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RESUMO

VALENTE, Vania Maria Moreira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2010. Sintese e atividade biolégica de pironas e
piridinonas derivadas do acido desidroacético. Orientador: Anténio
Jacinto Demuner. Coorientadores: Luiz Claudio de Almeida Barbosa e
Sergio Antonio Fernandes.

Um grande numero de compostos contendo o anel piran-2-ona ou
piridin-2-ona apresenta atividade antibacteriana, antifungica, antimalarica,
cardiotdnica, analgésica, anti-inflamatéria, citotdxica, neurotdxica, inseticida,
anti-HIV, antioxidante e fitotoxica. O presente trabalho teve como objetivos
sintetizar  enaminopiranonas contendo o anel piran-2-ona e
bis(piridil)metanos apresentando o anel piridin-2-ona e, posteriormente,
avaliar suas atividades fitotoxicas. Buscou-se ainda a avaliacdo do potencial
antibacteriano dos bis(piridil)metanos. Para a sintese destes compostos foi
utilizado o acido desidroacético como material de partida. A sintese das
dezesseis enaminopiranonas foi realizada em unica etapa, pela reagcao do
acido desidroacético com diferentes aminas (alquilaminas, arilaminas e
aminometilésteres), com os rendimentos que variaram de 49% a 97%. A
sintese dos trinta e trés bis(piridil)metanos foi realizada por uma rota
sintética com trés etapas, em que os rendimentos totais variaram de 20% a
95%. As enaminopiranonas e os bis(piridil)metanos foram avaliados quanto
ao potencial fitotdxico sobre a germinagcdo e o crescimento radicular de
Sorghum bicolor L. (sorgo) e Cucumis sativus L. (pepino), bem como sobre a
producdo de biomassa em sorgo, pepino, Ipomoea grandifolia (corda-de-

viola), Brachiaria decumbens (braquiaria), Amaranthus hibridus (caruru) e

XVi



Eleucine indica (capim pé-de-galinha). Dentre as enaminopiranonas, a
substancia mais fitotoxica foi a (S,E)-3-(1-(sec-butilamino)etilideno)-6-metil-
3H-piran-2,4-diona, que inibiu, em média, 83% a producao de biomassa em
corda-de-viola e 65% em braquiaria, a uma concentragao de 5,0 x 10" mol L
' A braquiaria (monocotileddnea) foi a espécie menos susceptivel diante das
enaminopiranonas avaliadas. Dentre os bis(piridil)metanos, o composto com
maior potencial fitotéxico médio foi 3,3'-((2-nitrofenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-
metilpiridin-2(1H)-ona), cujo menor valor de inibicdo foi 31,6% sobre o
sistema radicular de sorgo, e o maior valor foi 80,3% sobre o sistema
radicular de braquiaria. Assim como para as enaminopiranonas, foi
observada uma menor susceptibilidade das monocotiledéneas aos
bis(piridil)metanos. Apesar de ter sido reduzida a produgao de biomassa, a
espécie em que esta reducdo foi a menos intensa foi a braquiaria. Os
bis(piridilmetanos foram avaliados também quanto ao potencial
antibacteriano contra Escherichia coli, Bacillus cereus e Staphylococcus
aureus. Entretanto, nenhum composto inibiu o crescimento destas bactérias.
Diversos bis(piridil)metanos inibiram a atividade da urease, sendo que a
presenca de um anel aromatico, fenil ou furil, ndo substituido, garantiu maior
atividade. Foi observado que alguns compostos induziram o crecimento de
B. decumbens e inibiram a atividade da urease. Tais compostos podem ser
considerados candidatos a aditivos de fertilizantes a base de ureia
destinados a formagdo de pastagens, podendo aumentar a produgao de
biomassa e, simultaneamente, diminuir as perdas de nitrogénio causadas

pela atividade da urease.
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ABSTRACT

VALENTE, Vania Maria Moreira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
August of 2010. Synthesis and biological activities of pyrones and
pyridinones derived from dehydroacetic acid. Adviser: Anténio Jacinto
Demuner. Co-advisers: Luiz Claudio de Almeida Barbosa and Sergio
Antonio Fernandes.

A large number of compounds containing the pyran-2-one or pyridine-
2-one ring have antibacterial, antifungal, antimalarial, cardiotonic, analgesic,
anti-inflammatory, cytotoxic, neurotoxic, insecticide, anti-HIV, anti-oxidant
and phytotoxic activity. The present work aimed at synthes of enamino
pyranones containing the pyran-2-one ring and bis(pyridyl)methanes
presenting the pyridin-2-one ring and, later, evaluating its phytotoxic
activities. The antibacterial potential of bis(pyridyl)methanes was also
evaluated. Dehydroacetic acid was used as starting material for the synthesis
of these compounds. The synthesis of the sixteen enaminopyranones was
carried out in a single stage, by the reaction of dehydroacetic acid with
different amines (alkylamines, arylamines and amino methyl esters), with
yields ranging from 49% to 97%. The syntheses of the thirty-three
bis(pyridyl)methanes were carried out through a three-step synthetic route, in
which the total yields ranged from 20% to 95%. The enaminopyranones and
bis(pyridyl)methanes were evaluated as for their phytotoxic potential on the
germination and root growth of Sorghum bicolor L. (sorghum) and Cucumis
sativus L. (cucumber), and on the biomass production in sorghum, cucumber,
Inomoea grandifolia, Brachiaria decumbens, Amaranthus hibridus and

Eleucine indica. Among the enaminopyranones, the most phytotoxic
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substance was (S,E)-3-(1-(sec-butylamine)ethylidene)-6-methyl-3H-pyran-
2,4-dione, which inhibited, in average, 83% of the production of biomass in /.
grandifolia and 65% in B. decumbens, at the concentration of 5.0 x 10™* mol
L. B. decumbens (monocot) was the species with the least susceptibility to
the enaminopyranones evaluated. Among the bis(pyridyl)methanes, the
compound with the highest phytotoxic potential was 3,3-((2-
nitrophenyl)methylene)bis(4-hydroxy-6-methylpyridine-2(1H)-one), whose
lowest inhibition value was 31.6% on the root system of sorghum and the
highest value was 80.3% on the root system of brachiaria. Similarly to
enaminopiranonas, it was observed lower susceptibility of monocots to
bis(pyridyl)methanes. Although biomass production has been reduced, such
reduction was less intense in the B. decumbens specie. The
bis(pyridyl)methanes were also evaluated as for their antibacterial potential
against Escherichia coli, Bacillus cereus and Staphylococcus aureus.
However, no compound inbibited the growth of these bacteria. Several
bis(pyridyl)methanes inhibited the urease activity. The presence of a non-
replaced aromatic ring, phenyl or furyl, ensured higher activity. It was
observed that some compounds led to the growth of B. decumbens and
inhibited urease activity. Such compounds can be considered candidates to
be used as additives to urea-based fertilizers for pasture formation, since it
can increase biomass production and, at the same time, decrease nitrogen

losses caused by urease activity
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CAPITULO 1

INTRODUGAO

1.1. A agricultura e os defensivos agricolas

O homem primitivo era dependente do que a terra lhe oferecia para
viver, alimentava-se de produtos extraidos da natureza através da coleta, da
caca e da pesca. Aos poucos, aprendeu a cultivar a terra para produzir seu
alimento, dessa forma, foi se tornando menos dependente e comecou a
exercer dominio sobre as condi¢gdes naturais de sobrevivéncia. O
desenvolvimento da agricultura levou o homem a se fixar no solo e apropriar-
se da terra. Com isso, surgiram as divisbes social do trabalho e da
sociedade em classes, os conflitos de interesse e o poder politico do Estado.
Criaram-se, assim, as bases materiais, sociais e politicas das primeiras
civilizacdes agricolas (CORAZZA e MARTINELLI Jr, 2002)

A agricultura € uma das mais tradicionais fontes de recursos para a
subsisténcia do homem (KIRCHMANN e THORVALDSSON, 2000). Ao longo
dos anos, o crescimento demografico aumentou a demanda por alimentos
(CABRERA et al., 2008), o que resultou no crescimento da agricultura
mundial, tanto em produtividade quanto em area cultivada. A esses fatores
somou-se o0 uso intenso de defensivos agricolas (ARMAS et al., 2005), cuja
finalidade é evitar perdas geradas por pragas nas colheitas (CABRERA et
al.,, 2008). Por serem economicamente viaveis, eles se tornaram parte

integrante da agricultura moderna (RAJ et al., 2003).



O controle baseado no uso de substancias quimicas, no controle ou
eliminacao de problemas nas colheitas, comegou na Antiguidade Classica
com a aplicagdo de arsénico e enxofre elementar. A era de agroquimicos
sintéticos se iniciou na década de 1940 com a descoberta de dois herbicidas
auxinicos: o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), Figura 1.1, e o acido 4-
cloro-2-metilfenoxiacético (MCPA), Figura 1.1. A introdugdo desses
herbicidas seletivos no mercado de agroquimicos revolucionou o controle de
espécies daninhas de folha larga em cereais, proporcionando um aumento
de produtividade com reducdo da mé&o de obra nas fazendas (KUDSK e
STREIBIG, 2003; DELANEY et al., 2006; BARBOSA, 2004; SILVA e SILVA,
2007).
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Figura 1.1. Estrutura quimica dos herbicidas acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) e acido 4-cloro-2-metilfenoxiacetico (MCPA).

No Brasil, a utilizacdo dos agroquimicos em larga escala iniciou-se a
partir da década de 1970 (ARAUJO et al., 2007), sendo que sua demanda
crescente confere ao Pais destaque como um dos maiores consumidores
mundiais (CABRERA et al, 2008). Em 1998, o volume de insumos
fitossanitarios consumidos colocou o Pais no 2° lugar mundial. Em 2003,
movimentou cifras da ordem de 3,1 bilhdes de ddlares, sendo o Estado de
Sao Paulo o maior consumidor de defensivos agricolas no Brasil (ARMAS et
al., 2005). Recentemente, o numero de herbicidas comerciais disponiveis no

mercado brasileiro aproximava-se de 200 marcas (SILVA e SILVA, 2007).



Segundo dados do Sindicato Nacional das Industrias de Produtos
para Defesa Agricola (SINDAG), as vendas de defensivos agricolas de
janeiro a outubro de 2008, comparadas ao mesmo periodo de 2007,
apresentaram um crescimento acumulado de 31%, totalizando um mercado
de R$ 10,2 milhdes. Desse montante, os herbicidas representaram 45%, os
inseticidas 29%, os fungicidas 21%, os acaricidas 2% e outros produtos 3%

(SINDAG, 2009)

1.2. O uso de herbicidas e o impacto ambiental

Embora propiciem aumento na produtividade agricola, os principais
herbicidas usados sdo compostos organicos sintéticos com alta atividade
bioldgica, geralmente toxicos, podendo causar cancer e mutagdes. Esses
compostos sao aplicados em quantidades elevadas em extensas areas,
tendo como principal destino o meio ambiente (CABRERA et al., 2008).

Nas ultimas décadas, a utilizacdo indiscriminada de herbicidas na
agricultura tem acarretado sérios problemas ambientais e causado
intoxicagdes, preocupando as autoridades. Esses produtos contaminam a
agua, solo, atmosfera e os alimentos, colocando em risco 0 meio ambiente e
a saude dos produtores e consumidores (KIRCHMANN e THORVALDSSON,
2000; KUDSK e STREIBIG, 2003; GIARDI et al., 2005; CORBI et al., 2006;
ARAUJO et al., 2007).

Frequentemente, a concentragdo residual de herbicidas em agua
destinada ao consumo humano € encontrada acima dos niveis permitidos

(GIARDI et al., 2005). Em paises em desenvolvimento, o envenenamento



por agroquimicos causa mais mortes que certas doengas infecciosas
(EDDLESTON et al., 2002).

O estudo do impacto ambiental provocado pelos agroquimicos
despertou a atengao de pesquisadores, a partir de 1979, com a descoberta
de nematicidas em aquiferos norte-americanos. Amostras de agua
subterranea de paises como Gra-Bretanha, Alemanha, Estados Unidos,
Grécia, Bulgaria, Espanha, Portugal e Brasil, mesmo que em baixas
concentragdes, tém apresentado residuo de agroquimicos (RIBEIRO et al.,
2007).

A introducdo do N-(fosfonometil)glicina (glifosato) Figura 1.2, como
herbicida em 1970 foi um grande avancgo. Tal herbicida é classificado como
nao-seletivo (elimina tanto monocotiledéneas quanto dicotiledéneas) de agéo
sistémica (transloca-se na planta), sendo altamente eficaz e extensamente
utilizado no mundo inteiro (APPLEBY et al., 2005). E também o herbicida
mais vendido no mercado mundial (KUDSK e STREIBIG, 2003). Aplicado em
pos-emergéncia, torna-se rapidamente inativo em contato com a terra.
Apesar de citado como pouco toxico a mamiferos (APPLEBY et al., 2005),
dentre os efeitos agudos e crbnicos relatados para este herbicida em seres
humanos encontram-se: dermatite de contato, sindrome toxica apods
ingestdo de altas doses, epigastralgia (ulceragdo ou lesdo de mucosa
gastrica), hipertermia, hipotensédo, conjuntivite, edema orbital, choque
cardiogénico, arritmias cardiacas, edema pulmonar n&o-cardiogénico,
pneumonite, necrose tubular aguda, elevagao de enzimas hepaticas, acidose

metabolica e hipercalemia (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).



Deve-se considerar que as plantas daninhas causam problemas nao
apenas na agricultura. Plantas aquaticas também geram grandes perdas
econdmicas. Um dos produtos mais utilizados no controle destas plantas em
diversos paises € a fluridona (Figura 1.2). Descoberto em meados dos anos
1970, esse composto foi registrado nos Estados Unidos em 1986 para
emprego no controle de plantas aquaticas em tanques, lagos, reservatorios,
rios e canais de drenagem e de irrigagcdo (MACDONALD et al., 2008).
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Figura 1.2. Estrutura quimica dos compostos glifosato e fluridona.

No Brasil, apenas o ingrediente ativo fluridona tem autorizagdo de uso
para controle de plantas aquaticas (MAXIMIANO et al., 2005). A eficacia da
fluridona é dependente do tempo de exposicdo e da concentracido do

produto na agua (NETHERLAND et al., 1993).

1.3. Resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas

Outro problema oriundo do uso indiscriminado de defensivos agricolas
€ a inducgao de resisténcia nas pragas (EDDLESTON et al., 2002). Embora a
utilizacado de herbicidas tenha se tornado uma ferramenta indispensavel ao
manejo de plantas daninhas, a utilizagao frequente de um herbicida ou grupo
de herbicidas com o mesmo mecanismo de agdo leva ao surgimento de
populagdes daninhas resistentes aquele herbicida ou grupo de herbicidas

utilizados (TRANEL e WRIGHT, 2002).



A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas assume grande
importancia, especialmente quando faltam herbicidas alternativos para o
controle dos bidtipos resistentes. Diversos bidtipos de grande ocorréncia em
diversas partes do mundo tém adquirido resisténcia, o que torna cada vez

mais dificil e oneroso o controle desses bidtipos (SILVA e SILVA, 2007).

Os herbicidas classificados como inibidores da acetolactato sintase
(ALS) tém causado um crescente surgimento de plantas daninhas
resistentes nos Ultimos anos (Figura 1.3). E importante ressaltar que o
primeiro herbicida desta classe comegou a ser comercializado em 1982 e,
em 1998, esta classe de herbicidas atingiu o nivel de maior causador de

resisténcia (TRANEL e WRIGHT, 2002).
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Figura 1.3. Surgimento de espécies daninhas resistentes a herbicidas ao

longo dos anos por grupo de herbicidas.

Ha evidéncias de que o uso prolongado do glifosato levou algumas
espécies de ervas daninhas a adquirir resisténcia (AMARANTE JUNIOR et
al., 2002). Recentemente, foram documentados bidtipos de Hydrilla
verticillata com niveis variados de resisténcia a fluridona na Florida.

Ressalta-se que esta espécie € um dos mais sérios problemas de planta



daninha aquatica nos Estados Unidos, sendo a fluridona o unico herbicida
aprovado pela Agéncia norte-americana de Protegdo ao Ambiente (PURI et
al., 2007).

A constatacdo da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas
comegou em 1957 com bidtipos de Commelina difusa nos Estados Unidos e
Daucus carota no Canada. Em menos de 30 anos, havia mais de 100
espécies reconhecidamente resistentes em aproximadamente 40 paises
(SILVA e SILVA, 2007). Até o presente momento, foram identificados 323
bidtipos entre 187 espécies de plantas daninhas resistentes a algum
herbicida no mundo inteiro, sendo 112 dicotiledéneas e 75
monocotiledéneas. Os Estados Unidos, com 123 casos, € o pais com o
maior numero de registros de resisténcia a algum herbicida. No Brasil, o
primeiro registro aconteceu em 1992 e o ultimo, em 2006, contabilizando 19

casos de resisténcia (HEAP, 2009).

1.4. A necessidade de novos herbicidas

Embora tenham ocorrido mudancas e inovagdées no mercado de
agroquimicos, por exemplo, novas moléculas com grandes altera¢gées nos
perfis toxicoldgicos e ecotoxicolégicos foram descobertas (ARMAS et al.,
2005). O uso de herbicidas se mantém necessario, visto que a maioria
destas inovagdes ndo impede o surgimento de ervas daninhas no campo
(AMARANTE JUNIOR et al., 2002). Entretanto, preocupacdes relacionadas a
saude humana e ao meio ambiente e associadas ao surgimento de espécies

daninhas resistentes a determinados herbicidas indicam uma necessidade



de desenvolvimento de novas substancias. O desafio é no sentido de essas
substancias serem capazes de sustentar a produtividade agricola e, ao
mesmo tempo, ndo causar prejuizos a saude e ao meio ambiente (RAJ et

al., 2003; VILA-AIUB et al., 2005).

1.5. Produtos naturais como protétipos de novos herbicidas

Os recursos naturais tém beneficiado a humanidade ha milhares de
anos com alimentos, vestuario, cosméticos, medicamentos e agentes de
protecdo das culturas, dentre outros. Muitos compostos derivados de
organismos vivos sado utilizados na protecdo das culturas, bem como
modelos em programas de sintese, permitindo o estudo do seu modo de
acao (COPPING e DUKE, 2007).

Produtos naturais fitotéxicos sdo, em geral, estruturalmente mais
complexos que herbicidas sintéticos e ndo séo obtidos por metodologias
sintéticas tradicionais que tendem a ser limitadas pelo alto custo da sintese
da molécula final. A diversidade encontrada em produtos naturais esta sendo
lentamente explorada para gerar novas classes de compostos em
programas sintéticos tradicionais (DUKE et al., 2000).

O grande desafio dos quimicos organicos sintéticos € desenvolver
novos herbicidas através de rotas sintéticas curtas e eficientes,
possibilitando a sintese de produtos de fontes naturais, bem como o estudo
de compostos bioativos. Os métodos de construcdo de novos esqueletos
moleculares devem permitir a criagdo de uma extensa gama de compostos

analogos com as mesmas propriedades biolégicas daqueles isolados de



fontes naturais (SUNAZUKA et al., 2008) e com baixo risco ambiental

(KIRCHMANN e THORVALDSSON, 2000).

1.6. Enaminopiranonas e piridinonas

O anel piran-2-ona (1), Figura 1.4, consiste num éster ciclico de seis
atomos com propriedades fisicas remanescentes de alquenos e aromaticos.
Este composto € um intermediario-chave na biossintese de metabdlitos, o
mesmo se relaciona ao sistema de defesa contra outros organismos, sendo
largamente encontrado em bactérias, plantas, insetos e animais. A piran-2-
ona (1), o acido triacético lactdnico (2), e o acido tetracético lactdnico (3),
Figura 1.4, sdo utilizados como precursores na sintese de compostos
biologicamente importantes, como feroménios (MCGLACKEN e FAIRLAMB,
2005).

A piran-2-ona (1) esta presente em um grande numero de compostos
com atividade biologica, como antibidticos, antifungicos, citotoxicos,
neurotoxicos, inseticida, antiinflamatorios, anti-HIV, antioxidante e, também,
fitotoxica, como as pirenocinas A (4) e B (5), Figura 1.4 (DICKINSON, 1993;
MCGLACKEN e FAIRLAMB, 2005; MORI et al., 2007; APPENDINO et al.,
2007; ROSA et al., 2007). O anel piran-2-ona (1) € encontrado também em
compostos isolados de microorganismos fitopatogénicos que exibem a
mesma fitotoxicidade atribuida ao microorganismo (DICKINSON, 1993;
FAIRLAMB et al., 2004), como a colletopirona (6), Figura 1.4, isolada do
fungo Colletotrichum nicotianae, causador de antracnose em tabaco.

Quando aplicada em folhas jovens de tabaco, a solugdo de colletopirona



causa o0s mesmos sintomas de necrose que o fungo patogénico
(DICKINSON, 1993; GARCIA-PAJON e COLLADO, 2003).

Diversas piridinonas apresentam atividade antibacteriana, antifungica,
antimalarica, cardioténico, analgésica, anti-inflamatéria (OZTURK et al.,
2001; OZTURK et al., 2002) e fitotoxica, tais como a fluridona (7), Figura 1.4,
um dos herbicidas mais utilizados no controle de plantas aquaticas,
(MACDONALD et al., 2008) e a gostatina (8), Figura 1.4, isolada de

Streptomyces sumanensis (WAKABAYASHI e BOGER, 2004).
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Figura 1.4. Estrutura quimica de piran-2-ona (1), acido triacético lacténico
(2), acido tetracético lactdénico (3), Pirenocina A (4), Pirenocina B (5),
colletopirona (6), fluridona (7), gostatina (8), 6-metilpiridin-2-ona (9),
sapinopiridiona (10) e bis(piridil)metano (11).

