintetizadas conforme
descrito na segao 2.2.2 do Capitulo 2, foram submetidas a testes bioldgicos
para avaliar seus efeitos como inibidores da germinagdo de esporangios do
oomiceto P. infestans. Os ensaios foram realizados segundo metodologia
descrita a seguir.

Esporéngios de Phytophthora infestans foram retirados, por inundagao,

de colbnias crescidas em meio de ervilha agar em placas de Petri mantidas a
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18 °C durante 20 dias. Da suspensio de esporangios uma aliquota de 5 L foi
transferida para laminas de microscopia. Sobre a suspensdo de esporangios foi
adicionada aliquota de 5 pL das solugbes dos compostos 1-7 e 9-10
previamente solubilizados em 5 yL de DMSO. As solugcbes dos compostos
foram devidamente ajustadas de modo a permitir a avaliagdo das
concentracdes de 0,2, 0,4 e 0,8 pug pL™ (tratamentos). Foram utilizados dois
controles: 5 pyL de agua esterilizada e 5 pL de solugdo de DMSO. As laminas
foram mantidas em camara umida constituida por caixas plasticas (11 cm de
comprimento x 11 cm de largura x 3 cm de altura) forradas com papel filtro
umedecido. Para evitar o contato da lamina com o papel umedecido, as
laminas foram colocadas sobre suportes de vidro. As caixas plasticas contendo
as laminas foram transferidas para incubadoras a 5 °C por 30 min. Apds esse
periodo, as laminas foram imediatamente transferidas para incubadoras a 18
°C e mantidas por 8 h no escuro. Apos este periodo, a germinagdo dos
esporangios foi paralisada pela adicdo de uma gota de lactofenol. O
experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes. Uma lamina contendo as combinagdes suspensido de
esporangios e compostos ou controles foi considerada como uma unidade
experimental.

A germinacgao direta (formacao de tubo germinativo) e indireta (liberagao
de zodsporos) foi determinada pela contagem de 100 esporangios ao
microscopio (40x). Estimou-se a percentagem de germinagao direta e indireta

em cada unidade experimental.
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4.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As substancias 1-7, 9 e 10 além do acido cindmico comercial foram
avaliadas no tocante as suas habilidades em interferirem na germinagao do
esporangio do oomiceto P. infestans, responsavel pela doenga popularmente
conhecida como “requeima da batata”. As substancias supracitadas foram
avaliadas em trés diferentes concentracdes (0,2; 0,4; 0,8 ug.uL") e os

resultados estao apresentados na Figura 4.
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Figura 4 - Efeito das substancias 1-7, 9, e 10 e do acido cindmico comercial
(AC) sobre a inibigdo do crescimento dos esporangios de Phytophthora
infestans nas concentragées 0,2 (C1); 0,4 (C2); 0,8 (C3) ug.uL™".

Conforme pode ser observado na Figura 4, todos os compostos
avaliados apresentaram significativos efeitos inibitorios contra o crescimento do
esporangio em todas as concentragcbes testadas. Nessas mesmas
concentragdes, os compostos 1, 2, 5, 7 e 9 derivados do acido cindmico (Figura

1, p. 26) apresentaram porcentagens de inibicao igual ou superiores quando
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comparado ao composto comercial acido cinamico. Dentre os compostos
supracitados, merecem destaque a substéncia 5 (porcentagens de inibigdo
para as concentracdes 0,2; 0,4; 0,8 pg.uL'1 respectivamente iguais a 94, 96 e
99%) e o composto 7 (porcentagens de inibicado para as concentragdes 0,2;
0,4; 0,8 pg.uL™" respectivamente iguais a 93, 99 e 95%).

Com respeito as isobenzofuranonas testadas, destaca-se a substancia 9
cuja inibicdo da germinagdo dos esporangios correspondeu a 100% nas

concentracdes de 0,2 e 0,4 pg.uL™".

4.4 - CONCLUSOES

No presente trabalho demonstrou-se que derivados do acido cinamico
bem como isobenzofuranonas foram efetivos em inibirem a germinacdo de
esporangios de Phytophthora infestans. Simples modificacbes estruturais, a
saber, hidrogenagéao produziram derivados (compostos 5 e 7) que foram mais
efetivos em inibir a germinagdo de P. infestans. A inclusdo de um nucleo
isobenzofuranona na estrutura do acido cindmico também produziu derivados
capazes de inibir o processo de germinagdo dos esporangios, com destaque
para a substancia 5. Isobenzofuranonas, que foram empregadas como
intermediarios para a sintese de derivados do acido cinamico contendo grupos
isobenzofuranonas, também apresentaram pronunciada bioatividade. Em
particular, a isobenzofuranona 9 apresentou maior eficiéncia entre todos os
compostos avaliados.

Diante desses resultados conclui-se que as substancias sintetizadas e

avaliadas neste trabalho sao atrativas como possiveis estruturas-modelo com o
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objetivo de serem exploradas na busca por novos agentes para o controle de

germinagao de esporangios de Phytophthora infestans.
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CONCLUSAO GERAL

Foram sintetizados neste trabalho 13 substancias, sendo que trés delas
(3, 4 e 5) ainda ndo haviam sido descritas na literatura. Os compostos foram
preparados empregando-se reagdes de orto-alquilagao, acoplamento e adi¢ao
a ligagao dupla que, de modo geral, levaram a formag&o de substancias com
bons rendimentos. Os testes para avaliagdo da atividade fungicida realizados
com os compostos (1-7, 9 e 10) mostraram que todos foram capazes de inibir a
germinacgao dos esporangios de P. infestans. No que se refere aos testes de
avaliacao de citotoxicidade dos mesmos compostos, apenas duas substancias

(3 e 4) apresentaram atividades contra a linhagem de célula melanona B16.

PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras, os resultados alcangados no teste de
avaliacdo de citotoxicidade com os derivados de &acido cinamico contendo
nucleos isobenzofuranonas, apontam para a possibilidade de avangos do
trabalho vinculado a esta dissertagdo sintetizando-se novos derivados que
apresentem variagao estrutural no anel de benzeno da porg¢ao propenoato do
acido cinamico. Novos estudos também podem ser realizados com respeito ao
impacto de diferentes formulagbes dos derivados de acido cinamico com
nucleo isobenzofuranonas sobre a viabilidade celular de células de melanoma.
Além disso, estudos in vivo podem ser ainda realizados para determinar a
viabilidade de utilizacdo destes compostos como possiveis novos
quimioterapicos contra o cancer.

Com relagao a atividade fungicida dos compostos (1-7, 9 e 10), testes

em casa de vegetagdo deverdo ser realizados para avaliar o efeito dos
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compostos no que tange ao desenvolvimento da requeima da batata em
plantas inoculadas com P. infestans.

E por fim, como n&o foi possivel até o presente momento avaliar as
atividades fungicida e citotoxica dos compostos 11-13 sintetizados neste
trabalho, tem-se como perspectiva futura realizar-se ensaios biolégicos dos

mesmos para a avaliagao das atividades supracitadas.
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Figura 1 - Espectro no infravermelho (KBr) do composto 5.
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Figura 12 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl3) do composto 11.
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Figura 14 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDs0D) do composto 12.
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Figura 15 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CD30D) do composto 12.
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