O anel 6-metilpiridin-2-ona (9), Figura 1.4, esta presente na estrutura
de diversos compostos de interesse farmacolégico, tais como
anticancerigenos, antibiéticos, cardiotonicos, anti-HIV (FINDLAY et al., 1978;
ABADI et al.,, 1999; STORCK et al., 2005), na sapinopiridiona (10), Figura

1.4, composto fitotoxico isolado de Sphaeropsis sapinea (EVIDENTE et al.,
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2006), bem como em bis(piridil)metanos (11), Figura 1.4, que apresentam

atividade antitumoral (COCCO et al., 2000; COCCO et al., 2003).

1.7. Justificativa do trabalho

Compostos com atividade aleloquimica tém sido utilizados como
modelo na busca por novos compostos fitotoxicos, uma vez que podem
fornecer outros com potencial uso como herbicida e que sejam menos
agressivos ao ser humano e ao meio ambiente. Neste contexto, destaca-se
a piran-2-ona, presente em um grande numero de compostos naturais com
atividade biologica. Além disso, algumas piridinonas apresentam atividade
antibacteriana, antifungica e fitotoxica, dentre outras (MACDONALD et al.,
2008; EVIDENTE et al., 2006).

Dentre os inumeros produtos naturais com atividade bioldgica,
especialmente herbicida, as pirenocinas A e B, bem como a colletopirona e a
sapinopiridiona foram escolhidas como modelo para o desenvolvimento de
novos compostos com potencial atividade fitotdxica. Apesar de haver relatos
na literatura da sintese de enaminopiranonas (MANIVANNAN e
DHANUSKODI, 2004) e bis(piridil)metanos (FINDLAY et al., 1976), observa-
se uma escassez de informacdes sobre seu potencial herbicida.

Assim sendo, este trabalho teve como objetivos sintetizar compostos
heterociclicos contendo o anel 6-metilpirano-2,4-diona (Capitulo 2) e 4-
hidroxi-6-metilpiridin-2-ona (Capitulo 4), bem como avaliar sua atividade
fitotoxica em busca de novas moléculas biologicamente ativas. Dessa forma,

foram escolhidas plantas daninhas e culturas de interesse comercial, listadas
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a seguir, para avaliagao do potencial fitotoxico dos compostos sintetizados.
Para o grupo de compostos contendo o anel 4-hidroxi-6-metilpiridin-2-ona,
foram feitos também ensaios para investigar possiveis atividades

antibacterianas e inibidoras de urease.

1.8. Caracteristicas das plantas utilizadas nos ensaios de

atividade fitotoxica

As plantas descritas a seguir foram escolhidas pela importancia econdmica e
pela aquisicdo das sementes, que foram obtidas de fonte comercial ou
coletadas no Campus Universitario (apenas A. hibridus). Foram utilizadas
seis espécies, sendo trés dicotiledénea (Amaranthus hybridus, Cucumis
sativus e Ipomoea grandifolia) e trés monocotiledéneas (Brachiaria

decumbens, Eleucine indica e Sorghum bicolor).

Amaranthus hybridus L. ou caruru roxo

O género Amaranthus possui cerca de 60 espécies; algumas sao
invasoras competindo com as culturas, como Amaranthus hybridus (Figura
1.5). Esta espécie é conhecida como caruru ou caruru-roxo, uma planta
daninha, cujo centro de origem é o continente americano, do Canada até a
Argentina, com presenca também na Africa, Asia e Oceania. No Brasil,
ocorre em todos os Estados, com maior concentracdo em regides agricolas

(ZANATTA et al., 2008).
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Figura 1.5. Amaranthus hybridus, plantula (A) e inflorescéncia (B).

Varias espécies no género Amaranthus sao ervas daninhas em
culturas de todo o mundo e alguns bidtipos desenvolveram resisténcia a
herbicidas. Amaranthus palmeri € um exemplar que desenvolveu resisténcia

ao glifosato e foi identificado na Geoérgia (ORTIZ-RIBBING e WILLIAMS,

2006).

Cucumis sativus ou pepino

O Cucumis sativus L., Figura 1.6, pertence a familia das
curcubitaceas. O seu centro de origem é a india, sendo posteriormente

levado para a China, Filipinas e Ilhas Formosas (REIS et al., 2006).

Figura 1.6. Planta de Cucumis sativus com inflorescéncia e fruto.
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E uma hortalica de clima tropical, cuja importancia na comercializagéo
de hortalicas tem aumentado, sendo muito apreciado e consumido em todo o
Brasil, destacando-se o Estado de Santa Catarina como maior produtor
nacional (RESENDE et al., 2003; CANIZARES et al., 2004; CARDOSO,

2006).

Ipomoea sp. ou corda-de-viola

As espécies Ipomoea grandifolia (Figura 1.7) I. hederifolia, I. quamoclit
e I. nil pertencem a familia Convolvulaceae, popularmente conhecidas como
corda-de-viola e campainha. Essas plantas s&o apreciadas como
ornamentais por apresentarem flores vistosas e intensamente coloridas.
Entretanto, essas plantas tornaram-se importantes infestantes em diferentes

culturas (AZANIA et al., 2003).

Figura 1.7. Ipomoea sp, plantula (A) e inflorescéncia (B).

Planta anual da familia Convolvulaceae, originaria do Continente
americano, herbacea, trepadeira, podendo atingir até 3 m de comprimento.
Adapta-se a qualquer tipo de solo, com ou sem insolagéo. Encontrada em
todas as regides do Brasil, com mais de 140 espécies distribuidas por todo

pais. Forte competidora com culturas anuais, € extremamente agressiva, seu

14



ciclo bioldgico é longo, terminando ap6s a maturagéo das culturas, o que
tende a criar problemas na colheita, pois seus ramos se fixam aos colmos da
cultura, causam o embuchamento das colhedoras, dificultando a colheita.
(LABONIA et al., 2009; EMBRAPA MILHO E SORGO, 2010a).

As plantas da familia Convolvulaceae destacam-se por produzir um
numero consideravel de sementes, cerca de 50 a 300 por planta. Sementes
de plantas de Ipomoea apresentam dorméncia caracteristica que promove a
emergéncia em diferentes fluxos, dificultando o controle das diferentes
espéecies. Apos serem liberadas pelas plantas, as sementes entram em
contato com o solo e somente um percentual delas germina prontamente; as
demais vao germinando aleatoriamente ao longo do tempo (AZANIA et al.,

2009).

Brachiaria decumbens ou braquiaria

As gramineas do género Brachiaria envolvem as principais espécies
forrageiras cultivadas no Cerrado brasileiro, onde predominam solos
arenosos, de baixa fertilidade e, muitas vezes, pouco recomendados para
culturas, por exigirem pesadas adubagdes quimica ou organica. Estas
espécies possuem grande capacidade de producdo de matéria seca, com
bom crescimento durante a maior parte do ano, inclusive, no periodo seco,
apresentam poucos problemas de doencgas, adaptabilidade a varios tipos de
solos. A Brachiaria decumbens (Figura 1.8) é originaria do Continente
Africano, destaca-se entre as demais pelo elevado valor nutritivo e

aceitabilidade pelo gado (CASTRO et al., 1996).
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Figura 1.8. Brachiaria decumbens, planta (A) e inflorescéncia (B).

B. decumbens é a mais rusticas de todas as braquiarias, adaptando-
se a todos os tipos de solo e regides do Brasil. Com alta resisténcia a seca,
tolera também terrenos cascalhados, com boa adaptacdo desde solos de
cerrados até os litoraneos. Possui bom poder de rebrota, sendo muito
agressiva na época de maior vegetagao. Foi a primeira braquiaria a entrar no
Brasil, cuja primeira importacdo se deu por volta de 1970, sendo
considerada a rainha das braquiarias por ter alavancado o sucesso da
pecuaria brasileira (ARAUCARIA SEMENTES, 2010a).

O setor florestal tem se expandido em areas de cerrado, as quais
eram anteriormente ocupadas por pastagens, especialmente de B.
decumbens. Essa planta, devido a sua elevada agressividade e dificil
controle, vem-se tornando uma das infestantes mais problematicas nos
plantios comerciais de Eucalyptus sp. e Pinus sp. O manejo dessas plantas
daninhas em reflorestamentos, nas diversas etapas do seu processo
produtivo, € realizado, basicamente, pelo emprego de métodos mecanicos e

quimicos (TOLEDO et al., 1999; TOLEDO et al., 2003).
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Eleusine indica ou capim pé-de-galinha

Eleucine indica, Figura 1.9, € uma planta anual da familia Gramineae,
esta espécie introduzida na América, de origem indefinida, provavelmente a
Asia, de onde foi distribuida pelo mundo, herbacea, com altura variando de
30 a 70 cm, reproducao por semente. Possui capacidade de se desenvolver
em qualquer tipo de solo, de preferéncia, em locais com elevadas

temperaturas e umidade (EMBRAPA MILHO E SORGO, 2010b).

Figura 1.9. Eleusine indica, plént--LJia (A) e inflorescéncia (B).

E. indica destaca-se em relagdo as demais espécies em condi¢cdes de
solo compactado, com baixa fertilidade e elevada acidez. Pode ser
encontrada em quase todas as regides do pais, € uma espécie daninha
comum no Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil. Controla a erosdo em
solos ndo cultivados, pode ser usada para a alimentagao de animais, mas é
hospedeira de agentes patogénicos que atacam diversas cultivares (VIDAL
et al., 2006; EMBRAPA MILHO E SORGO, 2010b).

Ja foram detectados, no mundo, biétipos de E. indica resistentes aos
herbicidas com os seguintes mecanismos de acdo: inibidores de mitose,
inibidores de ALS, inibidores de ACCase, inibidores do fotossistema | e

inibidores de EPSPS (VIDAL et al., 2006).
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Sorghum bicolor ou sorgo forrageiro

O Sorghum bicolor , Figura 1.10, € uma planta adaptada ao processo
de ensilagem, devido as suas caracteristicas fenotipicas que determinam
facilidade de plantio, manejo, colheita e armazenamento (NEUMANN et al.,
2002). Planta tipica de clima quente, de caracteristicas xerofilas que, além
da sua baixa exigéncia em termos de riqueza mineral do solo, apresenta
tolerancia/resisténcia aos fatores abidticos, tais como estresse hidrico,
salinidade e encharcamento. A lavoura de sorgo vem ganhando destaque
nos ultimos anos, principalmente em regides onde os periodos de estiagem
ocorrem com frequéncia, limitando a producéo de forragens (SOUZA et al.,

2007).

Figura 1.10. Sorghum bicolor, planta (A) e inflorescéncia (B).

O sorgo forrageiro € uma graminea rustica, resistente a seca e ao
acamamento, de rapido crescimento, suporta seca prolongada, € uma opg¢ao
de forrageira com possibilidade de rebrotas (2 ou mais), podendo ainda ser
usado como planta de cobertura na entressafra e empregado em pastejo
direto pelos animais. Para manejo e posterior implantagdo de cultivos
comerciais, € recomendavel desseca-lo com herbicidas (ARAUCARIA

SEMENTES, 2010b).
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2.1. INTRODUCTION

In modern agriculture, organic synthetic pesticides are largely used to
reduce crop loss, as they are cost-effective and generally increase
productivity. Concerns related to environmental problems and human health
associated with the use of hazardous chemicals, has stimulated
agrochemical companies to search for eco-friendly alternatives (7). One of
the major problems associated with crop production is the decrease in
productivity due to the presence of weeds. Since the 1940s the use of
organic herbicides has become the most reliable and least expensive tool for
weed control throughout the world. During recent decades important
advances have been achieved in the chemical control of weeds, but the
identification of novel herbicides is still highly desirable especially to
overcome weed resistance, rapidly raised as a result of severe selective
pressure imposed by continuous application of products with the same
mechanism of action (2). In this context, the development of herbicides with
new modes of action is a constant challenge. Among the several strategies
used by the chemical companies to search for compounds with new modes
of action is the use of phytotoxic natural products as herbicides or to lead to

the discovery of new herbicides (3,4).

Biologically active natural products are incredibly diverse in terms of
structural formulas. Among such compounds, many presenting the pyran-2,4-
dione ring as a structural unit have pharmacological (5,6) or phytotoxic
activities (7). Several approaches have been described for the synthesis of
functionalized pyran-2,4-diones (8-710) resulting in production of a wide

variety of nitrogen-containing heterocycles with important pharmacological
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activities (77). In addition, several enaminones have been prepared for
pharmacological uses (72-15). Derivatives of dehydroacetic acid 1 are very
important due to the wide spectrum of their chemical properties and
biological activities (716-20). Dehydroacetic acid is known to react with amines
yielding the corresponding enamino derivatives at the acetyl carbonyl group

(20, 21-25).

As part of our continuous efforts to develop new compounds with
potential use as herbicides (26-37), we decided to investigate the potential
phytotoxicity of new pyran-2,4-dione derivatives. In this context, we describe
in this paper the synthesis of a series of chiral and achiral functionalized E-
enaminopyran-2,4-diones, some of them synthesized for the firs time, starting
with commercially available dehydroacetic acid (32) and their inhibitory
potential against either crops (Sorghum bicolor and Cucumis sativus) or

weeds (Brachiaria decumbens and Ipomoea grandifolia).

2.2. MATERIALS AND METHODS

2.2.1. General Experimental Procedures. Ethyl acetate, hexane,
1,4-dioxane, and amines were purified as described by Armarego and Chai
(33). The 'H and "*C NMR spectra were recorded on a Brucker AVANCE
DPX 250 spectrometer at 250 and 62.5 MHz using CDCI; or DMSO-ds as
solvent and TMS as internal standard. Mass spectra were recorded using a
high-resolution hybrid quadrupole (Q) and orthogonal time-of-flight (TOF).
Infrared spectra were recorded on a Perkin Elmer Paragon 1000 FTIR

spectrophotometer, with the samples prepared as a thin film on a NaCl plate,
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scanning from 635 to 4000 cm™. Optical rotation [a] was obtained using
cubets of 1 cm at 20 °C. Analytical thin layer chromatography analyses were
conducted on aluminum-packed precoated silica gel plates. Flash

chromatography was performed over silica gel (0.035-0.070 mm).

2.2.2. General procedure for the synthesis of E-enaminopyran-
2,4-dione derivatives (2a-k, 3a-b and 4a-c). These compounds were
prepared by stirring a mixture of 1 (84 mg, 0.5 mmol), alkylamine or
arylamine or amino acid methyl ester hydrochloride (0.6 mmol), triethylamine
(2 mL) and 1,4-dioxane (8 mL) under reflux for 16 h. The solvent was
removed under reduced pressure and the products were purified by silica gel
flash column chromatography, eluting with a mixture of hexane and ethyl
acetate.

(E)-3-(1-(benzylamino)ethylidene)-6-methyl-3H-pyran-2,4-dione (2a):

Yellow solid; yield: 87%; mp 79-81 °C; IR (NaCl, cm™), vmax 3686, 3621,
3454, 3018, 1695, 1643, 1577, 1481, 1394, 1328, 1215, 1062, 1000, 930,
771, 669; "H NMR (250 MHz, DMSO-d): & 2.04 (d, 3H, J = 0.5 Hz, CH3),
2.60 (s, 3H, CHg3), 4.77 (d, 2H, J = 5.2 Hz, CHy), 5.67 (br s, 1H, H5), 7.30-
7.44 (m, 5H, Ph), 14.10 (br s, 1H, NH); *C NMR (62.5 MHz, DMSO-dg): &
18.4 (C7), 19.6 (C9), 47.6 (C10), 96.2 (C3), 107.4 (C5), 128.0 (C2’ and C®),
128.3 (C4’), 129.4 (C3’ and C5’), 136.5 (C1’), 162.8 (C6) 163.3 (C2), 176.2
(C4), 183.8 (C8).
(S,E)-3-(1-(sec-butylamino)ethylidene)-6-methyl-3H-pyran-2,4-dione (2b):

White solid; yield: 91%; mp 51-53 °C: [o]o® = +2 (¢ = 0.36 g/100 mL); IR

(NaCl, cm™), v max 3446, 3018, 2987, 1695, 1640, 1577, 1477, 1394, 1217,

1062, 999, 772, 669; 'H NMR (250 MHz, DMSO-ds): §0.87 (t, 3H, J = 7.3 Hz,
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CHs), 1.19 (d, 3H, J = 6.5 Hz, CH3), 1.58 (quint, 2H, J = 7.3 Hz, CHy), 2.05 (s,
3H, CHs), 2.55 (s, 3H, CHs), 3.95 (sextet, 1H, J = 6.5 Hz, CH), 5.64 (s, 1H,
H5), 11.92 (br s, 1H, NH); °C NMR (62.5 MHz, DMSO-dg): & 12.2 (C13),
18.3 (C7), 19.6 (C9), 20.5 (C10), 29.4 (C12), 51.2 (C11), 95.7 (C5), 107.4
(C3), 162.6 (CB), 163.3 (C2), 174.4 (C4), 183.9 (C8); HRMS (ESI TOF-MS):
Calcd for C12H1sNO3 224.1287; found: 224.1338.

(E)-6-methyl-3-(1-(propylamino)ethylidene)-3H-pyran-2,4-dione (2c):

Yellow solid; yield: 90%; mp 74-75 °C; IR (NaCl, cm™), v max 3448, 3013,
2964, 2956, 2882, 1699, 1640, 1579, 1473, 1392, 1338, 1216, 1058, 906,
831, 771; "H NMR (250 MHz, DMSO-dg): 50.93 (t, 3H, J = 7.3 Hz, CHs), 1.61
(sextet, 2H, J = 7.3 Hz, CHy), 2.05 (s, 3H, CHs), 2.53 (s, 3H, CHs), 3.46 (q,
2H, J = 7.3 Hz, CH,), 5.67 (d, 1H, J = 0.5 Hz, H5), 13.80 (br s, 1H, NH); "*C
NMR (62.5 MHz, DMSO-dg): 6 11.5 (C12), 18.1 (C7), 19.6 (C9), 22.2 (C11),
45.5 (C10), 95.9 (C5), 107.4 (C3), 162.6 (C6), 163.4 (C2), 175.9 (C4), 183.8
(C8); HRMS (ESI TOF-MS): Calcd for C11H1NO3 210.1130; found: 210.1192.

(E)-6-methyl-3-(1-(phenylamino)ethylidene)-3H-pyran-2,4-dione (2d):

White solid; yield: 79%; mp 127-128 °C; IR (NaCl, cm™), v max 3454, 3055,
2987, 1714, 1699, 1574, 1471, 1392, 1362, 1267, 1190, 1161, 1064, 999,
952, 839, 742; '"H NMR (250 MHz, DMSO-ds): 6 2.11 (d, 3H, J = 0.8 Hz,
CHs3), 2.49 (s, 3H, CH3), 5.82 (q, 1H, J = 0.8 Hz, H5), 7.30-7.56 (m, 5H, Ph),
15.66 (br s, 1H, NH); *C NMR (62.5 MHz, DMSO-dg): 5 19.9 (C7), 20.4 (C9),
97.3 (C5), 107.2 (C3), 125.6 (C3’ and C%’), 128.3 (C4’), 129.6 (C2’ and C6’),
136.4 (C1’), 163.5 (C6), 163.8 (C2), 175.4 (C4), 184.6 (C8).

(E)-3-(1-(2-hydroxyphenylamino)ethylidene)-6-methyl-2H-pyran-2,4-dione
(2f):
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Yellow solid; yield: 74%; mp 171-172 °C; IR (NaCl, cm™), v max 3478,
3055, 2988, 1685, 1655, 1574, 1473, 1364, 1267, 1066, 1001, 897, 748; 1H
NMR (250 MHz, DMSO-dg): 62.10 (br s, 3H, CH3), 2.45 (s, 3H, CH3), 5.67 (s,
1H, H5), 6.88 (dt, 1H, J = 7.7, 1.2 Hz, H3’), 7.01 (dd, 1H, J = 8.2, 1.2 Hz,
H6’), 7.22 (dt, 2H, J = 8.2, 7.7, 1.2 Hz, H4’ and HY%’), 10.27 (br s, 1H, OH),
15.36 (br s, 1H, NH). *C NMR (62.5 MHz, DMSO-dg): 5 19.7 (C7), 20.3 (C9),
96.9 (C5), 108.1 (C3), 116.9 (C4’), 119.8 (C5’), 123.7 (C6’), 127.2 (C3’),
129.7 (C1’), 151.9 (C2’), 163.5 (C6) 168.5 (C2), 175.7 (C4), 183.0 (C8);
HRMS (ESI TOF-MS): Calcd for C14H14NO4 260.0923; found: 260.1182.

(E)-3-(1-(2-hydroxy-5-nitrophenylamino)ethylidene)-6-methyl-2H-pyran-

2,4(3H)-dione (2g): White solid; yield: 76%; mp 196-197 °C; IR (NaCl, cm™),

Vv max 3429, 2987, 2884, 1687, 1637, 1419, 1275, 897, 850; 'H NMR (250
MHz, DMSO-dg): 6 2.10 (s, 3H, CH3), 2.45 (s, 3H, CH3), 5.79 (s, 1H, H5),
6.87 (d, 1H, J = 8.2 Hz, H3’), 7.00 (dd, 1H, J = 8.2, 1.2 Hz, H4’), 7.22 (d, 1H,
J = 1.2 Hz, H6’), 10.27 (br s, 1H, OH), 15.33 (br s, 1H, NH); *C NMR (62.5
MHz, DMSO-dg): 6 20.4 (C7), 20.6 (C9), 97.4 (C3), 106.0 (C6), 107.4 (C5),
116.9 (C3’), 124.3 (C4’), 139.3 (C1’), 158.7 (C2), 145.4 (C2’), 148.6 (C5))
163.4 (6), 172.1 (C8), 176.0 (C4). HRMS (ESI TOF-MS): Calcd for
C14H13N206 305.0774; found: 305.0770.
(E)-3-(1-(5-chloro-2-hydroxy-4-nitrophenylamino)ethylidene)-6-methyl-2H-

pyran-2,4(3H)-dione (2h): Red solid; yield: 83%; mp 230-232 °C; IR (NaCl,

em™), v max 3483, 3371, 3020, 1637, 1531, 1473, 1321, 1216, 873, 771, 669;
"H NMR (250 MHz, DMSO-dg): 2.24 (d, 3H, J = 0.8 Hz, CH3), 2.53 (s, 3H,
CHs), 6.24 (br s, 1H, H5), 6.68 (s, 1H, PhH), 7.46 (s, 1H, PhH), 8.57 (br s,

1H, OH), 10.28 (br s, 1H, NH); *C NMR (62.5 MHz, DMSO-dg): & 14.9 (C7),
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20.6 (C9), 99.9 (C3), 101.4 (C5), 113.7 (C3’), 120.8 (C6’), 121.6 (C5’), 133.2
(C4),142.1 (C2’), 145.4 (C1’), 148.6 (C2) 160.9 (6), 170.6 (C8), 180.9 (C4).
Methyl 2E-(1-(6-methyl-2,4-dioxopyridin-(2H)-pyran-3(4H)-

ylidene)ethylamino)acetate (2i): White solid; yield: 86%; mp 145-146 °C; IR

(NaCl, cm™), v max 3454, 3018, 1720, 1699, 1642, 1581, 1475, 1394, 1363,
1218, 1064, 1000, 929, 771, 669; 'H NMR (250 MHz, DMSO-ds): & 2.06 (d,
3H, J = 0.5 Hz, CHs), 2.51 (s, 3H, CH3), 3.72 (s, 3H, OCHs), 4.54 (d, 2H, J =
5.0 Hz, CHp), 5.72 (d, 1H, J = 0.5 Hz, H5), 14.02 (br s, 1H, NH); "*C NMR
(62.5 MHz, DMSO-dg): 5 18.7 (C7), 19.6 (C9), 45.7 (C1’), 52.9 (OCHs), 96.4
(C5), 107.2 (C3), 162.4 (C6) 169.1 (C2 and C2'), 175.6 (C4), 183.2 (C8).
HRMS (ESI TOF-MS): Calcd for C11H14NOs 240.0872; found: 240.0870.

(E)-3-(1-(4-methoxyphenylamino)ethylidene)-6-methyl-3H-pyran-2,4-dione

(2j): Yellow solid; yield: 66%; mp 180-182 °C; IR (NaCl, cm™), v max 3055,
2987, 2941, 2887, 1699, 1645, 1627, 1573, 1530, 1475, 1321, 1265, 1031,
999, 897, 840, 746; 'H NMR (250 MHz, CDCl3): 52.14 (s, 3H, CHs), 2.56 (s,
3H, CHa), 3.81 (s, 3H, OCHas), 5.74 (s, 1H, H5), 6.93 (d, 2H, J = 8.8 Hz, H2’
and H6’), 7.08 (d, 2H, J = 8.8 Hz, H3 and H5’), 15.44 (br s, 1H, NH); "*C
NMR (62.5 MHz, CDCls): § 20.0 (C7), 20.5 (C9), 55.6 (OCH3), 97.1 (C3),
107.0 (C5), 114.8 (C3’ and C5’), 126.7 (C2’' and C6’), 128.8 (C1’), 159.3
(C4), 163.7 (C6) 163.9 (C2), 175.6 (C4), 184.3 (C8).

(E)-3-(1-(butylamino)ethylidene)-6-methyl-3H-pyran-2,4-dione (2k):

Yellow oil; yield: 92%; IR (NaCl, cm™), v max 3479, 3055, 2961, 2924, 2869,
1695, 1655, 1581, 1479, 1392, 1361, 1338, 1257, 1163, 1061, 999, 926, 837,
735; "H NMR (250 MHz, CDCls): §0.95 (t, 3H, J = 7.3 Hz, H4’), 1.44 (sextet,

2H, J=7.3 Hz, H3’), 1.68 (m, 2H, H2'), 2.10 (d, 3H, J = 0.5 Hz, CH3), 2.52 (s,
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3H, CH3), 3.46 (m, 2H, H1’), 5.68 (br d, 1H, J = 0.5 Hz, H5), 13.98 (br s, 1H,
NH); *C NMR (62.5 MHz, DMSO-d¢): § 13.6 (C4’), 18.1 (C3’), 19.7 (C9),
20.0 (C2), 30.9 (C1), 43.9 (C7), 96.4 (C5), 107.0 (C4), 162.0 (C2), 175.0
(C4), 182.0 (C8).
(E)-6-methyl-3-(1-(2-phenylhydrazinyl)ethylidene)-2H-pyran-2,4(3H)-dione

(3a):

Red oil; yield: 62%; IR (NaCl, cm™), v max 3460, 3055, 2987, 1743, 1610,
1552, 1421, 1265, 1103, 897, 750; 'H NMR (250 MHz, DMSO-ds): &5 2.25 (d,
3H, J = 0.8 Hz, CHs), 2.42 (s, 3H, CHs), 5.90 (br s, 1H, H5), 7.37 (t, 1H, J =
7.8 Hz, H4'), 7.56 (m, 2H, H3’ and H5'), 7.73 (d, 2H, J = 7.8 Hz, H2’ and H6’);
3C NMR (62.5 MHz, DMSO-dg): & 14.7 (C9), 19.6 (C7), 102.4 (C3), 104.9
(C5), 120.9 (C2’ and C6’, 127.6 (C4’), 129.9 (C3' and C5'), 136.9 (C1°), 144.9
(C2), 150.3 (C8), 154.5 (C4), 159.3 (C6). HRMS (ESI TOF-MS): Calcd for
C14H1sN203 259.1083; found: 259.1101.

(E)-3-(1-(2-(2,4-dinitrophenyl)hydrazinyl)ethylidene)-6-methyl-2H-pyran-

2,4(3H)-dione (3b): Red oil; yield: 58%; IR (NaCl, cm™), v max 3445, 3055,
2987, 1740, 1700, 1645, 1625, 1549, 1421, 1344, 1261, 1039, 897, 748; 'H
NMR (250 MHz, DMSO-de): §2.24 (d, 3H, J = 0.8 Hz, CH3), 2.45 (s, 1H, NH),
2.54 (s, 3H, CHs), 6.27 (br s, 1H, H5), 8.18 (dd, 1H, J = 9.0, 0.3 Hz, H6’),
8.72 (dd, 1H, J = 9.0, 2.5 Hz, H5), 8.88 (dd, 1H, J = 2.5, 0.3 Hz, H3"); "°C
NMR (62.5 MHz, DMSO-dg): & 14.7 (C9), 20.6 (C7), 99.9 (C3), 101.5 (C5),
105.8 (C6), 122.0 (C3'), 132.9 (C5'), 146.8 (C2’), 147.8 (C4’), 151.5 (C1’),
154.7 (C6) 161.0 (C2), 170.7 (C8), 180.9 (C4). HRMS (ESI TOF-MS): Calcd

for C14H13N4O7 349.0784; found: 349.0781.
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(S, E)-Methyl-3-methyl-2-(1-(6-methyl-2,4-dioxo-2H-pyran-3(4H)-

ylidene)ethyl amino)propanoate (4a): White solid; yield: 78%); mp 121-122

°C; [a]p®® = -7 (c = 0.29 g/100 mL); IR (NaCl, cm™) v max 3456, 3057, 2986,
2957, 1725, 1699, 1670, 1583, 1477, 1361, 1251, 1223, 1151, 1059, 1000,
895, 737; "H NMR (250 MHz, DMSO-dg): & 1.47 (d, 3H, J = 7.3 Hz, CHs),
2.06 (d, 3H, J = 0.8 Hz, CHs), 2.52 (s, CHs), 3.72 (s, 3H, OCHs), 4.88
(quintet, 1H, J = 7.3 Hz, CH), 5.71 (br s, 1H, H5), 14.23 (br s, 1H, NH); *C
NMR (62.5 MHz, DMSO-ds): & 18.6 (C7), 18.8 (C9), 19.6 (C12), 52.2 (C11),
53.3 (OCH3), 96.4 (C5), 107,4 (C3), 163.0 (C2 and C6), 171.5 (C10), 175.9
(C4), 184.0 (C8); HRMS (ESI TOF-MS): Calcd for Ci,H1sNOs 254.1028;
found: 254.1186.
(S,E)-methyl-2-(1-(6-methyl-2,4-dioxo-2H-pyran-3(4H)-

ylidene)ethylamino)-3-phenylpropanoate (4b): White solid; yield: 97%; mp

91-92 °C; [a]p®® = -202 (c = 0.21 g/100 mL); IR (NaCl, cm™), v max 3454,
3055, 2988, 2956, 1730, 1701, 1670, 1578, 1477, 1362, 1265, 1065, 999,
896, 746; "H NMR (250 MHz, DMSO-dg): 6 2.05 (d, 3H, J = 0.5 Hz, CHs),
2.34 (s, 3H, CH3), 3.11 (dd, 1H, J = 14.0, 7.7 Hz, CHy), 3.26 (dd, 1H, J =
14.0, 7.7 Hz, CHy), 3.71 (s, 3H, OCHs), 5.15 (t, 1H, J = 7.7 Hz, CH), 5.70 (br
s, 1H, H5), 7.10-7.32 (m, 5H, Ph), 14.40 (br s, 1H, NH); "*C NMR (62.5 MHz,
DMSO-ds): 518.4 (C7), 19.6 (C9), 35.7 (C12), 53.2 (OCH3), 57.9 (C11), 96.4
(C5), 107.8 (C3), 127.6 (C4’), 128.9 (C2  and C6’), 129.9 (C3’ and C5’), 135.7
(C1’), 163.8 (C2), 170.2 (C10), 176.3 (C4), 185.2 (C8). HRMS (ESI TOF-
MS): Calcd for C1gH20NOs 330.1341; found: 330.1362.
(S, E)-Methyl-3-methyl-2-(1-(6-methyl-2,4-dioxo-2H-pyran-3(4H)-

ylidene)ethylamino)butanoate (4c): Yellow oil; yield: 82%; [a]p® = +4 (¢ =
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1.18 g/100 mL); IR (NaCl, cm™), v max 3448, 3020, 2971, 1705, 1697, 1650,
1577, 1479, 1394, 1363, 1216, 927, 777, 669; 'H NMR (250 MHz, DMSO-de):
50.92 (d, 3H, J = 6.5 Hz, CHs), 0.94 (d, 3H, J = 6.5 Hz, CH3), 2.07 (d, 3H, J =
0.5 Hz, CHs), 2.28 (m, 1H, H3"), 2.50 (s, 3H, CHs), 3.72 (s, 3H, OCHs), 4.77
(dd, 1H, J = 8.2, 6.5 Hz, H2"), 5.73 (br s, 1H, H5), 14.30 (br s, 1H, NH); "*C
NMR (62.5 MHz, DMSO-dg): & 17.7 (C7), 18.6 (C4’), 18.8 (C5’), 19.6 (C3),
31.4 (C9), 53.1 (OCHs), 61.7 (C2’), 96.6 (C5), 108.0 (C3), 163.2 (C2 and C6),
170.3 (CT’), 176.8 (C4), 198.0 (C8); HRMS (ESI TOF-MS): Calcd for

C14H20NOs 282.1342; found: 282.1308.

2.2.3. X-Ray analysis. A well-shaped single crystal of (E)-3-(1-
(propylamino)ethylidene)-6-methyl-3H-pyran-2,4-dione (2¢) was selected for
the X-ray diffraction experiment. This crystal was mounted on a glass fiber
and afterwards positioned on the goniometer head. Intensity data were
collected at low temperature (150(2) K) provided by a cryogenic device
(Oxford Cryosystem) and with graphite monochromated MoKa radiation (A =
0.71073 A), using a Enraf-Nonius Kappa-CCD diffractometer. The cell
refinements were performed using the software Collect (34) and Scalepack
(35), and the final cell parameters were obtained on all reflections. Data for
compound 2c were measured up to 27.4° in 0, totaling 4497 Bragg
reflections. Data reduction was carried out using the software Denzo-SMN
and Scalepack (35) with XdisplayF for visual representation of data. An
absorption coefficient of 0.096 mm™ was observed. Thus, absorption

correction was not done.
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The structure was solved using the software SHELXS-97 (36) and refined
using the software SHELXL-97 (37), where the C, N and O atoms were
clearly solved and full-matrix least-squares refinement of these atoms with
anisotropic thermal parameters was carried out. The amine hydrogen atom
was located by difference Fourier analysis and was set as isotropic. On the
other hand, the C-H hydrogens were positioned stereochemically and were
refined with fixed individual displacement parameters [Uiso(H) = 1.2Ueq (Cs?)
or 1.5Ueq (Csp3)] using a riding model with C—H bond lengths ranging
between 0.93 A and 0.97 A. Table 1 was prepared using WinGX (version
1.70.01) (38) and presents a summary of the X-ray diffraction experiment.
ORTEP-3 (39) and MERCURY (40) were also used in order to publish the
crystal data, as well as MOGUL (47), a useful program to evaluate the
molecular conformation and geometry by matching the values of bond
distances, torsional and valence angles for a query compound with the
corresponding ones of similar structures that are deposited at the Cambridge
Structure Database (CSD) (42) (Table 1).

The crystallographic information file leading to the data sets (except the
structure factors) for compound 2c has been deposited with the Cambridge
Structural Data Base under deposit code CCDC 694825 (copies of these
data may be obtained free of charge from The Director, CCDC, 12 Union
Road, Cambridge, CB2 1EZ, UK, fax: +44123-336-033; e-mail:

deposit@ccdc.cam.ac.uk or http:www.ccdc.ac.uk).
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Table 1. Crystal data and structure refinement for compound 2¢

Empirical formula
Formula weight
Temperature [K]
Wavelength [A]
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume [A%]

Z

Density (calculated) [Mg/m?]
Absorption coefficient [mm™]
F (000)

Crystal size [mm]

6-Range for data collection [°]
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to 6 = 27.4°
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R for | >20(/)

R for all data

C11H15NO3
209.24

150(2)

0.71073
Monoclinic

P24/c

a= 4.6727(2) A
b = 20.8465(8) A
¢ =10.8060(4) A
B =94.325(2)°
1049.61(7)

4

1.324

0.096

448

0.22 x0.11 x 0.05
3.8-27.4

-5<h<5,-26<k<26,-13</<13

4497
2308 [R(int) = 0.0351]

97.7%

Full-matrix least-squares on F?
2308 /0/143

1.025

R1=0.0504

wR2 =0.1393

Largest diff. peak and hole [e.A®] 0.235 and -0.212
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2.2.4. Plant growth inhibition assays. In order to evaluate the growth
regulatory potential of the synthesized E-enamino-pyran-2,4-diones (1, 2a-k,
3a-b, 4a-c), two different bioassays were carried out.

2.2.4.1. Radicle elongation assay on filter paper. The solutions of E-
enaminopyran-2,4-diones were prepared by dissolving a proper amount in
xylene (48 uL) and pentan-3-one (24 uL) (37). After addition of the surfactant
Tween 80 (72 uL), the resulting suspension was transferred to a volumetric
flask and diluted with water to 50 mL, so as to obtain final concentrations of 1
x 10° mol L™ and 1 x 10™ mol L. These suspensions were sonicated for 5
min, and then 4 mL aliquots were used to imbibe two sheets of filter paper
(Whatman n° 1) placed in 100 x 15 mm glass Petri dishes. To each dish were
added 20 seeds of Sorghum bicolor L. Moench (Geneze Company, Paracatu,
Minas Gerais State, Brazil) or Cucumis sativus L. (purchased from a local
market). The plates were incubated at 25 °C under fluorescent light (8 x 40
W) for 72 h. Radicle length was then measured, and total germination
recorded. Seeds were considered to have germinated if a radicle protruded
at least 1 mm. Treatments were carried out in a completely randomized
design with five replications. The data, expressed as percentage of radical
growth inhibition with respect to untreated controls, were analyzed using
Tukey’s test at 0.05 probability level.

2.2.4.2. Greenhouse trials. Plastic pots (0.13 L) were filled with acid-
washed sand, which was saturated with the solution of the test compound
(60 mL/450 g of sand, corresponding to 5.9 x 10° mmol a.i./g substrate).
Four seeds of I. grandifolia or B. decumbens were placed in each pot.
Seedlings were grown in a greenhouse, and watered as required with tap

water or, twice a week, with half-strength Hoagland solution, to maintain the
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humidity at 13.3% w/w. Twenty-one days after sowing, plants were
harvested, and the roots and aerial parts were separated and weighted.
Tissues were then dried at 60 °C until constant weight, and the
corresponding dry mass was determined. The percentage of root and aerial
part growth inhibition was calculated in relation to the mass of the respective

control. Data were expressed and analyzed as previously indicated.

2.3. RESULTS AND DISCUSSION

2.3.1. Synthesis of E-enaminopyran-2,4-diones. Treatment of
dehydroacetic acid 1 with the corresponding primary alkyl or aryl amines
proceeded smoothly in the presence of triethylamine in refluxing 1,4-dioxane
to give the corresponding functionalized E-enaminopyran-2,4-diones 2a-k in
excellent yields (Scheme 1). The use of (S)-sec-butylamine gave chiral
enamino-2,4-dione 2b in 91% isolated yield. Usually, the reaction with alkyl

amines led to better yields when compared with aryl amines.
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o9 RNH, (1.2 eq) T 0
=
s Y. 8 Me EtsN Me
| 3 9 —3> |
Me~ 0 230 1,4-dioxane Me~ O @]
7 ! reflux, 16 h
1 2a-k
A"1N|2'*NH2 1,4-dioxane a:R=Bn,87%
(1:284) | rofiux, 16 h b: R = (S)-s-Bu, 91%
(S)
EtsN c: R=n-Pr,90%
H d: R =Ph, 79%
o N NHA e: R = 2-Cl-CgHy, 49%
P f: R = 2-OH-CgHy, 74%
| Me g: R = 2-hydroxy-5-nitrophenyl, 76%
Me” o o h: R = 5-chloro-2-hydroxy-4-nitrophenyl, 83%
s0cb i: R = CH,CO,Me, 86%

j: R=4-OMe-Ph, 76%
a: Ar=Ph, 62% k: R =n-Bu, 92%
b: Ar = 2,4-dinitrophenyl, 58%

Scheme 1. Preparation of E-enaminopyran-2,4-diones 2a-k and 3a,b.

The next step involved the reactions of dehydroacetic acid 1 with
phenylhydrazines to give the E-enaminopyran-2,4-diones 3a and 3b in good

yields (Scheme 1).

We next moved to the reactions of dehydroacetic acid 1 with the
corresponding chiral a-amino esters (Scheme 2). We were able to get
excellent yields by reacting 1 with the a-amino esters derived from L-alanine,
L-phenylalanine and L-valine, affording the desired E-enaminopyran-2,4-

diones 4a-c.
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a: R' = Me, 78%
b: R'=Bn, 97%
c: R' =i-Pr, 82%

Scheme 2. Preparation of chiral E-enaminopyran-2,4-diones 4a-c.

2.3.2. X-Ray analysis. The structures of the products were confirmed
by X-ray analysis of compounds 2a, 2b and 2c¢ (Figure 1). Of the two
possible isomers, the E-enaminone is formed preferentially as hydrogen
bonding occurs with the more electron rich oxygen. In Figure 1, an ORTEP-3
representation (38) of compound 2c¢ is shown. This compound crystallizes in
the centrosymmetric monoclinic space group P2:/c with one entire molecule
in the asymmetric unit. In the solid state, the X-ray diffraction analyses have
revealed that the major tautomer is the form presenting the nitrogen atom
covalently hydrogen bonded, whereas the two exocyclic oxygen atoms are
either carbonyl or carboxyl (Figure 1). An interesting intramolecular feature in
the 2c¢ structure is the occurrence of a chelating six-membered system
closed by the classical non-covalent hydrogen bond N1-H1...02 in which the
nitrogen atom of the propylamino moiety is the hydrogen donor and the

carbonyl oxygen of the &-lactone ring is the acceptor.
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Figure 1. ORTEP-3 representation of compound 2¢

2.3.3. Phytotoxic assay. Compounds 1, 2a-k, 3a,b and 4a-c were
then submitted to a plant growth bioassay to evaluate their effect on the
radicle growth of Cucumis sativus and Sorghum bicolor. The experiments
were carried out at two concentrations (10* and 10 mol L") of each
compound and the results are shown in Figure 2.

None of the compounds caused a significant effect on the germination
rate for C. sativus at the two concentrations tested. However, at 10 mol L™
several different effects were observed: stimulating effects (2c¢, 2d, 2g, 2i, 2k,
and 4c), lesser inhibitory effects (2a, 20%; 2h and 3b, 23%) and moderate
inhibitory effects (3a, 29%; 1, 37%; and 2e, 54%). At 10° mol L™ all
compounds showed inhibitory effects, ranging from 19% to 88%, on the
radicle growth of C. sativus. The six most active compounds (1, 2b, 2d, 2e,
2h and 4c) caused more than 80% inhibition of radicle growth. It is interesting
to note that compound 2b, which presents a (S)-s-butyl group attached to the
nitrogen, is much more active (88% inhibition) than compound 2k (44%
inhibition), bearing a butyl group. This result could in principle suggest that
chirality could have some effect on the activity. This hypothesis was
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disproved since it was observed that chiral E-enaminopyran-2,4-diones (4a-
c) were as active as (63-81% of inhibition) the achiral compound (2i) (69%) in
inhibiting the radicle development of C. sativus.

The aromatic enamine 2d bearing an unsubstituted phenyl ring caused
the best result of inhibition against C. sativus, compared with the aromatic
enamines with substitutions in the ring. Despite a stimulating effect on radicle
growth at 10 mol L™, at the higher concentration 2d inhibits (81 % inhibition)
as much as 2e (88%) and 2h (81%). These data and others presented in
Figure 2 suggest that the presence of substitution on the aromatic ring of
these enamines is not a requisite for herbicide activity against C. sativus.

For the hydrazines (3a and 3b) it was observed that the presence of
two nitro groups on the aromatic ring had a significant impact on the activity.
Compound 3b caused 78% inhibition of radicle growth, while 3a was four
times less active, causing only 19% inhibition.

For S. bicolor, none of the compounds caused a significant effect on
the germination rate at 10™ mol L™. However, at 10 mol L™ were observed
inhibitions with 2a (16%), 2f and 2k (18%), 2d (22%), 2h (25%), 1 (73%) and
2e (76%).

Only 3a and 4b showed a stimulating effect at 10 mol L™ (26% and
11%, respectively). A small inhibitory effect (less than 10%) was noted for
compounds 2d, 2g, 2h, 2i, and 3b, while approximately 46% inhibition was
observed for compounds 2a, 2b, and 2k. At 10 mol L' compounds 3a and
4b showed lower inhibitory effects (27% and 24%, respectively), while
moderate inhibitory effects (2i, 59% and 2j, 48%) and high inhibitions were
found for compounds 2c¢ and 3b (76%), 2b and 2k (80%), 1 (83%) and 2e
(85%).
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The chiral (4a-c) and achiral (2i) enamine methyl esters showed
large differences over the radicle development of S. bicolor. The aromatic
compound 4b showed a small inhibitory effect (11% and 24%, at 10* and 10"
® mol L, respectively) on radicle growth, while for the others high inhibitory
activities (2i, 7% and 59%; 4c, 17% and 70%; 4a, 22% and 72%) were
registered. Since the observed inhibitory activities for 2i, 4c and 4a are quite
similar, it seems that for these compounds the chirality is not a requirement
for inhibitory activity. Moreover, since the aromatic compound 4b displayed a
small inhibitory effect, it is apparent that the presence of an alkyl group
attached to the chiral carbon may contribute to the activity of compounds (4a-
c) against S. bicolor.

At 10° mol L hydrazine 3b caused higher inhibition (76%) on the
radicle development of S. bicolor than 3a (27% inhibition). These results are
consistent with those reported for C. sativus, confirming the strong influence
of the nitro groups on the activity of these compounds.

Compound 2e, an aromatic enamine with a chorine in the ring,
presented the best result of inhibition (85% at 10 mol L™) against S. bicolor
compared with other aromatic enamines. The presence of a chlorine atom
seems to have little effect on herbicide activity, since 2d caused 62% of
inhibition at the same concentration. On the other hand, compound 2h, which
differs from 2g by the presence of chlorine in the ring and by the position of
the nitro group, was 8% more active at 10™ mol L™, while 2f (with a hydroxyl
in ring) was 11% less active than 2e at 10 mol L.

For the alkyl enamines 2b (79% inhibition), 2c (75%) and 2k (80%) no
significant differences for the herbicide activity at 10 mol L™ was observed.

At the other concentration compound 2c¢ (20% inhibition) was much less
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active than the others. These data suggest that the size of the alkyl chain
could be associated with activity. Futher investigation should be carried out in
order to evaluate this proposal.

After confirming the inhibitory activity of the pyran-2,4-diones on the
development of C. sativus and S. bicolor the effect of the most active
compounds (1, 2a, 2b, 2g-i, 4b and 4d) on the growth of the important weeds
Ipomoea grandifolia and Brachiaria decumbens was investigated. At 5x10™
mol L™ all the compounds caused inhibition of the biomass of the roots
(ranging from 32% to 83%) and on the aerial parts (from 8% to 84%) of .
grandifolia. Compounds 2a, 2b and 2g were the most active causing around
81% (for the three compounds) inhibition on root biomass development, and
84%, 84% and 76% on the aerial parts of . grandifolia, respectively. These
data suggest that the presence of sec-butyl, benzyl or 2-hydroxy-5-
nitrophenyl groups have similar contributions to the herbicide activity of these
enamines. The same behavior was observed for 4a and 4c, where a methyl
or isopropyl on the chiral carbon did not cause a significant change in
herbicide activity (roots: 4a, 62% inhibition and 4c, 65%; aerial parts: 4a,
57% inhibition and 4c¢, 68%). When compared with 2i, the presence of methyl
or isopropyl groups (4a or 4c) significantly increases herbicide activity (2i:
roots, 34%; aerial parts: 42%) against I. grandifolia.

For B. decumbens, compound 2g inhibited roots and aerial parts by
15%, while 2h increased the development of roots by 24% and the aerial
parts by 20%. Compound 4a caused 46% and 33% inhibition on roots and
aerial part development, respectively; for 4c induction of the development of

roots and aerial parts (around 46%) was observed. There was no significant
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difference between 4a and 2i (roots inhibition, 44%; aerial parts inhibition
33%).

Compound 2b, a chiral alkyl enamine, showed the highest inhibitory
effect on the development of roots (66%) and aerial parts (71%) of B.
decumbens.

The effect of the precursor dehydroacetic acid (1) was also
investigated. Dehydroacetic acid inhibits the development of roots (41%) and
aerial parts (8%) of Ipomoea grandifolia, but increases the development of
roots (68%) and aerial parts (41%) of Brachiaria decumbens at a
concentration of 5x10™ mol L.

The highest activities presented by the tested compounds and the
selective effect observed on the root growth of monocotyledons (B.
decumbens) and dicotyledons (/. grandifolia) should be further investigated.
These compounds also could be exploited for the design of new substances

closely related to dehydroacetic acids endowed with herbicidal activity.
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C. sativus 0.1 mM C. sativus 1 mM
B S. bicolor 0.1 mM B S. bicolor 1 mM

100

Inhibition (%)

-40

Compounds
443
444 Figure 2. Effect of the compounds, at 10* mol L (0.1 mM) and 10 mol L™ (1 mM), on the radicle development of C. sativus and S.
445  bicolor.
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447 Figure 3. Effect of the compounds, at 5x10™ mol L™, on the development of radicle and aerial parts of I. grandifolia and B.

448 decumbens.
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2.4. CONCLUSIONS

We have prepared a variety of new functionalized achiral and chiral E-
enaminopyran-2,4-diones, starting with dehydroacetic acid. In addition, we
have described their effect on radicle growth of Sorghum bicolor and
Cucumis sativus. The most active compounds against S. bicolor, and C.
sativus were tested on the development on the radicle and aerial parts of the
I. grandifolia and B. decumbens. Based upon a preliminary structure-activity
relationship analysis discussed in this paper, work is currently under way to
achieve the synthesis of new pyran-2,4-diones derivatives with better

herbicide activity.
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2.7. SUPPORTING INFORMATION AVAILABLE

Preparation of achiral and chiral E-enamino-
pyran-2,4-diones and their phytotoxic activity

LUIZ C. DIAS", ANTONIO J. DEMUNER®, VANIA M. M. VALENTES®, LUIZ C. A.
BARBOSAB, FELIPE T. MARTINS®, ANTONIO C. DORIGUETTOP, AND JAVIER

ELLENAC,
2.7.1. X-Ray analysis. Results and Discussion.

Figure S1 shows an ORTEP-3 representation (1) of compound 2c.
This compound crystallizes in the centrosymmetric monoclinic space group
P2,/c with one entire molecule in the asymmetric unit. In the solid state, the
X-ray diffraction analyses have revealed that the major tautomer is the form
presenting the nitrogen atom covalently hydrogen bonded, whereas the two
exocyclic oxygen atoms lie as either carbonyl or carboxyl ones (Figure S1).
An interesting intramolecular feature in the 2¢ structure is the occurrence of a
chelating six-membered system closed by the classical non-covalent
hydrogen bond N1-H1...02 in which the nitrogen atom of the propylamino
moiety is the hydrogen donor and carbonyl oxygen one of the &-lactone ring
is the acceptor. Furthermore, an electronic delocalization crossing the
intramolecularly H-bonded core can be suggested, taking into account the
following observations: a) the six atoms 02-C3-C2-C7-N1-H1, forming the
ring are almost entirely coplanar in view of the highest deviation from the
least-squares plane passing through them to be 0.027(3) A for C2 (root mean

square deviation of fitted atoms is 0.0167 A) and b) the double bonds C2-C7
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(1.431(2) A) and 02-C3 (1.262(2) A) have a single bond character since they
present lenghts larger than the expected ones, 1.41(2) A and 1.24(3) A,
respectively, due to a conjugation path through the atoms involved in these
bonds and, hence, passing along the chelating ring. All expected values
presented throughout the principal text have been averaged by MOGUL (2)
intramolecular analyses in the Cambridge Structural Database (CSD) (3),
and the results concerning the comparative searches for bond lengths,
valence and dihedral angles are exhibited in the Table S1. As found in this
Table, some relevant deviations from the expected values for bond distances
and angles were reported in the pyrandione moiety. For instance, the
shortening of the C4-C5 bond length (1.328(2) A against a MOGUL mean of
1.37(4) A) and the expansion of the C4-C5-C6 valence angle (126.9(2)°
against a MOGUL mean of 121(3)°) were reported, as a consequence of the
double bond character strengthening of the covalent C4-C5 contact and C5
carbon hybridization alteration. As a coherent interpretation for this, an
electronic resonance decrease occurs through the atoms O2-C3-C4-C5 that
would give rise to a keto-enolate hybrid wherein the O2-C3 carbonyl group
partially takes on the features of a carboxylate, when the four query atoms
were kept adequately conjugated. Since the O2 oxygen atom is electronically
in charge of conjugation along the chelating O2-C3-C2-C7-N1-H1 ring and it
also accepts hydrogen in a strong intramolecular N1-H1...02 interaction,
electron sharing in the 02-C3-C4-C5 resonance path is hindered. Therefore,
the electron delocalization crossing these four atoms is decreased, and the
C4-C5 binding shows a double bond property greater than that of equivalent
connections in 2c-like compounds which are not influenced by additional

resonance-assisted hydrogen bonds (4, 5).
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655 Table S1. Experimental bond lengths (A ) and angles (°) and some selected torsion angles (°) for compound 2¢ determined by

656  single crystal X-ray diffraction (query value) matching to MOGUL (mean) intra-molecular analyses
657

Query Num Query
ggg Fragment Number Mean value Fragment ber Mean value
660 C1-C2 259 1.46(3) 1.434(2) C9-C10-C11 245 114(7) 111.9(1)
661 C2-C3 61 1.45(2) 1.443(2) C7-N1-C9 30 128(4) 127.0(1)
662 C3-C4 401 1.44(3) 1.445(2) C1-03-C5 77 122(1) 122.3(1)
663 C4-C5 1378 1.37(4) 1.328(2) N1-C7-C2 20 119(1) 118.5(1)
664 C5-C6 1695 1.50(3) 1.484(2) N1-C7-C8 49 117(2) 118.1(1)
665 C2-C7 71 1.41(2) 1.431(2) N1-C9-C10 130 112(3) 109.8(1)
666 C7-C8 1438 1.50(1) 1.492(2) 01-C1-C2 259 126(4) 129.1(1)
22; C9-C10 245 1.49(5) 1.510(2) 01-C1-03 215 115(2) 113.2(1)
669 C10-Cl11 10000 1.50(1) 1.518(2) 02-C3-C2 61 123(1) 123.7(1)

N1-C7 49 1.32(2) 1.314(2) 02-C3-C4 401 122(2) 119.4(1)
g;(i N1-C9 3329 1.46(2) 1.462(2) 03-C1-C2 80 117(1) 117.5(1)
672 01-C1 10000 1.21(2) 1.214(2) 03-C5-C4 198 121(2) 121.4(1)
673 02-C3 1126 1.24(3) 1.262(2) 03-C5-C6 217 112(2) 111.6(1)
674 03-C1 215 1.39(2) 1.410(2)
2;2 03-C5 217 1.37(2) 1.365(2) C1-C2-C7-C8 31 0.19(9) 7.7(2)
C2-C7-N1-C9 43 179.74(1) 177.8(1)
2;2 C1-C2-C3 21 119(1) 119.7(2) C3-C2-C7-C8 36 179.55(3) 173.7(1)
679 C1-C2-C7 23 119(1) 119.6(1) C7-N1-C9-C10 69 179.5(3) 172.1(2)
680 C2-C3-C4 39 117(2) 116.9(1) C8-C7-N1-C9 49 0.348(9) 1.0(2)
681 C3-C2-C7 18 120.7(4) 120.7(1) N1-C7-C2-C1 31 179.8(1) 173.6(1)
682 C3-C4-C5 28 122(1) 121.8(1) N1-C7-C2-C3 34 0.6(2) 5.0(2)
C4-C5-C6 1375 121(3) 126.9(2) N1-C9-C10-C11 173 179.93(5) 179.4(1)
C2-C7-C8 71 122(2) 123.4(1)
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Table S3 . Effect of Compounds Radicle Growth of S. bicolor and C. sativus
Seedlings (% of inhibition)

Plant C. sativus S. bicolor
Conc. 1x10*mol L™ 1x10° mol L™ 1x10* mol L7 1x10™ mol L™
Compounds

1 36.7 GHa 87.6 Aa 34.6 JKLMa 82.7 ABa
2a 20.1 JKLb 65.5 CDEa 45.0 HIUKa 70.8 BCDEa
2b 15.0 KLb 87.5 Aa 46.2 HlJa 79.3 ABb
2c -15.7 Qb 46.2 FGb 19.9 MNa 75.4 ABCa
2d -10.4 OPQb 81.1 Aba 7.2 QRa 62.0 DEFb
2e 54.5 EFa 88.3 Aa 32.9 KLMNb 85.2 Aa
2f 7.8 LMb 69.3 BCDa 39.91JKLa 73.7 ABCDa
29 -12.4 PQb 58.1 DEFa 3.9Ra 55.6 FGHa
2h 21.8 IUKa 81.4 Aba 4.3 Rb 64.4 CDEFb
2i -15.3 Qb 69.1 BCDa 7.0 QRa 59.3 EFGb
2j 1.4 MNOb 33.4 Hib 28.4 LMNOa 48.2 GHla
2k -10.4 OPQb 40.5 GHb 48.3 GHla 79.7 ABa
3a 29.5 HlJa 19.2 JKLb -26.5Tb 27.2 MNOa
3b 23.4 |JKa 77.6 ABCa 8.3 PQRb 75.8 ABCa
4a -0.3 MNOPb  76.3 ABCa 21.6 NOa 71.7 BCDEa
4b 2.1 MNa 63.1 DEa -10.8 Sb 24.4 MNOb
4c -6.4 NOPQb 80.8 Aba 17.2 OPQa 70.5BCDEb

‘Mean values in the same column with the same capital letter are not
significantly different at P = 0.05% by Tukey’s test .

‘Mean values in the same line with the same minuscule letter are not
significantly different at P = 0.05% by Tukey’s test, at each concentration.

Table S4. Effect of Compounds at 5.9 x 10° mol Kg™' on the Growth of |.
grandifolia and B. decumbens under Greenhouse Conditions (% of inhibition)

Plant Ipomoea grandifolia Brachiaria decumbens
gompound Radicle Aerial parts Radicle Aerial parts
1 40.7 Ba 7.6 Da -67.7 Eb -41.2 CDb
2a 79.6 Aa 85.9 Aa 39.3Bb 22.8 Bb

2b 83.0 Aa 84.4 Aa 65.5 Ab 70.8 Aa

29 79.9 Aa 78.9 Aba 15.3Cb 15.0 Bb

2h 32.0 Ba 43.7 Ca -24.0 Db -20.3 Cb

2i 34.3 Ba 41.7 Ca 43.3 Ba 33.3 Ba

4a 61.7 Aa 56.9 BCa 43.4 Bb 33.3Bb

4c 65.3 Aa 67.7 Aba -45.7 Db -47.4 Db

‘Mean values in the same column with the same capital letter are not
significantly different at P = 0.05% by Tukey’s test.

‘Mean values in the same line with the same minuscule letter are not
significantly different at P = 0.05% by Tukey’s test, at each concentration.
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Figure S1. The ORTEP view (7) of pyrandione 2c. Ellipsoids are at 50%
probability level and an arbitrary atom labeling is used. The hydrogen

atoms are shown as spheres of arbitrary radii.

Five other valence angle measurements given in Table S1
deviated from the MOGUL average values. Such unusual intramolecular
geometry features are caused by the weak non-classical intermolecular
hydrogen bonds whereby the groups either donating or accepting
hydrogen atoms are pulled away from a certain angle supporting domain
to geometrically optimize the hydrogen interaction. In this way, the
intermolecular C9-H9a...01 contact gives rise to an infinite chain along
the [103] direction, where the packed molecules are related by 24 screw
axis symmetry, in a zigzag manner, and is responsible for the contraction
of the angles N1-C9-C10 (109.8(1)°) and O1-C1-0O3 (113.2(1)°), which
are closer than MOGUL means, 112(3)° and 115(2)°, respectively. The
intermolecular non-classical hydrogen bonds, together with the
intramolecular classical one, are illustrated in Figure S2, an ORTEP view
(7), highlighting the non-covalent connections that play an essential role

for the crystalline packing of 2c. Their detailed geometry is given in Table
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S2. As a result of O1-C1-O3 angle tightening, the O1-C1-C2 corner
(129.1(1)°) is more expanded than expected, since MOGUL has
averaged a value 126(4)° on 259 entries with structure similar to 2c. The
weakened C8-H8c...O3 hydrogen contact also contributes to stabilize
the supramolecular assembly in the same chain (Table S2, Figure S2).
Along the [100] direction, the molecules are stacked parallel via the C10-
H10a...02 interaction which interferes in the geometry of the involved
atoms, whereas the valence angles C9-C10-C11 (111.9(1)°) and O2-C3-
C4 (119.4(1)°) were contracted due to the pull of the hydrogen donor and
acceptor groups, the methylene C10-H10a and the carbonyl C3-02,
respectively, towards each other to suitably orientate the hydrogen bond.
The MOGUL mean values for angles structurally related to C9-C10-C11
and O2-C3-C4 were 114(7)° (based on 245 hits) and 122(2)° (based on
401 hits), respectively, allow us to state that changes occurred in both

angles.

Table S2. Hydrogen-bonding geometry (A, °) for 2c. The symbols
‘D’ and ‘A’ mean hydrogen donor and acceptor, respectively.

D-H..A D-H H...A D..A D-H..A
N1-H1...02 0.922) 1.77(2)  2.566(2) 143(2)
C8-H8c...03?) 0.96 2.68 3.512(2) 145
C9-H9a...01?) 0.97 2.64 3.283(2) 124
C10-H10a..02°%)  0.97 2.63 3.492(2) 149

2) Symmetry operator: -1+x; 1/2-y; -1/2+z. ®) Symmetry operator: -1+x; y; z.
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Figure S2. Hydrogen bond contact (doubly dotted lines) scheme in the
2c crystal structure packing the molecules along the directions [103]
(symmetry operator: (i) -1+x; 1/2-y; -1/2+z) and [100] (symmetry
operator: (ii) -1+x; y; z). The H-atoms involved in the hydrogen bonds

contacts are shown as spheres of arbitrary radii.

65



746

747

748

749

750

751

752

753

754

755

756

757

758

759

760

761

762

763

764

2.7.2. References

(1)

(2)

Farrugia, L. J. ORTEP-3 for Windows - a version of ORTEP-IIl with a
Graphical User Interface (GUI). J. Appl. Crystallogr. 1997, 30, 565.
Bruno, I. J.; Cole, J. C.; Kessler, M.; Luo, J.; Motherwell, W. D. S
Purkis, L. H.; Smith, B. R.; Taylor, R.; Cooper, R. |.; Harris, S. R.; Orpen,
A. G. Retrieval of crystallographically-derived molecular geometry
information. J. Chem. Inf. Comput. Sci. 2004, 44, 2133-2138.

Allen, F. H. The Cambridge Structural Database: a quarter of a million
crystal structures and rising. Acta Crystallogr., Sect. B 2002, 58, 380-
388.

Gilli, G.; Bellucci, F.; Ferretti, V.; Bertolasi, V. Evidence for resonance-
assisted hydrogen bonding from crystal-structure correlations on the
enol form of the .beta.-diketone fragment. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111,
1023-1028.

Gilli, P.; Bertolasi, V.; Ferreti, V.; Gilli, G. Evidence for intramolecular N-
H~O resonance-assisted hydrogen bonding in penaminones and
related heterodienes. A combined crystal-structural, IR and NMR
spectroscopic, and quantum-mechanical investigation. J. Am. Chem.

Soc. 2000, 7122, 10405-10417.

66



765 2.8. '"H NMR AND "*C NMR SPECTRA FOR SELECTED COMPOUNDS
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Sintese e atividade fitotéxica de
compostos aromaticos derivados de

3,5-dioxoexanoato de metila’

' Os estudos deste Capitulo sdo resultados de uma das tentativas de

obtengcdo da 4-hidroxi-6-metil-piridin-2-ona. Na rota sintética proposta
inicialmente, este intermediario-chave na sintese dos bis(piridil)metanos
deveria ter sido obtido utilizando-se como materiais de partida a pentan-2,4-
diona e o cloroformato de metila. Baseado na metodologia descrita por
Barrett & Carr (1986), foi proposta a produgdo do 3,5-dioxoexanoato de
metila, que, posteriormente, reagiria com amobnia levando ao produto

desejado.
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3.1 INTRODUGAO

A maioria dos compostos fendlicos € toxica aos microorganismos, € a
acgao fungicida e bactericida desses compostos € conhecida ha muito tempo.
O 2-metil-4,6-dinitrofenol (DNOC), Figura 3.1, inicialmente (1892) utilizado
como inseticida (CREMLYN, 1991), também possui atividade fungicida,
microbiocida e herbicida (PEREIRA et al., 2007). Em 1933, foi utilizado na
Frangca como herbicida de contato (ndo se transloca na planta) (CREMLYN,
1991).

Embora o 2-metil-4,6-dinitrofenol seja téxico para mamiferos (inibe a
sintese de ATP), quando em contato com a planta ou o solo sofre
degradagdo em metabdlitos ndo toxicos, ndo se acumulando na cadeia
alimentar. Este composto representou a primeira grande descoberta no
campo dos herbicidas seletivos para controle de plantas daninhas em
cereais (CREMLYN, 1991).

A maioria dos compostos fendlicos possui elevada atividade fitotoxica,
0 que nao permite seu uso como fungicida agricola. Porém, sao largamente
utiizados como fungicidas nas industrias. Os fendis clorados como o
pentaclorofenol e seus ésteres sédo utilizados como biocidas nas industrias
para a protecdo de materiais, como madeira e tecidos. Os herbicidas
seletivos cianofendis conhecidos como bromoxinil (3,5-dibromo-4-cianofenol)
e ioxinil (3,5-diiodo-4-cianofenol) foram introduzidos em 1963 para o controle
de plantas daninhas em cereais. Geralmente, sao utilizados em misturas
com outros herbicidas, como o MCPA (CREMLYN, 1991; CUPPLES et al.,

2005).
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Figura 3.1. Estrutura quimica dos herbicidas seletivos 2-metil-4,6-dinitrofenol
(DNOC), acido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D), acido 4-cloro-2-
metilfenoxiacetico (MCPA), 3,5-dibromo-4-cianofenol (Bromoxinil) e 3,5-

diiodo-4-cianofenol (loxinil).

Derivados de 1,3,5-tricarbonilicos e seus homodlogos superiores
ocorrem em compostos naturais (policetideos) com importantes
propriedades farmacologicas. Representam uma classe importante de
materiais de partida para a sintese de polidis (RAHN et al., 2007). A
condensagao de compostos poli-B-carbonilicos € uma das principais rotas de
biossintese de compostos aromaticos naturais. Segundo Chan e Stossel
(1986), a formacdo de derivados benzenoides a partir de cadeias
policetideas foi reconhecida por Coliie em 1893.

Os compostos 1,3-dicarbonilicos representam unidades versateis de
construcado dos policetideos. A reacdo entre compostos do tipo 1,3-
dicarbonilico com nitrilas e ésteres constitui uma das estratégias utilizadas
na sintese de piran-2-onas. Entretanto, a reagcdo de compostos 1,3-
dicarbonilico com cloretos de acidos leva a misturas complexas (RAHN et
al., 2007).

Sistemas poli-B-carbonilicos tém se tornado intermediarios versateis
para a sintese tanto de compostos aromaticos quanto de heterociclicos, tais
como polifendis e pironas. Reagdes utilizando o mesmo material de partida
podem levar a diferentes produtos. O Esquema 3.1 mostra os dois produtos,

2 4-diidroxi-6-metilbenzoato de metila e 2-(6-metil-4-oxo-4H-piran-2-
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il)acetato de metila, obtidos com 50% de rendimento a partir do 3,5,7-

trioxooctanoato de metila (BARRETT et al., 1986).

OH O
CH3COONa OCHjs
O O O O CH3OH
OCH, o
H,SO,
CH4OH TR
o) OCH,

Esquema 3.1. Sintese do 2,4-diidroxi-6-metilbenzoato de metila e 2-(6-metil-

4-oxo-piran-2-il)acetato de metila, a partir do mesmo policetideo.

Considerando a versatilidade sintética dos policetideos, vislumbrou-se
a utilizacdo de um policetideo para a produgdo de compostos
bis(piridil)metanos (1), cuja primeira proposta sintética se baseou na rota

retrossintética representada no Esquema 3.2.

)UJ\
O 0o O
d PPN 4
N ) OCH,
+
OH r OH | =
SN % ’}l (@] + )OJ\
| | — '; " Cl” “OCH;,
N 00" N ’ 5
H H +
1 RCHO

Esquema 3.2. Andlise retrossintética para a sintese dos bis(piridil)metanos,

segundo a rota sintética 1.

O composto 4-hidroxi-6-metil-piridin-2-ona (2), intermediario-chave
nesta rota, seria produzido pela reacédo do 3,5-dioxohexanoato de metila (3)
com amodnia. Baseado na metodologia descrita por Barret et al. (1986), o
3,5-dioxohexanoato de metila (3) seria obtido pela reacédo entre a pentan-

2,4-diona (4) e o cloroformato de metila (5).
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3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Técnicas experimentais

Para a cromatografia em camada delgada (CCD) analitica, foram
preparadas placas de silica (silica-gel 60G - F254 com indicador de
fluorescéncia) com 0,25 mm de espessura, por meio de uma mistura na
proporgao de 1:2 de silica/agua destilada.

Apos a eluigao, as placas de CCD foram observadas em uma camara
contendo luz ultravioleta (A = 254 e 365 nm) e reveladas com solugdo
aquosa de permanganato de potassio (3 g de KMnOy, 20 g de K,CO3 e 5 mL
de NaOH 5% em 300 mL de agua).

Para as purificagbes por cromatografia em coluna, utilizou-se silica-
gel 60 (70-230 mesh e 230-400 mesh) como fase estacionaria. Os solventes,
empregados como eluentes foram previamente destilados. A silica foi
recuperada para posterior reutilizagcdo, de acordo com procedimento descrito
por Teixeira et al. (2003).

As temperaturas de fusdo, ndo corrigidas, foram determinadas em um
aparelho MQAPF-301.

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos no Departamento de
Quimica da UFV, em um espectrémetro PERKIN ELMER SPECTRUM 1000.
As amostras foram dissolvidas em diclorometano e aplicadas sobre a placa
de KBr.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
de 'H) e de carbono (RMN de *C) foram obtidos em espectrémetro VARIAN

MERCURY 300 MHz, do Departamento de Quimica da UFV. Ultilizou-se
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como solvente cloroférmio deuterado (CDCl3). As constantes de
acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz (Hz).

Os espectros de massas foram obtidos em um equipamento CG-EM
SHIMADZU GCMS-QP5050A, do Laboratério de Analise e Sintese de
Agroquimicos (Lasa), do Departamento de Quimica da UFV. As analises
foram realizadas via insercao direta no espectrometro de massas, utilizando-
se as seguintes condic¢des: temperatura do detector 250 °C, variagdo de
temperatura 40 °C/min até 60 °C e 80 °C/min até 300 °C.

Foram utilizados solventes anidros destilados, conforme descrito a
sequir, e reagentes de grau P. A. adquiridos comercialmente.

Purificagdo do tetraidrofurano (THF): Em um baldo de 50 mL, foram
adicionados 300 mL de THF e 12,0 g de hidreto de calcio, submetendo-se a
mistura ao refluxo por 24 h. Em seguida, destilou-se o THF, transferindo-o
para outro baldo de 500 mL, contendo sdédio metalico. A mistura foi
novamente aquecida e mantida sob refluxo por 1 h. Decorrido esse periodo,
adicionou-se benzofenona, deixando o sistema sob refluxo até que a mistura
reagente adquirisse a coloragdo azul. Posteriormente, destilou-se o THF
anidro, armazenando-o sobre peneira molecular 4 A em um recipiente que
foi devidamente vedado (PERRIN e ARMAREGO, 1994).

Purificagdo de diisopropilamina: Em um baldo de 500 mL, foram
adicionados 300 mL de diisopropilamina, que foi mantida sob refluxo na
presenca de CaH, por 6h. Apos este periodo, a diisopropilamina foi destilada
e armazenada sobre peneira molecular 4 A em um recipiente devidamente

vedado (PERRIN e ARMAREGO, 1994).
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Titulagéo do n-butillitio (n-BulLi): a um balao bitubulado de 25 mL, sob
atmosfera de nitrogénio, foram adicionados 5 mL de THF anidro e 0,5 mmol
de 1,3-difenilcetona p-tosilidrazona. A mistura foi agitada até a completa
dissolugdo da 1,3-difenilcetona p-tosilidrazona e resfriada a 0 °C. Com o
auxilio de uma seringa, 1 mL de n-BuLi em solugdo de hexano foi coletado
da embalagem comercial e adicionado lentamente a solugdo previamente
preparada. O ponto final da titulagdo foi determinado pelo surgimento de
uma coloragdo alaranjada persistente, momento em que foi interrompida a
adicdo de n-BuLi. Sua concentracdo média, de trés repeti¢des, foi calculada

com base no volume da solucéo adicionada (LIPTON et al., 1960).

3.2.2. Procedimento sintético

O procedimento descrito a seguir foi baseado no trabalho publicado
por Barret et al. (1986).

Em um baldo bitubulado de fundo redondo (125 mL), sob atmosfera
de nitrogénio e agitagdo magnética, adicionaram-se 20 mL de THF anidro e
3,1 mL (22 mmol) de diisopropilamina. Em seguida, a solucédo foi resfriada a
-78 °C e foram adicionados 21,2 mL (20 mmol) de n-butillitio. A temperatura
da mistura reagente atingiu 0 °C e foi mantida por 45 min, quando foi
resfriada -78 °C e adicionado 1,0 mL (10 mmol) de pentan-2,4-diona. A
temperatura da solugao atingiu 0 °C e mantida por 1 h. Novamente, resfriada
a -78 °C, foi adicionado 0,4 mL (5 mmol) de cloroformato de metila, e a
temperatura mantida por mais 1 h. Apds este periodo foram adicionados 2,5
mL de acido acético. Quando a temperatura da reagéo atingiu a temperatura

ambiente, foram adicionados 5 mL de agua destilada. A mistura foi
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submetida a extragao com éter dietilico (3 x 30 mL). A fase organica foi seca
com MgSO;4 anidro e o solvente removido sob pressao reduzida, resultando
em um O6leo de coloracdo amarelada. Esse material foi fracionado em coluna
de silica-gel, empregando-se hexano-éter dietilico 7:3 v/v.

Esse procedimento resultou na formagdao dos compostos 3,5-
dioxoexanoato de metila (3), 3-acetil-2-hidroxi-4,6-dimetilbenzoato de metila
(6), 3-acetil-2-hidroxi-4-(2-metoxi-2-oxoetil)-6-metilbenzoato de metila (7) e

3-acetil-2-hidroxi-6-(2-metoxi-2-oxoetil)-4-metilbenzoato de metila (8).

3,56-dioxoexanoato de metila (3)

_H
O O O O O O
MMM — L _I_I
5 57 375 1 OCHs 5 57 373 1 OCHs

Caracteristica: liquido incolor

Rendimento: 58,0% (458 mg; 2,9 mmol)

IV (KBr, cm™) ‘_/max : 3398, 3003, 2956, 2874, 1744, 1620, 1613,

1437, 1331, 1261, 1154, 1017, 927, 778.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;, 8 CHCI; 7,27): & (multiplicidade,
integracéo, constante de acoplamento, atribui¢cdo): 2,07 (s, 3H, H-6); 3,34 (s,

2H, H-2); 3,74 (s, 3H, OCHs); 5,60 (s, 1H, H-4); 15,10 (s, 1H, OH).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;, 5 CDCl; 77,0): & (atribuigdo): 24,6 (C-
6); 45,2 (C-2); 52,7 (OCHs); 100,8 (C-4); 168,3 (C-1); 187,3 (C-3); 190,4 (C-

5).
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EM, m/z (%): 158 ([M]"", C7H1¢04, 6), 126 (M*" - CH3OH, 16), 85 (59),

69 (19), 43 (100).

3-acetil-2-hidroxi-4,6-dimetilbenzoato de metila (6)
O OH O
A
3 OCH;
6

Caracteristica: solido cristalino incolor

Rendimento: 2,0% (22,1 mg; 0,1 mmol)

T¢=70,6-71,5°C.

IV (filme cristalino obtido por evaporacao do solvente

diclorometano, cm™) ‘;max: 3022, 2988, 2974, 2968, 2932, 1687, 1656,
1551, 1448, 1432, 1390, 1355, 1295, 1268, 1203, 1074, 1033, 953, 806, 784,

615, 575.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;, 8 CHCI; 7,27): & (multiplicidade,
integracéo, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,23 (d, 3H, J = 0,6 Hz,
4-CHs); 2,47 (d, 3H, J = 0,6 Hz, 6-CHs); 2,53 (s, 3H, CO-CHs); 3,95 (s, 3H,

OCHs); 6,57 (m, 1H, H-5); 11,85 (s, 1H, OH).

RMN de *C (75 MHz, CDCls, 5 CDCl; 77,0): & (atribuicdo): 20,2 (4-
CHas); 24,0 (6-CHs); 32,3 (COCH3); 52,5 (OCHgz); 110,8 (C-1); 125,6 (C-5);
128,2 (C-3); 142,1 (C-4); 142,6 (C-6); 160,5 (C-2); 172,1 (COOCHs3); 204,6

(COCHg).
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EM, m/z (%): 222 (IM]"", C12H1404, 16), 190 (M - CH3OH, 25), 175

(75), 162 (100); 91 (29), 77 (12), 65 (31), 43 (32).

3-acetil-2-hidroxi-6-(2-metoxi-2-oxoetil)-4-metilbenzoato de metila (7)

Caracteristica: solido cristalino incolor
Rendimento: 12,4% (86,8 mg; 0,31 mmol)

T¢=84,9-85,7 °C.

IV (KBr, cm™) v max - IV (filme cristalino obtido por evaporacao do

solvente diclorometano, cm'1) ‘_/max: 3018, 2960, 2874, 2842, 1727, 1687,
1659, 1613, 1549, 1453, 1432, 1363, 1347, 1265, 1197, 1172, 1106, 1073,

1005, 958, 812, 617, 589.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;, 8 CHCI; 7,27): & (multiplicidade,
integracao, constante de acoplamento, atribuicéo): & 2,50 (d, 3H, J = 0,6 Hz,
4-CHs); 2,57 (s, 3H, CO-CHs); 3,66 (s, 3H, CH,COOCHs3); 3,67 (s, 2H,

CH,COOCH;); 3,95 (s, 3H, OCHs); 6,59 (m, 1H, H-5); 11,92 (s, 1H, OH).

RMN de *C (75 MHz, CDCl;, & CDCI; 77,0): & (atribuicdo): & 24,3 (4-

CHs); 32,1 (COCHs); 38,9 (CH,COOCHs); 52,3 (COOCHs); 52,7
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(CH,COOCH3); 112,0 (C-1); 126,1 (C-5); 128,3 (C-3); 138,4 (C-4); 143,6 (C-

6); 161,2 (C-2); 171,3 (CH,COOCH3); 172,2 (COOCH;); 204,1 (COCHs).

EM, m/z (%): 280 ([M]"", C14H1606, 23), 248 (M* - CH;OH, 26), 233
(22), 220 (100), 217 (24), 201 (67), 188 (40), 160 (28), 161 (27), 91 (10), 89

(12), 77 (15), 65 (12), 51 (13).

3-acetil-2-hidroxi-4-(2-metoxi-2-oxoetil)-6-metilbenzoato de metila (8)

Caracteristica: solido cristalino incolor
Rendimento: 13,6% (95,2 mg; 0,34 mmol)

T¢=80,4 - 81,3 °C.

IV (KBr, cm™) v max - IV (filme cristalino obtido por evaporagao do

solvente diclorometano, cm'1) ‘_/max: 3458, 3362, 3013, 2959, 2847, 1739,
1693, 1663, 1615, 1557, 1451, 1437, 1393, 1360, 1265, 1205, 1173, 1107,

1071, 1037, 959, 898, 843, 810, 801, 752, 567.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3;, 8 CHCI; 7,27): & (multiplicidade,
integracao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,24 (d, 3H, J = 0,6 Hz,
6-CHjs); 2,53 (s, 3H, CO-CH5); 3,68 (s, 3H, CH,COOCHs3); 3,83 (s, 2H, CHy);

3,88 (s, 3H, OCHs); 6,58 (m, 1H, H-5); 11,92 (s, 1H, OH).
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RMN de *C (75 MHz, CDCls, & CDCIs 77,0): & (atribuicdo): 19,9 (6-
CHs); 32,1 (COCHs); 42,6 (CH.COOCHs); 52,2 (COOCHs); 52,4
(CH2COOCHS,); 110,4 (C-1); 126,6 (C-5); 130,3 (C-3); 137,3 (C-6); 142,4 (C-

4); 160,4 (C-2); 171,1 (CH,COOCHs3); 171,9 (COOCHS3); 204,2 (COCH).

EM, m/z (%): 280 ([M]"", C14H1606, 28), 248 (M* - CH;OH, 38), 233
(29), 220 (71), 217 (23), 205 (81), 201 (100), 188 (77), 162 (15), 145 (16), 91

(14), 89 (15), 77 (19), 65 (15), 51 (16).

3.2.3. Ensaios bioldgicos

3.2.3.1. Avaliagao da atividade fitotoxica dos compostos (6), (7) e (8)
sobre a germinagao e o desenvolvimento radicular de pepino (Cucumis

sativus) e de sorgo (Sorghum bicolor)

Foram realizados ensaios biolégicos preliminares no Laboratério de
Sementes do Departamento de Engenharia Florestal da UFV para avaliar a
atividade fitotoxica dos compostos (6), (7) e (8) sobre a germinagado e o
crescimento radicular das sementes de pepino (Cucumis sativus) e de sorgo
(Sorghum bicolor), nas concentragdes de 1 x 10° e 1 x 10 mol L™,

A solucado utilizada no ensaio biolégico foi preparada em tubo de
ensaio pela dissolucdo da amostra em 24 pL de pentan-3-ona, 48 uL de
xileno, 72 uL de monoleato de polietileno glicol (Tween 80) e 4 mL de agua
destilada. Em seguida, agitou-se vigorosamente a mistura por 1 min. O

conteudo desse tubo de ensaio foi transferido para um baldo de 50 mL,
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lavando-se o tubo com 10 mL de agua destilada. O volume do baldo foi
completado com agua destilada.

Cada tratamento foi composto por cinco placas de Petri (9 cm de
didmetro) contendo 20 sementes de pepino (Cucumis sativus) ou sorgo
(Sorghum bicolor), mantidas sobre papel de filtro embebido com 4,0 mL de
solucdo de um dos compostos sintetizados. No controle, as sementes foram
tratadas com 4,0 mL da solugdo contendo todos os componentes (pentan-3-
ona, xileno e Tween 80), exceto os produtos sintetizados. As placas de Petri
foram fechadas, vedadas com fita de papel adesiva e levadas a camara de
germinagao a 25 °C £ 0,5 °C, onde permaneceram por 72 h (DIAS et al.,
2009). Apos esse periodo, avaliou-se a percentagem de germinacéo e
mediu-se o crescimento radicular das plantulas. Foram calculadas as médias
do crescimento radicular e a percentagem de inibicdo do crescimento das

raizes em relagao ao tratamento controle.

3.2.3.2. Avaliagao da atividade fitotoxica do composto (6) sobre a
producao de biomassa de corda-de-viola (Ipomoea grandifolia) e de

braquiaria (Brachiaria decumbens)

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, sendo cada
tratamento composto por quatro vasos de plastico (125 mL de volume),
contendo 165 g de areia lavada (tratada com acido cloridrico seguido por
hidroxido de sodio e dgua em abundancia) embebida com 22 mL de solugéo
a 5x 10* mol L™". Em cada vaso, foram plantadas cinco sementes de corda-
de-viola (Ipomoea grandifolia) ou braquiaria (Brachiaria decumbens). Como

as sementes de ambas as espécies apresentaram dorméncia antes do

82



plantio, foi necessario fazer um pequeno sulco (com navalha) no tegumento
das sementes de corda-de-viola, enquanto as sementes de braquiaria foram
imersas por 6 min em acido sulfurico concentrado, e, em seguida, lavadas
com agua em abundancia. No tratamento controle, as sementes foram
plantadas em areia embebida com a solugdo contendo apenas os
componentes pentan-3-ona, xileno e Tween 80. As plantas foram cultivadas
por 21 dias e coletadas conforme descrito no Capitulo 2 (DIAS et al., 2009).
O herbicida comercial Diuron foi utilizado como controle positivo neste

ensaio.

3.2.3.3. Avaliacao da atividade do composto (6) sobre o transporte de

elétrons (Reagao de Hill)

O composto (6) foi enviado para o Professor Blaz Lotina, Universidade
Nacional Autbnoma do México, que o submeteu a ensaios biolégicos de
inibicdo de transporte de elétrons da fotossintese pela Reacao de Hill.

Os cloroplastos fotossinteticamente ativos foram isolados de folhas de
espinafre (Spinacea oleracea L.). Ao material vegetal, sem a nervura central
e extremidades apical e basal e sob banho de gelo, foi acrescentado tampéao
de N-tris(hidroximetil)metilglicina (tricina)-NaOH 20 mmol L (pH 8,0; 5 mL
de solucdo/g de material vegetal), contendo 10 mmol L™ de NaCl, 5 mmol L™
de MgCl, e 0,4 mol L™ de sacarose.

A mistura foi homogeneizada por 30 s em um liquidificador e
submetida a filtragdo através de uma gaze cirurgica. O filtrado foi
centrifugado a 4 °C por 1 min a 500 g. O sobrenadante foi posteriormente

centrifugado por 10 min a 1500 g. Os cloroplastos foram ressuspendidos em
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tampao desprovido de sacarose, € a suspensao imediatamente diluida na
propor¢do 1:1 (v/v) em tampao contendo sacarose. A mistura obtida foi
mantida em banho de gelo ao abrigo da luz e usada logo apds sua
preparagao. Apos diluicdo adequada com acetona 80% v/v, a absorbancia
de cada amostra foi determinada a 645 e 663 nm, e a quantidade de clorofila
calculada pela férmula de Arnon (HALL, 1980).

Clorofila (ug mL™") = 20,2 (Asss) + 8,02 (Acs3)

A taxa de transporte de elétrons na fotossintese foi medida pela
reducao do ferricianeto exposto a luz. Para tal, foram utilizadas aliquotas da
suspensao de cloroplastos contendo 20 ug de clorofila. As aliquotas foram
incubadas a 24 °C em cubetas de 1 mL contendo tampéao de tricina-NaOH
20 mmol L™ (pH 8,0), 10 mmol L™ de NaCl, 5 mmol L™ de MgCl,, 0,2 mol L™
de sacarose e 1 mmol L™ de Ks[Fe(CN)g]. Posteriormente, foram expostas a
luz saturada (800 pmol m? s™), e a taxa de reducdo de ferricianeto foi
medida a 420 nm em intervalos de 30 s durante 10 min e comparada com o
controle. A atividade foi calculada sobre a porgao linear da curva, a partir de
coeficiente de extingdo molar de 1000 M'cm™. Sob as condigdes adotadas,
o valor para controle nao tratado foi 65,8 + 2,0 nmol de ferricianeto reduzido
s™ (mg de clorofila)™.

Para cada composto, foi preparada uma solucédo estoque a 50 mmol
L™ em DMSO, posteriormente diluida com agua. A partir dessas solugdes
estoques, foram preparadas solugdes nas concentracdes de 5, 10, 20, 50,

100 e 200 pmol L™,
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Sintese dos derivados policetideos (3), (6), (7) e (8)

A reagao da pentan-2,4-diona com diisopropilamideto de litio produz
um dianion, que reage com o cloroformato de metila. A mistura obtida foi
purificada por cromatografia em coluna, obtendo-se o composto de
interesse, 3,5-dioxoexanoato de metila (3), como principal produto da reagéo
com rendimento de 58,0%. Trés compostos aromaticos com anel
pentassubstituido (Esquema 3.3) foram obtidos como subprodutos desta
reacao, sendo isolados por recristalizacdo em hexano, a partir de fragdes da
coluna: 3-acetil-2-hidroxi-4,6-dimetilbenzoato de metila (6), 3-acetil-2-hidroxi-
6-(2-metoxi-2-oxoetil)-4-metilbenzoato de metila (7) e 3-acetil-2-hidroxi-4-(2-
metoxi-2-oxoetil)-6-metilbenzoato de metila (8), com rendimentos de 2,0%,

12,4% e 13,6%, respectivamente.

O espectro no IV do 3,5-dioxoexanoato de metila (3), Figura 3.2,
apresentou uma banda fraca e larga em 3398 cm™, tipica de OH em ligagdo
de hidrogénio intramolecular, assim como uma banda de absorcao intensa e
alargada em 1744 cm™, referente ao estiramento dos grupos carbonilas. A
analise do espectro no IV desse composto mostrou também bandas em
1613 e 1620 cm™, referentes ao estiramento da ligagdo C=C, bem como

uma banda intensa em 1261 cm™' referente a deformacéo de C-O de éster.

A estrutura do 3,5-dioxoexanoato de metila (3) foi confirmada pelos
espectros de RMN de 'H e 'C, mostrados nas Figuras 3.3 e 3.4,

respectivamente.
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Figura 3.2. Espectro no infravermelho (filme liquido sobre pastilha de KBr)

do 3,5-dioxoexanoato de metila (3).

No espectro de RMN de 'H do 3,5-dioxoexanoato de metila (3), foram
observados quatro simpletos, sendo o &y 2,07 referente a um CHgs, &4 3,74
correspondente a um OCHg, 6y 3,34 referente a um CH, e o ultimo simpleto
em &y 5,60 referente a um atomo de hidrogénio ligado a carbono sp?,

indicando que uma carbonila sofreu tautomerismo ceto-endlico.
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Figura 3.3. Espectro de RMN de H (300 MHz, CDCl3, 6 CHCI3 7,27) do 3,5-
dioxoexanoato de metila (3).
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Esquema 3.3. Proposta de mecanismo de sintese do 3,5-dioxoexanoato de
metila (3), 3-acetil-2-hidroxi-4,6-dimetilbenzoato de metila (6), 3-acetil-2-
hidroxi-6-(2-metoxi-2-oxoetil)-4-metilbenzoato de metila (7) e 3-acetil-2-
hidroxi-4-(2-metoxi-2-oxoetil)-6-metilbenzoato de metila (8), a partir da

pentan-2,4-diona.

No espectro de RMN de "*C do mesmo composto, foram observados

sete sinais, devidamente atribuidos.
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Figura 3.4. Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls, 3 CDCl; 77,0) do 3,5-

dioxoexanoato de metila (3).

Os sinais em &¢ 168,3; 187,3 e 190,4 correspondem aos carbonos
carbonilicos C-1, C-3 e C-5, respectivamente. Os sinais em 8¢ 24,6 e 6¢c 52,7
sdo referentes aos atomos de carbono da metila (C-6) e da metoxila,
respectivamente. O deslocamento em &8¢ 45,2 refere-se ao atomo de
carbono do grupo metileno (-CHx—) e 8¢ 100,8 corresponde ao carbono sp?
(=CH-).

No espectro de massas do 3,5-dioxoexanoato de metila (3), Figura
3.5, observou-se a presenca do pico referente ao ion molecular [M]™ em
158, coerente com a formula molecular C7H1904, com intensidade relativa de
6%. Também foi observado um pico de intensidade igual a 16% com m/z
126, referente a perda de metanol a partir do ion molecular. Além disso,
foram observados neste espectro de massas um pico base em 43
(clivagem entre C5-C4) e um pico em 85 (clivagem entre C3-C2), com 59%

de intensidade.
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Figura 3.5. Espectro de massas 3,5-dioxoexanoato de metila (3).

O espectro no IV do 3-acetil-2-hidroxi-4,6-dimetilbenzoato de metila
(6) apresentou duas bandas de absorgdo intensas em 1687 e 1656 cm™,
referentes aos estiramentos dos dois grupos carbonila (Figura 3.6). A analise
do espectro no IV desse composto mostrou também bandas fracas em 3022,
2988 e 2932 cm™, referentes ao estiramento da ligacdo CH sp? e CH sp®,
bem como bandas intensas em 1355 e 806 cm™, caracteristicas da ligagdo
C-O de éster e de CH aromatico, respectivamente. A banda larga e intensa
caracteristica de absor¢do de OH do fenol ndo foi observada, ja que a
hidroxila provavelmente estava envolvida em ligacdo de hidrogénio
intramolecular, o que reduz fortemente a intensidade da banda de absorcao

no IV (SILVERSTEIN, 2006).
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Figura 3.6. Espectro no infravermelho (filme cristalino) 3-acetil-2-hidroxi-4,6-

dimetilbenzoato de metila (6).

A estrutura do composto 3-acetil-2-hidroxi-4,6-dimetilbenzoato de
metila (6) foi determinada com o auxilio dos espectros de RMN de 'H, *°C,
COSY e HETCOR, mostrados nas Figuras 3.7, 3.8, 3.9 e 3.10,
respectivamente.

No espectro de RMN de 'H do composto (6), foram observados dois
dupletos referentes a duas metilas, cujos deslocamentos foram &y 2,23 e oy
2,47 e constantes de acoplamento benzilico com o CH aromatico de 0,6 Hz.
Como o CH aromatico em &y 6,57 apresentou dois acoplametos benzilicos
com duas metilas, seu sinal foi desdobrado em um multipleto. Observaram-
se trés simpletos correspondentes a uma metila em o4 2,53, uma metoxila

em Ox 3,95 e um sinal de hidroxila em 64 11,85.
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Figura 3.7. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls;, & CHCI; 7,27) do
composto 3-acetil-2-hidroxi-4,6-dimetilbenzoato de metila (6).

No espectro de RMN de "*C do mesmo composto, foram observados
doze sinais, correspondentes a quatro CHz, um =CH, duas C=0 e cinco
carbonos néo hidrogenados, que foram devidamente atribuidos com o

auxilio das técnicas bidimensionais COSY, HETCOR e HMBC, além de noe.
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Figura 3.8. Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 3-acetil-
2-hidroxi-4,6-dimetilbenzoato de metila (6).
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Figura 3.9. Mapa de contornos COSY do 3-acetil-2-hidroxi-4,6-

dimetilbenzoato de metila (6).
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Figura 3.10. Mapa de contornos HETCOR do 3-acetil-2-hidroxi-4,6-

dimetilbenzoato de metila (6).
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As posi¢cdes das duas metilas ligadas ao anel aromatico foram
determinadas por noe. Ao irradiar o hidrogénio, que apresentou
deslocamento em &y 6,57 (H-5), foram observados incrementos de noe nos
hidrogénios H-x (o4 2,23; 5,52%) e H-y (dn 2,47; 6,11%) no espectro de noe.
Quando o hidrogénio H-y (&4 2,47) foi irradiado, apenas um simpleto em &y
6,57 (H-5, 3,10%) foi observado. Entretanto a irradiagdo do hidrogénio H-x
(®n 2,23) resultou em incrementos de noe em H-5 (dy 6,67; 2,73%) e
também no sinal da metila do grupo acetil (o4 2,53; 0,95%). O hidrogénio do
grupo metoxila (o4 3,95) também foi irradiado e, neste caso, foram
observados dois incrementos de noe com valores de 0,15%. O primeiro
incremento ocorreu para o hidrogénio H-y (o4 2,47) e o segundo para o

hidrogénio da hidroxila (&4 11,85).

O mapa de contornos HMBC mostrou correlagbes entre o hidrogénio
51 2,23 e os carbonos 125,6 (C-5) (°J); 128,2 (C-3) (3J) e 142,1 (C-4) (°J). O
hidrogénio 3y 2,47 mostra correlagdes com os carbonos 110,8 (C-1) (3J);
125,6 (C-5) (°J) e 142,6 (C-6) (’J). Estes dados fornecem informacdes
satisfatérias para a atribuicdo das posi¢cdes dos substituintes do anel

aromatico e confirmam a estrutura do composto (6).

No espectro de massas do 3-acetil-2-hidroxi-4,6-dimetilbenzoato de
metila (6), Figura 3.11, observou-se a presenca do pico referente ao ion
molecular [M]™ em m/z 222, condizente com a formula molecular Cy2H1404,
com intensidade relativa de 16%. Um pico de intensidade igual a 25% em
m/z 190 se refere a perda de metanol a partir do ion molecular. Além disso,
foi observado neste espectro de massas um pico base em m/z 162,

possivelmente, oriundo da fragmentacdo do cation radical m/z 190 com
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perda de mondxido de carbono. A presenga do ion tropilio m/z 91, com

intensidade relativa de 29%, também foi observada no espectro de massas.

100 162

80 AT 175
60

40

43 65 91
1 190
204 77 222
0 I i . \ML . || I IJ' II|. | I - L, I‘I
40 60 80 100

.I||I
120 140 160 180 200 220
m/z

Intensidade relativa (%)

Figura 3.11. Espectro de massas do 3-acetil-2-hidroxi-4,6-dimetilbenzoato
de metila (6).

Os isbmeros 3-acetil-2-hidroxi-6-(2-metoxi-2-oxoetil)-4-metilbenzoato
de metila (7) e 3-acetil-2-hidroxi-4-(2-metoxi-2-oxoetil)-6-metilbenzoato de
metila (8) foram identificados com o auxilio dos dados espectrométricos e
comparagao com a literatura e dados do composto 6.

Estes compostos foram estudados por Chan e Stdssel (1986), que
obtiveram estes dois isdbmeros numa proporcdo de 1:1, como resultado de
uma dimerizagcdo espontanea do policetideo 3. Esta reagcdo também foi
observada neste estudo, quando o policetideo 3, apds ser isolado,
identificado e armazenado em geladeira, sofreu dimerizagao, produzindo os

isdmeros 7 e 8 numa proporc¢ao de 1:1.
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Figura 3.12. Espectro no infravermelho (filme cristalino) do 3-acetil-2-hidroxi-

6-(2-metoxi-2-oxoetil)-4-metilbenzoato de metila (7).
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Figura 3.13. Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCls, § CHCl; 7,27) do 3-

acetil-2-hidroxi-6-(2-metoxi-2-oxoetil)-4-metilbenzoato de metila (7).
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Figura 3.14. Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls, & CDCl; 77,0) do 3-

acetil-2-hidroxi-6-(2-metoxi-2-oxoetil)-4-metilbenzoato de metila (7).
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Figura 3.15. Mapa de contornos COSY do 3-acetil-2-hidroxi-6-(2-metoxi-2-

oxoetil)-4-metilbenzoato de metila (7).
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Figura 3.16. Mapa de contornos HETCOR do 3-acetil-2-hidroxi-6-(2-metoxi-

2-oxoetil)-4-metilbenzoato de metila (7).
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Figura 3.17. Espectro de massas do 3-acetil-2-hidroxi-6-(2-metoxi-2-oxoetil)-

4-metilbenzoato de metila (7).
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Figura 3.18. Espectro no infravermelho (filme cristalino) do 3-acetil-2-hidroxi-

4-(2-metoxi-2-oxoetil)-6-metilbenzoato de metila (8).
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Figura 3.19. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 3-acetil-2-hidroxi-4-

(2-metoxi-2-oxoetil)-6-metilbenzoato de metila (8).
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Figura 3.20. Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls, 5 CDCl; 77,0) do 3-

acetil-2-hidroxi-4-(2-metoxi-2-oxoetil)-6-metilbenzoato de metila (8).
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Figura 3.21. Espectro de massas do 3-acetil-2-hidroxi-4-(2-metoxi-2-oxoetil)-

6-metilbenzoato de metila (8).

O 3,5-dioxoexanoato de metila (3, pagina 77) foi obtido com sucesso
e seria utilizado como reagente para a produg¢ao da 4-hidroxi-6-metilpiridin-2-

ona. Entretanto, foi observado que seria pouco viavel sua utilizagao, pois
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este dicetoéster sofre dimerizacdo, transformando-se nos isbmeros 7 e 8
(paginas 79 e 80, respectivamente) numa propor¢cao de aproximadamente
1:1, conforme ja relatado por Chan e Stdssel (1986). Com isso, foi
necessario buscar outra rota sintética com vistas a produg¢ao da 4-hidroxi-6-
metilpiridin-2-ona, sendo a alternativa proposta a utilizacdo do acido

desidroacético, conforme descrito no proximo Capitulo.

3.3.2. Ensaio biolégico

Apenas os trés compostos aromaticos 6, 7 e 8, paginas 78, 79 e 80,
respectivamente, foram obtidos em condi¢cdes de serem avaliados quanto ao
potencial herbicida. Estes compostos foram avaliados contra Sorghum
bicolor e Cucumis sativus, nas concentracdes de 10* e 10 mol L™ (Figura

3.22).

OC. sativus 0,1 mmol/L O C. sativus 1 mmol/L
B S. bicolor 0,1 mmol/L B S. bicolor 1 mmol/L

100

(e}
o
HH

Inibigao (%)
5

Compostos

Figura 3.22. Atividade fitotoxica dos compostos (6-8).

Os resultados mostraram uma grande atividade inibitéria do

crescimento radicular proporcionado por (6) em relagdo aos compostos (7) e
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(8) sobre as duas plantas avaliadas, indicando que a substituicdo de
qualquer uma das duas metilas pelo grupo 2-metoxi-2-oxoetil reduz
drasticamente o potencial fitotoxico do composto (6). Com isso, pode-se
deduzir que a presenca das duas metilas € fundamental para a fitotoxicidade
desse composto, enquanto os demais substituintes parecem nao ser

requisitos para tal atividade.

O composto (6) mostrou-se também duas vezes mais fitotéxico para a
espécie C. safivus (dicotiledbnea) do que para a S. bicolor

(monocotiledénea), em ambas as concentracdes avaliadas.

Este composto foi estudado quanto ao potencial fitotoxico contra
Brachiaria decumbens e Ipomoea grandifolia a 0,5 x 10* mol L'1, sendo

avaliada a producao de biomassa (Figura 3.23).

O Sist. radicular B Parte aérea
100
:\? 80
o 60

S
3 40
£ 20
0 .
1. grandifolia B. decumbens

Planta

Figura 3.23. Atividade fitotoxica de (6) apos 21 dias.

O ensaio de biomassa, em longo prazo (21 dias), confirmou a elevada
fitotoxicidade do composto (6) observada em curto prazo (3 dias). Apesar de
terem sido avaliadas duas novas espécies B. decumbens e I. grandifolia, o
mesmo perfil toxicoldgico sobre as quatro espécies foi observado. Conforme
registrado no primeiro ensaio, tal composto provocou o dobro de inibigéo,
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reduzindo em 80% a produgcdo de biomassa da espécie [. grandifolia
(dicotiledbnea) em relacdo a monocotiledénea (B. decumbens). Neste
ensaio, o herbicida comercial Diuron foi utilizado como controle positivo e

nenhuma planta sobreviveu mais que 14 dias a este tratamento.

O composto 3-acetil-2-hidroxi-4,6-dimetilbenzoato de metila (6)
também foi avaliado quanto ao potencial inibitério do transporte de elétrons
por meio da reacdo de Hill. Esta reacdo esta envolvida no processo de
fotossintese e boa parte dos herbicidas (aproximadamente 40%), a exemplo
das uracilas, fenilureias e triazinas, dentre outros, atuam sobre as plantas
daninhas devido a capacidade que possuem em interferir no processo

fotossintético (MORAES et al., 2002).

O resultado do ensaio da reacdo de Hill apresentou uma
concentragdo minima necessaria para inibir em 50% o transporte de
elétrons, 1Csp = (0,7 = 0,2) X 10° mol/L, ou seja, concentracao
estatisticamente equivalente a utilizada nos ensaios de placa de Petri e
biomassa. Associando esta informacdo aos demais ensaios bioldgicos,
pode-se deduzir que ha um indicio de que o mecanismo de acado deste
composto pode estar relacionado a sintese de ATP, a exemplo do herbicida

fenolico 2-metil-4,6-dinitrofenol (DNOC).
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3.4. CONCLUSOES

Descreveu-se neste Capitulo a reagcao entre a pentan-2,4-diona e o
cloroformato de metila visando a obtencado do 3,5-dioxoexanoato de metila,
que seria utilizado na preparacdo da 4-hidroxi-6-metil-piridin-2-ona,
intermediario-chave na obtengdo de bis(piridilmetanos. Além do 3,5-
dioxoexanoato de metila, foram obtidos trés outros produtos aromaticos, que

foram devidamente isolados e caracterizados.

Embora tenha sido obtido o 3,5-dioxoexanoato de metila com bom
rendimento, este composto sofreu autocondensacgao, resultando em dois
isdmeros, os mesmos isolados como produtos. Diante da instabilidade do
3,5-dioxoexanoato de metila, buscou-se outra rota sintética para a obtencéao

da 4-hidroxi-6-metilpiridin-2-ona.

Apenas os trés compostos aromaticos foram avaliados quanto ao
potencial fitotoxico, observando-se que os dois compostos obtidos na forma
de isbmeros nao apresentaram atividade fitotoxica significativa. Ja o terceiro
composto aromatico, 3-acetil-2-hidroxi-4,6-dimetilbenzoato de metila, obtido
em menor rendimento, mostrou elevada fitotoxicidade sobre as espécies
dicotiledéneas Cucumis sativus em curto prazo e Ipomoea grandifolia em

longo prazo.
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CAPITULO 4

Sintese e avaliacao da atividade biolégica
de bis(piridil)metanos derivados da 4-

hidroxi-6-metilpiridin-2-ona’

' Os estudos deste capitulo foram divididos em dois artigos: o primeiro
foi publicado na revista Molecules v. 14, p. 4973 - 4986, 2009 (DOI:
10.3390/molecules14124973) e o segundo se encontra submetido ao

Journal of Agricultural and Food Chemistry.
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4.1. INTRODUGAO

As plantas daninhas constituem um dos principais problemas da
producao agricola, causando diminuigdo da produtividade. Desde a década
de 1940, o uso de herbicidas tornou-se a ferramenta mais viavel e menos
dispendiosa para controlar plantas daninhas em todo o mundo (MACIAS et
al., 2000; TROYER, 2001), tornando-se eficaz em termos de custos e

aumento da produtividade (RAJ et al., 2003).

Embora tenham sido alcangados importantes avangos no controle de
plantas daninhas, a necessidade de desenvolvimento de novos herbicidas
ndo pode ser ignorada, ja que as plantas daninhas podem adquirir
resisténcia a herbicidas (PENG et al., 2003). Em muitos casos, a resisténcia
€ resultado de uma pressao seletiva imposta pela aplicacdo continua de
produtos com o mesmo mecanismo de agdo. Assim, a rotagdo de herbicida
com diferentes mecanismos de agado é recomendada como estratégia para

reduzir o surgimento de resisténcia (SIMINSZKY, 2006).

Atualmente, existem pelo menos 320 bidtipos entre 185 espécies de
plantas daninhas resistentes a herbicidas dispersos por diversos paises
(MEROTTO JR et al, 2009). O transtorno causado pela resisténcia,
associado as preocupacdes relacionadas a problemas ambientais e de
saude humana, tém estimulado a procura por novos compostos (RAJ et al.,

2003; MACIAS et al., 2000).

Neste contexto, o desenvolvimento de herbicidas com novos modos
de acado é um desafio constante. A utilizacdo de produtos naturais fitotdxicos

como modelo para o desenvolvimento de novos herbicidas € uma das
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estratégias mais empregadas e tem levado a descoberta de novas
moléculas com atividade herbicida (SUNAZUKA et al., 2008; DUKE et al.,

2000).

As piridinonas sdo encontradas amplamente em fontes naturais e
apresentam uma gama de atividades biologicas, com importantes
propriedades farmacologicas e atividade fitotoxica, tais como a fluridona (1),
a gostatina (2) e a sapinopiridiona (3), Figura 4.1 (FINDLAY et al., 1978;
ABADI et al., 1999; STORCK et al., 2005; MACDONALD et al., 2008;
WAKABAYASHI et al., 2004; EVIDENTE et al., 2006). Tais compostos tém
atraido a atencao de pesquisadores e levado a sintese de novas piridinonas
(DEVI e PERUMAL, 2007; PEI et al., 2005; STORCK et al., 2005; OZTURK
et al., 2001; ABADI et al., 1999). Algumas sdo denominadas genericamente
de bis(piridil)metanos (4), Figura 4.1, e apresentam atividade antitumoral

(COCCO et al., 2000; COCCO et al., 2003).
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Figura 4.1. Estrutura quimica dos compostos fluridona (1), a gostatina (2) e

a sapinopiridiona (3) e bis(piridil)metano (4).
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O aparecimento da resisténcia antimicrobial revelou-se também um
problema mundial crescente, especialmente em meio hospitalar,
aumentando consideravelmente durante a ultima década. Embora a
resisténcia antimicrobial tenha atraido a atencdo da comunidade médica e
cientifica, a magnitude do impacto desta resisténcia na saude e na economia

€ pouco conhecida.

A resisténcia antimicrobial pode afetar o paciente, aumentando
viruléncia, causando reducdo na eficiéncia da terapia administrada ou
limitando a terapia apropriada disponivel (COSGROVE e CARMELI, 2003;
COAST et al., 1998). Infecgbes causadas por bactérias resistentes resultam
em hospitalizagdes prolongadas e maior indice de mortalidade (CARMELI et
al., 1999). O aparecimento de microorganismos antibidtico-resistentes é
uma das principais preocupac¢des dos médicos envolvidos no tratamento de

pacientes graves na ultima década (DE WAELE et al., 2004).

As cepas resistentes apareceram inicialmente em hospitais, onde a
maioria dos antibidticos era usada. Streptoccoccus pyogenes resistente a
sulfonamida foi encontrada em hospitais militares nos anos 1930.
Staphylococcus aureus resistente a penicilina surgiu rapidamente apés sua
introducdo em hospitais civis de Londres, nos anos 1940. Semelhantemente,
Mycobacterium tuberculosis resistente a estreptomicina foi detectada logo
apos a descoberta deste antibidtico. A descoberta de microorganismos com
multipla resisténcia a drogas foi constatada primeiramente entre
enterobactérias Escherichia coli, Shigella e Salmonella no final dos anos

1950 e inicio dos anos 1960 (LEVY e MARSHALL, 2004).
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O Bacillus cereus € uma bactéria Gram-positiva, aerdbia facultativa e
formadora de esporos. Tem sido reconhecida como agente etiolégico de
doencgas de origem alimentar ha mais de 40 anos. Encontrada comumente
em solos, devido a resisténcia de seus esporos, encontra-se amplamente
distribuida na natureza. Por esta razdo contamina facilmente alimentos
processados e “in natura”, como vegetais, cereais, condimentos, carne
bovina, suina e de frango, laticinios, sorvetes, pudins, carne cozida, sopas,
pratos a base de vegetais e arroz cozido. A ingestdo de alimentos
contaminados com cepas patogénicas produtoras de toxinas resulta em
intoxicacao alimentar. Esta espécie esta entre as predominantes em surtos
de intoxicacdo alimentar, causando diarreia, sendo estas alteragbes
atribuidas a acdo das enterotoxinas e da toxina emética (MENDES et al.,

2004; SUBRAMANIAN et al., 2006; AL-KHATIBA et al., 2007).

Escherichia coli, membro da familia Enterobacteriaceae, é uma
bactéria Gram-negativa anaerdbia facultativa, esta presente no trato
intestinal dos animais, inclusive do ser humano. Foi usada extensamente
como indicadora da qualidade de agua de superficie e subterranea. Certas
cepas sao responsaveis por infeccbes entéricas e diarreia, infecgdes
urinarias e meningites. A contaminagdo pode ocorrer por ingestdo de agua
contaminada. A resisténcia € observada mais frequentemente para
sulfonamidas, tetraciclina e ampicilina (RAM et al., 2007; HU et al., 2008;

SCAVIA et al., 2008).

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva, patogénica,
resistente a uma variedade de agentes antimicrobianos. Sua importancia

médico-sanitaria face a sua patogenicidade para o ser humano e os animais
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tem sido destacada, principalmente porque, devido a sua elevada taxa de
mutabilidade, tem aumentado consideravelmente o numero de cepas
resistentes aos agentes antibidticos. Causa problema na saude publica
devido ao seu grande potencial de disseminagdo e altas porcentagens de
morbidade e mortalidade (EGIDO e BARROS, 2003; ZELANTE et al., 1983;

KIM et al., 2001).

E muito reduzido o nimero de trabalhos que relatam o preparo de
compostos bis(piridil)metanos, sendo também escassos os estudos da sua
atividade fitotéxica. Considerando a fitotoxicidade da colletopirona e da
sapinopiridiona e uma possivel atividade herbicida e/ou bactericida dos
bis(piridil)metanos, esse estudo tem como objetivos sintetizar compostos
bis(piridil)metanos visando a descoberta de novos compostos com potencial
uso comercial. Dessa forma, utilizou-se a 4-hidroxi-6-metilpiridin-2-ona,
obtida a partir do acido desidroacético, em reacdo de condensagao com

aldeidos alifaticos e aromaticos substituidos.

4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Técnicas experimentais

Os aldeidos foram adquiridos da Sigma Aldrich com elevado grau de
pureza. Os solventes utilizados nas reagbes foram de grau P.A.,
dispensando o processo de purificacdo. Os espectros no infravermelho (1V)
foram obtidos em espectrofotometro PERKIN ELMER SPECTRUM 1000. As

amostras foram misturadas com brometo de potassio e analisadas, em
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forma de pastilhas, na faixa de 400 a 4000 cm”’. Os espectros de
ressonancia magnética nuclear foram obtidos em aparelho VARIAN
MERCURY 300 MHz para hidrogénio e 75 MHz para carbono. Utilizou-se
dimetilssulfoxido deuterado (DMSO-ds) como solvente. As constantes de
acoplamento (J) foram expressas em Hertz (Hz). Os espectros de massas
da 4-hidroxi-6-metilpiran-2-ona e da 4-hidroxi-6-metilpiridin-2-ona foram
obtidos por insercdo direta das amostras em equipamento CG-EM
SHIMADZU GCMS-QP5050A no modo de impacto de elétrons (70 eV). As
massas exatas (HRMS) foram obtidas sob condigdes de ionizagdo por
eletroespray (ESI) em espectrémetro Bruker MicroToF (resolugdo = 10000
FWHM). O lock-mass usado para calibragdo foi o ion positivo brometo de
tetraoctilaménio. As temperaturas de fusdo (Ty) foram determinadas em

aparelho MQAPF-301 e n&o foram corrigidas.

Os dados cristalograficos da analise por difracdo de raios X de
monocristal dos compostos 34, 35 e 36, paginas 142, 143 e 144,
respectivamente, foram coletados a 150 K com um sistema Oxford
Cryosystems Cryostream de N2 open-flow (COSIER e GLAZER, 1986), em
um difratbmetro Enraf-Nonius Kappa-CCD, utilizando-se como fonte de
radiacdo um tubo selado de Mo Ka = 0,71073 A. Os dados foram
processados utilizando o DENZO-SMN (OTWINOWSKI e MINOR, 1997). As
estruturas foram resolvidas utilizando o SIR92 (ALTOMARE et al., 1994) e os
refinamentos das estruturas cristalinas foram feitos empregando-se o método
dos minimos quadrados de matriz completa em F? (BETTERIDGE et al.,

2003).
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4.2.2. Procedimento de sintese

4.2.2.1 Procedimento para a sintese da 4-hidroxi-6-metilpiran-2-ona (6)

Em um baldo de 25 mL, foram adicionados acido desidroacético (5)
(500 mg; 3 mmol) e acido sulfurico 92% m/v (1,5 g; 15 mmol). A mistura foi
aquecida a 130 °C, por 10 min. A mistura, ainda quente, foi vertida em um
béquer contendo gelo picado. O precipitado formado foi filtrado, lavado com
agua gelada e recristalizado em agua quente, levando a produgéo da 4-
hidroxi-6-metilpiran-2-ona (6) como um solido branco (SETO et al., 1966;

COLLIE, 1891; NAGAWADE et al., 2005).

OH

4
507 ) 3
sl 12
9 o

A 4-hidroxi-6-metilpiran-2-ona (6) foi obtida 86% de rendimento (322

mg; 2,6 mmol).

T; = 186,5-187,7 °C.
Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) v nax 1 3440, 3097, 2962, 2821, 2733, 1717, 1657,
1626, 1586, 1540, 1509, 1493, 1344, 1303, 1256, 1191, 1149, 1042, 989,

878, 839, 814, 591, 526, 498.
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RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuigao): & 2,13 (d,
3H, J = 0,3 Hz, 6-CH3); 5,19 (d, 1H, J = 2,1 Hz, H-3); 5,93 (m, 1H, H-5);

11,58 (s, 1H, OH);

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 8 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
20,1 (6-CHs); 88,8 (C3); 100,9 (C5); 164,0 (C6*); 164,6 (C4*); 171,2 (C2).

*Sinais podem estar trocados.

EM, m/z (%): 126 (M*, 33); 111 (15); 98 (70); 85 (33); 69 (100); 55 (25).

4.2.2.2. Procedimento para a sintese da 4-hidroxi-6-metilpiridin-2-ona

(7)

Em um baldo de 25 mL, foram adicionados, sob agitagdo, 4-hidroxi-6-
metilpiran-2-ona (6) (350 mg; 2,8 mmol) e hidroxido de aménio 28% (2 mL;
14,5 mmol). A mistura foi aquecida a 100 °C por 6 h. Apos este periodo, foi
resfriada em banho de gelo, e o sdlido branco formado foi filtrado, lavado
com agua gelada e recristalizado em etanol, fornecendo a 4-hidroxi-6-

metilpiridin-2-ona (SETO et al., 1966).

©)
I

(924,
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7
A 4-hidroxi-6-metilpiridin-2-ona (7) foi obtida com 80% de rendimento
(279 mg; 2,23 mmol).

T; > 300 °C.
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Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) v max : 3445, 3268, 3091, 2894, 2796, 2716, 1653,
1634, 1603, 1550, 1400, 1381, 1352, 1267, 1232, 1175, 1042, 903, 842, 830,
627, 595, 535.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuigdo): & 2,06 (d,
3H, J = 0,3 Hz, 6-CHs); 5,32 (d, 1H, J = 2,1 Hz, H-3); 5,58 (m, 1H, H-5);
10,97 (s, 1H, OH); 10,41 (s, 1H, NH).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 8 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
19,1 (6-CHs); 96,4 (C3); 99,0 (C5); 146,6 (C6); 165,5 (C2*); 168,3 (C4*).
*Sinais podem estar trocados.

EM, m/z (%): 125 (M*, 77); 96 (22); 84 (100); 69 (17); 68 (17); 55 (16).

4.2.2.3 Procedimento para a sintese dos derivados bis(piridillmetanos

(8-40)

A um baldo de 100 mL, foram adicionados etanol 95% (20 mL),
metanol (20 mL), 4-hidroxi-6-metilpiridin-2-ona (7) (188 mg; 1,5 mmol),
piperidina (15 pL; 0,15 mmol) e piridina (45 pL; 0,55 mmol). A mistura
reagente foi mantida sob agitacdo por 5 min, a 25 °C. Em seguida, foi
adicionado o aldeido correspondente (0,75 mmol), e a mistura mantida sob
refluxo. Apés o término da reagdo, monitorada por CCD, o volume do
solvente foi reduzido em evaporador rotatério, e o precipitado foi filtrado e
lavado com metanol, seguido de éter etilico. Este procedimento levou aos

bis(piridil)metanos com bons rendimentos (20-95%) e elevado grau de
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pureza, dispensando qualquer procedimento de purificacdo (FINDLAY et al.,

1976).

3,3’-metilenobis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (8): refluxo 1,5 h;
sélido branco; rendimento: 92%.
T: > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) Vmax © 3445, 3284, 3059, 3023, 2899, 1640, 1568,
1442, 1389, 1368, 1267, 1196, 1132, 910, 835, 805, 611, 546.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,10 (s,
6H, 6-CH; e 6’-CH3); 3,41 (s, 2H, H-7); 5,86 (s, 2H, H-5 e H-5); 11,74
(simpleto largo, 2H, H-1 e H-1); 12,11 (simpleto largo, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,7 (C7); 18,9 (6-CH3 e 6’-CH3); 102,1 (C5 e C5’); 109,1 (C3 e C3’); 144,3
(C6 e C6’); 165,6 (C2 e C2); 167,0 (C4 e C4’).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C43H14N2O4 261,0881 g/mol;

encontrado: 261,0886 g/mol.
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3,3'-(etano-1,1-diil)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (9): refluxo
90 h, sdlido branco; rendimento: 35%.
T: > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm'1) ‘_/max : 3446, 3264, 2891, 2610, 1644, 1558, 1451,
1390, 1335, 1265, 1198, 1165, 915, 816, 641, 553.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuigdo): & 1,58 (d,
3H, J = 7,5 Hz, H-8); 2,09 (s, 6H, 6-CH3 e 6'-CHs); 4,49 (q, 1H, J = 7,5 Hz, H-
7): 5,81 (s, 2H, H-5 e H-5'); 11,63 (sl, 2H, H-1 e H-1").

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
15,3 (C8); 18,7 (6-CH3 e 6'-CH3); 25,3 (C7); 102,7 (C5 e C5'); 112,9 (C3 e
C3’); 144,0 (C6 e C6’); 166,5 (C2 e C2’); 166,7 (C4 e C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C14H1sN2O4 275,1037 g/mol;

encontrado: 275,1040 g/mol.
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10

3,3'-(propano-1,1-diil)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (10):
refluxo 90 h, sdlido branco; rendimento 56%.
T¢ = 220,5-221,6 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) vmax @ 3447, 3057, 2955, 2872, 2622, 1637, 1460,
1393, 1361, 1265, 1252, 1193, 835, 817, 624, 557.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragdo, constante de acoplamento, atribuigdo): & 0,73 (t,
3H, J=7,2 Hz, CH3); 2,03-2,20 (m, 8H, H-8, 6-CH3 e 6’-CH3); 4,18 (t, 1H, J =
8,1 Hz, H-7); 5,81 (s, 2H, H-5 e H-5); 11,60 (s, 2H, H-1 e H-1").

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
13,9 (C9); 18,7 (6-CH3; e 6’-CHj3); 21,4 (C8); 33,4 (C7); 102,7 (C5 e C5’);
111,6 (C3 e C3’); 144,2 (C6 e C6’); 166,1 (C2 e C2’); 166,2 (C4 e C4').

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para CisH1sN2O4 289,1194 g/mol;

encontrado: 289,1199 g/mol.
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3,3'-(butano-1,1-diil)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (11): refluxo
90 h, sdlido branco; rendimento: 20%.
T: = 290,4-291,4 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) Vmax | 3447, 3058, 2874, 1626, 1452, 1394, 1360,
1273, 1257, 1194, 824, 607, 536.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragdo, constante de acoplamento, atribuigdo): & 0,80 (t,
3H, J = 7,2 Hz, H-10); 2,09 (sl, 8H, H-8, 6-CH3 e 6’-CH3); 1,12 (sex, 2H, J =
7,2 Hz, H-9); 4,31 (t, 1H, J = 8,1 Hz, H-7); 5,83 (s, 2H, H-5 e H-5"); 11,60
(simpleto largo, 2H, H-1 e H-1").

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
14,4 (C10); 18,8 (6-CH3 e 6’-CH3); 22,1 (C9); 30,3 (C8); 30,8 (C7); 102,7 (C5
e C5); 111,7 (C3 e C3’); 144,2 (C6 e C6’); 166,2 (C2 e C2’); 167,0 (C4 e
C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C1sH2oN204 303,1350 g/mol;

encontrado: 303,1355 g/mol.
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3,3'-(3-metilbutano-1,1-diil)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (12):
refluxo 16 h, sélido branco; rendimento: 67%.
T: > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) Vmax | 3445, 3280, 3232, 3058, 2951, 2872, 2642,
1635, 1558, 1448, 1398, 1357, 1324, 1274, 1192, 1042, 821, 651, 625, 557.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuigdo): & 0,78 (d,
6H, J = 6,6 Hz, H-10 e H-10’); 1,30 (hept, 1H, J = 6,6 Hz, H-9); 2,09 (sl, 8H,
H-8, 6-CH; e 6'-CHj3); 4,40 (t, 1H, J = 8,1 Hz, H-7); 5,84 (s, 2H, H-5 e H-5);
11,61 (sl, 2H, 1-H e 1’-H); 11,89 (sl, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,8 (6-CH3 e 6’-CH3); 23,0 (C10 e C10’); 27,3 (C9); 29,0 (C7); 37,2 (C8);
102,3 (C5 e C5); 111,9 (C3 e C3’); 144,0 (C6 e C6’); 165,5 (C2 e C2'); 167,0
(C4 e C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C17H22N204 317,1507 g/mol;

encontrado: 317,1512 g/mol.
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3,3'-(fenilmetileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (13): refluxo
40 h, sélido branco; rendimento: 56%.
T: > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) V max 1 3445, 3280, 3062, 2898, 1632, 1453, 1394,
1361, 1284, 1192, 924, 817, 772, 583.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,15 (s,
6H, 6-CH; e 6’-CHj3); 5,87 (br s, 3H, H-7, H-5 e H-5’); 6,99 (d, 2H, J = 7,5 Hz,
H-2” e H-6"); 7,12 (t, 1H; J= 7,5 Hz, H-4"); 7,20 (t, 2H, J = 7,5 Hz, H-3” e H-
57); 11,69 (sl, 2H, H-1 e H-1); 12,31 (sl, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CHs; e 6’-CHj3); 34,5 (C7); 102,5 (C5 e C5’); 110,2 (C3 e C3’); 126,0
(C4”); 126,9 (C2" e CB”); 128,5 (C3” e C5”); 139,6 (C1”); 144,8 (C6 e C6’);
167,7 (C2 e C2'); 167,5 (C4 e C4)).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C19H1sN2O4 337,1194 g/mol;

encontrado: 337,1202 g/mol.
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3,3-((2-nitrofenil)metileno))bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (14):
refluxo 210 h, solido branco; redimento 72%.
T: > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) vmax : 3447, 3271, 3223, 3058, 2918, 2882, 1623,
1549, 1520, 1460, 1390, 1357, 1357, 1312, 1256, 1194, 1039, 888, 858, 825,
785, 731, 687, 642.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,11 (s,
6H, 6-CH3 e 6'-CH3); 5,82 (s, 2H, H-5 e H-5’); 6,44 (s, 1H, H-7); 7,22 (dI, 1H,
J=17,8Hz, H-6"); 7,36 (tl, 1H, J = 7,8 Hz, H-4"); 7,50 (dt, 1H, J=7,8 e 1,2
Hz, H-57); 7,56 (dd, 1H, J = 7,8 e 1,2 Hz, H-3"); 11,55 (s, 2H, H-1 e H-1’);
11,87 (sl, 1H, 4-OH 4’-OH).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH3 e 6’-CH3); 31,6 (C-7); 101,8 (C5 e C5’); 108,6 (C3 e C3’); 124,3
(C37); 127,6 (C4”); 130,1 (C6”); 132,1 (C5”); 133,9 (C1”); 145,1 (C6 e C6’);
150,3 (C2"); 165,9 (C2 e C2'); 167,5 (C4 e C4’).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C19H17N3Os 406,1010 g/mol;

encontrado: 406,1013 g/mol.
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3,3’-((3-nitrofenil)metileno))bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (15):
refluxo 15 h, solido branco; rendimetno: 69%.
T > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) v max : 3445, 3280, 3060, 2900, 2616, 1634, 1526,
1457, 1391, 1350, 816, 676.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,16 (s,
6H, 6-CHs e 6’-CH3); 5,93 (s, 2H, H-5); 6,04 (s, 1H, H-7); 7,43 (d, 1H, J=7,8
Hz, H-6”); 7,53 (t, 1H, J = 7,8 Hz, H-5"); 7,77 (s, 1H, H2"); 8,02 (d, 1H, J=7,8
Hz, H-4”); 11,75 (sl, 2H, H-1 e H-1"); 12,18 (sl, 1H, 4-OH e 4-OH ).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH3 e 6’-CHg); 34,4 (C7); 102,5 (C5 e C5’); 109,3 (C3 e C3’); 121,3
(C27); 121,6 (C4”); 130,1 (C5”); 134,2 (C6”); 142,8 (C1"); 145,4 (C6 e C6’);
148,4 (C3"); 166,2 (C2 e C2'); 167,6 (C4 e C4’).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado Ci9H47N3Os 382,1045 g/mol;

encontrado: 382,1047 g/mol.
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3,3’-((4-nitrofenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (16):
refluxo 15 h, solido branco; rendimento: 65%.
T: > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) v max : 3440, 3280, 3232, 3062, 2897, 1636, 1516,
1387, 1347, 1192, 1108, 890, 850, 818.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicéo): & 2,15 (s,
6H, 6-CH3 e 6’-CHg); 5,91 (s, 2H, H-5 e H-5); 6,04 (s, 1H, H-7); 7,23 (d, 2H,
J = 8,4 Hz, H-2” e H-6"); 8,09 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3" e H-5"); 11,74 (sl, 2H,
H-1 e H-1"); 12,17 (sl, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH3 e 6'-CHzs); 34,9 (C7); 102,4 (C5 e C5’); 109,4 (C3 e C3’); 123,8
(C3” e C57); 128,3 (C2” e C6”); 145,3 (C6 e C6’); 146,2 (C1”); 149,1 (C4”);
166,2 (C2 e C2'); 167,5 (C4 e C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C19H17N3Os 382,1045 g/mol,;

encontrado: 382,1049 g/mol.
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3,3’-((3-cianofenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (17):
refluxo 15 h, sélido branco; rendimento: 84%.
T; > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) V max : 3445, 3280, 3054, 2892, 2832, 2623, 2225,
1631, 1450, 1391, 1308, 1196, 1108, 825, 804, 610, 539.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,15 (s,
6H, 6-CH3 e 6’-CH3); 5,91 (s, 2H, H-5 e H-5); 5,96 (s, 1H, H-7); 7,30 (d, 1H,
J=1,2Hz H-2"); 7,31 (dd, 1H, J=7,5e 1,2 Hz, H-4"); 7,44 (dt, 1TH, J=7,5 e
1,2 Hz, H-5"); 7,61 (dd, 1H, J=7,5e 1,2 Hz, H-6"); 11,73 (sl, 2H, H-1 e H-1’);
12,17 (sl, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH3 e 6'- CHg3); 34,3 (C7); 102,5 (C5 e C5’); 109,3 (C3 e C3’); 111,5
(C3”); 119,9 (3"-CN); 129,9 (C5"); 130,1 (C6”); 130,5 (C2"); 132,3 (CB");
141,9 (C17); 145,3 (C6 e C6’); 166,2 (C2 e C2'); 167,5 (C4 e C4').

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para CyoH17N304 362,1146 g/mol;

encontrado: 362,1149 g/mol.

125



18

3,3’-((4-cianofenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (18):
refluxo 15 h, sélido branco; rendimento: 73%.
T: > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) Vmax © 3445, 3276, 3055, 2890, 2627, 2233, 1631,
1457, 1387, 1307, 1196, 852, 818, 552.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,15 (s,
6H, 6-CH3 e 6’-CH3); 5,90 (s, 2H, H-5 e H-5); 5,99 (s, 1H, H-7); 7,15 (d, 2H,
J=38,1 Hz, H-3” e H-5"); 7,67 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-2" e H-6"); 11,72 (sl, 2H,
H-1 e H-1°); 12,14 (sl, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CHj3 e 6’-CHj3); 34,8 (C7); 102,4 (C5 e C5’); 108,8 (C4”); 109,3 (C3 e
C3’); 19,8 (4’-CN); 128,1 (C3” e C5”); 132,5 (C2" e 6”); 145,2 (C6 e CB);
146,6 (C17); 166,2 (C2 e C2'); 167,5 (C4 e C4').

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para CyoH17N304 362,1146 g/mol;

encontrado: 362,1150 g/mol.
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3,3'-((3-fluorofenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (19):
refluxo 15 h, sélido branco; rendimento: 80%.
T; > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) Y max © 3445, 3275, 3057, 2901, 2616, 1632, 1588,
1483, 1455, 1441, 1397, 1249, 925, 831, 789, 682, 599.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,15 (s,
6H, 6-CH; e 6'-CH3); 5,90 (s, 2H, H-5 e H-5’); 5,92 (s, 1H, H-7); 6,70 (dI, 1H,
J =111 Hz, H-2"); 6,83 (dI, 1H, J = 8,1 Hz, H-6"); 6,95 (dt, 1H, J=8,1e 24
Hz, H-4"); 7,24 (dt, 1H, J = 8,1 e 6,3 Hz, H-5"); 11,68 (sl, 2H, H-1 e H-1’);
12,18 (sl, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CHs; e 6’-CH3); 34,4 (C7); 102,4 (C5 e C5’); 109,8 (C3 e C3’); 112,8
(d; J = 20,6 Hz; C4”); 113,7 (d; J = 20,6 Hz; C2"); 123,1 (d; J = 3,6 Hz; C6”);
130,3 (d; J = 8,0 Hz; C5”); 143,2 (d; J = 1,4 Hz; C17); 145,0 (C6 e C6’); 162,5
(d; J =240,0 Hz; C3"); 166,3 (C2 e C2’); 167,51 (C4 e C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C49H47FN2O4 355,1100 g/mol;

encontrado: 355,1106 g/mol.
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3,3'-((4-fluorofenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (20):
refluxo 15 h, sélido branco; rendimento: 81%.
T: > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) Vmax @ 3445, 3273, 3231, 3058, 2898, 2617, 1634,
1585, 1508, 1456, 1389, 1308, 1259, 1222, 1106, 1049, 1020, 932, 883, 848,
820, 606, 547.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,14 (s,
6H, 6-CH3 e 6'-CHj3); 5,86 (s, 2H, H-5 e H-5°); 5,89 (s, 1H, H-7); 6,96-7,06 (m,
4H, H-2”, H-3”, H-5" e H-6"); 11,67 (sl, 2H, H-1 e H-1"); 12,28 (sl, 1H, 4-OH e
4’-OH).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CHs3; e 6'-CHzs); 33,9 (C7); 102,5 (C5 e C5’); 110,1 (C3 e C3’); 1151
(d, J=21,2 Hz, C3” e C5”); 128,7 (d, J = 8,0 Hz, C2” e C6”); 135,6 (d, J= 3,5
Hz, C1”); 144,9 (C6 e C6’); 161,0 (d, J = 239,2 Hz, C4”); 166,3 (C2 e C2);
167,5 (C4 e C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C49H47FN2O4 355,1100 g/mol;

encontrado: 355,1103 g/mol.
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3,3'-((3-hidroxifenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona)
(21): refluxo 44 h, solido branco; rendimento: 59%.
T; > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) V max : 3274, 3088, 2909, 1628, 1583, 1554, 1452,
1393, 1280, 1246, 1201, 832, 790, 689, 528.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,14 (s,
6H, 6-CH3 e 6’-CH3); 5,80 (s, 2H, H-5 e H-5); 5,89 (s, 1H, H-7); 6,42 (d, 1H,
J = 7,8 Hz, H-4"); 6,46 (s, 1H, H-2"); 6,50 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-6"); 6,97 (t,
1H, J = 7,8 Hz, H-4"); 9,04 (s, 1H, 3”-OH); 11,64 (sl, 2H, H-1 e H-1).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribui¢do): &
18,6 (6-CH; e 6’-CHj3); 33,8 (C7); 102,6 (C5 e C5’); 109,9 (C3 e C3’); 113,2
(C47); 113,9 (C27); 118,0 (C6”); 129,7 (C5”); 141,6 (C1”); 145,2 (C6 e C6’);
157,2 (C37); 166,1 (C2 e C2’); 167,6 (C4 e C4’).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C19H1sN2Os 353,1143 g/mol;

encontrado: 353,1148 g/mol.
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3,3’-((3,4-metilenodioxifenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-
ona) (22): refluxo 60 h, sélido branco; rendimento: 77%.
T; > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) Y max 3445, 3273, 3231, 3057, 2893, 2613, 1633,
1503, 1491, 1455, 1390, 1306, 1248, 1238, 1193, 1109, 1042, 931, 842, 815,
615, 537.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicéo): & 2,14 (s,
6H, 6-CH; e 6’-CHs); 5,80 (s, 2H, H-5); 5,88 (s, 1H, H-7); 5,93 (s, 2H, -
OCH,0-); 6,44 (dd, 1H, J = 8,7 e 1,2 Hz, H-6"); 6,46 (d, 1H, J = 1,2 Hz, H-2");
6,73 (d, 1H, J = 8,7 Hz, H-5"); 11,64 (sl, 2H, H-1 e H-1).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 8 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH3; e 6'-CHj3); 34,2 (C7); 101,4 (-OCH,0-); 102,5 (C5 e C5’), 107,6
(C27); 108,4 (C5”); 110,3 (C3 e C3’); 119,8 (C6”); 133,5 (C17); 144,8 (C6 e
C6’); 145,6 (C4™); 147,76 (C3™); 166,6 (C2 e C2’); 167,5 (C4 e C4’). *Sinais
podem estar trocados.

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para CyoH1sN2Os 381,1092 g/mol;

encontrado: 381,1097 g/mol.
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3,3'-((4-(dimetilamino)fenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-
ona) (23): refluxo 85 h, sdlido branco; rendimento: 55%.
Ponto de decomposigio = 283,0 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) Y max 3435, 3276, 3062, 2899, 2802, 1635, 1519,
1454, 1389, 1350, 1307, 1191, 819, 627, 545.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,14 (s,
6H, 6-CH; e 6’-CH3); 2,82 (s, 6H, 4”-N(CHz3)2); 5,75 (s, 1H, H-7); 5,87 (s, 2H,
H-5 e H-5); 6,58 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3"e H-5"); 6,79 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-2"
e H-67); 11,62 (sl 2H, H-1 e H-1").

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH3; e 6’-CHg); 33,6 (C7); 102,5 (C5 e C5’); 11,2 (C3 e C3’); 113,0
(C3” e C57); 126,8 (C1”); 127,5 (C2” e C6”); 144,5 (C6 e CB6’); 149,1 (C4”);
167,4 (C2 e C2); 167,9 (C4 e C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C,1H23N304 380,1616 g/mol;

encontrado: 380,1620 g/mol.
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3,3'-((3-metoxifenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona)
(24): refluxo 44 h, solido branco; rendimento: 80%.
T; > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) Vmax © 3445, 3289, 3062, 2903, 2836, 1631, 1602,
1457, 1393, 1362, 1281, 1261, 1041, 827, 791, 602, 528.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,15 (s,
6H, 6-CHs; e 6’-CHj3); 3,64 (s, 3H, 3"-OCHj3); 5,85 (s, 1H, H-7); 5,89 (s, 2H, H-
5 e H-5); 6,52 (dI, 1H, J = 0,9 Hz, H-2"); 6,58 (dd, 1H, J = 8,1 e 0,9 Hz, H-4");
6,71 (dd, 1H, J = 8,1 e 2,7 Hz, H-6"); 7,12 (t, 1H, J = 8,1 Hz, H-5"); 11,65 (sl,
2H, H-1 e H-1").

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH3 e 6'-CHj3); 34,4 (H-7); 55,5 (3"-OCHj3); 102,5 (C5 e C5’); 110,2
(C3 e C3’); 110,5 (C6”); 113,6 (C2"); 119,4 (C4"); 129,5 (C5”); 141,4 (C17);
144,8 (C6 e C6’); 159,8 (C3"); 166,4 (C2 e C2'); 167,5 (C4 e C4').

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para CyH2N205 367,1299 g/mol;

encontrado: 367,1303 g/mol.
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3,3'-((4-metoxifenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona)
(25): refluxo 44 h, sélido branco; rendimento: 69%.
T; = 293,0-293,7 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) ¥ max : 3445, 3269, 3058, 2978, 2612, 2831, 2618,
1633, 1509, 1453, 1389, 1304, 1252, 1194, 1041, 883, 853, 805, 547.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,14 (s,
6H, 6-CH; e 6-CHj3); 3,69 (s, 3H, 4’-OCHs); 5,80 (s, 1H, H-7); 5,89 (s, 2H, H-
5eH-5);6,77 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3" e H-5"); 6,88 (d, 2H, J=8,4 Hz, H-2" e
H-6"); 11,65 (sl, 2H, H-1 e H-1°).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH3 e 6’-CHj3); 33,8 (C7); 55,6 (4”-OCHgs); 102,5 (C5 e C5’); 110,5
(C3 e C3’); 113,9 (C3” e C5”); 127,9 (C2" e CB6”); 131,3 (C1”); 144,7 (C6 €
C6’); 157,8 (C4”); 166,7 (C2 e C2’); 167,5 (C4 e C4’).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para CyoH2N205 367,1299 g/mol;

encontrado: 367,1300 g/mol.
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3,3'-((3-metilfenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (26):
refluxo 16 h, sélido branco; rendimento: 49%.
T; > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) Y max © 3446, 3058, 2905, 1634, 1459, 1390, 1365,
1309, 1281, 1257, 1196, 828, 793, 595, 553, 515.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,15 (s,
6H, 6-CH; e 6’-CHs); 2,19 (s, 3H, 3"-CHj3), 5,83 (s, 1H, H-7); 5,89 (s, 2H, H-5
e H-5%); 6,78 (d, 1H, J = 7,5 Hz, H-4"); 6,80 (s, 1H, H-2"); 6,93 (d, 1H, J=7,5
Hz, H-6"); 7,09 (t, 1H, J = 7,5 Hz, H-57); 11,65 (s|, 2H, H-1 e H-1").

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CHj3 e 6’-CHj3); 22,0 (3"-CHj3); 34,4 (C7); 102,6 (C5 e C5’); 110,4 (C3
e C3'); 124,1 (C4"); 126,8 (C6”); 127,4 (C2"); 128,4 (C5"); 137,3 (C17); 139,5
(C3”); 144,8 (C6 e C6’); 166,0 (C2 e C2’); 167,6 (C4 e C4’).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para CyoH2N204 351,1350 g/mol;

encontrado: 351,1353 g/mol.
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3,3'-((4-etilfenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona)  (27):
refluxo 54 h, sélido branco; rendimento: 64%.
T: > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) V max : 3446, 3275, 3052, 2963, 1629, 1510, 1459,
1389, 1307, 1256, 1191, 817, 544.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragdo, constante de acoplamento, atribuigdo): & 1,14 (t,
3H, J = 7,5 Hz, 4"-CH,CHjs); 2,14 (s, 6H, 6-CHs e 6'-CHs); 2,53 (q, 2H, J=7,5
Hz, 4’-CH,CHj3); 5,81 (s, 1H, H-7); 5,89 (s, 2H, H-5 e H-5’); 6,88 (d, 2H, J =
8,1 Hz, H3” e H%”); 7,03 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H2” e H6”); 11,67 (sl, 2H, H-1 e
H-1'); 12,50 (sl, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
16,3 (4”-CH,CHj3); 18,9 (6-CH3; e 6’-CHj3); 28,3 (4”-CH,CHs); 34,2 (C7); 102,5
(C5 e C5); 10,4 (C3 e C3’); 126,8 (C3” e C5”); 127,9 (C2" e C6"); 136,6
(C17): 141,2 (C4”); 144,8 (C6 e C6'); 166,6 (C2 e C2'); 167,4 (C4 e C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C31H22N204 365,1507 g/mol;

encontrado: 365,1512 g/mol.
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3,3'-((3-bromo-4-metoxifenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-
2(1H)-ona) (28): refluxo 48 h, sdlido branco; rendimento: 73%.
T: > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) Y max © 3430, 3270, 3056, 3008, 2956, 2836, 2622,
1623, 1559, 1458, 1494, 1439, 1394, 1311, 1261, 1194, 1054, 913, 820, 777,
594, 549.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,15 (s,
6H, 6-CHs; e 6’-CH3); 3,78 (s, 3H, 4’-OCHj3); 5,85 (s, 1H, H-7); 5,89 (s, 2H, H-
5 e H-5'); 6,88-6,96 (m, 2H, H-5" e H-6"); 7,07 (s, 1H, H-2"); 11,68 (sl, 2H, H-
1 e H-1'); 12,20 (sl, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH3 e 6’-CHj3); 33,5 (C7); 56,8 (4”-OCHgs); 102,5 (C5 e C5’); 109,9
(C3 e C3’); 110,7 (C17); 112,9 (C5”); 127,6 (C6”); 131,2 (C2"); 133,4 (C3");
145,0 (C6 e C6’); 153,9 (C4"); 166,3 (C2 e C2'); 167,5 (C4 e C4').

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para CoH19BrN2Os 445,0405 g/mol;

encontrado: 445,0409 g/mol.
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3,3'-((4-bromofenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona)
(29): refluxo 14 h, sdlido branco; rendimento 44%.
T: > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) v max : 3411, 3280, 3062, 2897, 2619, 1633, 1485,
1395, 1385, 1311, 1252, 1191, 1009, 882, 812, 598, 544.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,14 (s,
6H, 6-CH; e 6’-CH3); 5,84 (s, 2H, H-5 e H-5"); 5,89 (sl, 1H, H-7); 6,92 (dd,
2H, J = 8,4 e 0,9 Hz, H-2" e H-6"); 7,39 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3" e H-5");
11,70 (sl, 2H, H-1 e H-1"); 12,19 (sl, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 8 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH3; e 6'-CHgs); 34,1 (C7); 102,5 (C5 e C5’); 109,8 (C3 e C3’); 119,0
(C47); 129,3 (C2” e C6”); 131,3 (C3” e C5”); 139,4 (C1”); 145,0 (C6 e CB’);
166,4 (C2 e C2'); 167,0 (C4 e C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C49H47BrN2O4 415,0299 g/mol;

encontrado: 415,0300 g/mol.
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3,3’-((3-clorofenil)metileno))bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (30):
refluxo 15 h, sélido branco; rendimento: 76%.
T; > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) v max : 3445, 3278, 3058, 2900, 1631, 1455, 1393,
1363, 1283, 911, 853, 821, 785, 682.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,15 (s,
6H, 6-CH3; e 6’-CHj3); 5,90 (s, 2H, H-5 e H-5’); 5,92 (s, 1H, H-7); 6,94 (s, 1H,
H-27); 6,95 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-4"); 7,18-7,27 (m, 2H, H-5" e H-6"); 11,69
(sl, 2H, H-1 e H-1"); 12,15 (sl, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 8 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH3; e 6'-CHg); 34,3 (C7); 102,4 (C5 e C5’); 109,6 (C3 e C3’); 125,8
(C27); 126,1 (C6”); 126,7 (C4”); 30,4 (C5”); 133,4 (C1”); 142,7 (C3”); 145,1
(C6 e C6’); 166,3 (C2 e C2); 167,5 (C4 e C4").

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C19H17¢ciN2O4 371,0804 g/mol;

encontrado: 371,0850 g/mol.
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31

3,3’-((4-clorofenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (31):
refluxo 14 h, solido branco; rendimento 72%.
T: > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) v max : 3426, 3278, 3058, 2903, 2626, 1633, 1490,
1459, 1387, 1316, 1256, 1192, 1095, 1015, 885, 825, 715, 599, 545.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicéo): & 2,15 (s,
6H, 6-CH; e 6’-CHs); 5,87 (sl, 1H, H-7); 5,89 (s, 2H, H-5 e H-5’); 6,99 (dd,
2H, J = 8,4 € 0,9 Hz, H-2" e H-6"); 7,26 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3” e H-5");
11,68 (sl, 2H, H-1 e H-1’); 12,25 (sl, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH3 e 6’-CHgs); 34,1 (C7); 102,5 (C5 e C5’); 109,8 (C3 e C3’); 128,4
(C3” e C57); 128,9 (C2” e C6”); 130,6 (C1”); 138,9 (C4"); 145,0 (C6 e C6’);
166,3 (C2 e C2'); 167,5 (C4 e C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C19H17CIN2O4 371,0804 g/mol;

encontrado: 371,0850 g/mol.
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32

3,3'-((4-(trifluorometil)fenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-
ona) (32): refluxo 40 h, sélido branco; rendimento: 76%.
T: > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) V max @ 3447, 3062, 2894, 1631, 1558, 1328, 1160,
1119, 1069, 851, 818, 601, 517.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,16 (s,
6H, 6-CH3 e 6’-CH3); 5,91 (s, 2H, H-5 e H-5); 5,98 (s, 1H, H-7); 7,19 (d, 2H,
J=8,4Hz, H3” e H5"); 7,58 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H2” e H6"); 11,70 (sl, 2H, H-1
e H-1°); 12.17 (sl, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH; e 6’-CHj3); 34,6 (C7); 102,5 (C5 e C5’); 109,6 (C3 e C3’); 125,2
(9, J = 282,2 Hz, 4’-CF3); 125,4 (q, J = 4,0 Hz, C3” e C5”); 126,8 (q, J = 93,9
Hz, C4”); 127,0 (C1”); 127,8 (C2” e C6”); 145,2 (C6 e C6’); 166,3 (C2 e C2');
167,5 (C4 e C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para CyH17 F3N2O4 405,1068 g/mol;

encontrado: 405,1072 g/mol.
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33

3,3’-((4-N-acetamidofenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-
ona) (33): refluxo 72 h, solido branco; rendimento: 56%.
Ts = 252,7-253,8 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) ‘_/max : 3421, 3284, 3122, 3062, 1635, 1541, 1510,
1458, 1405, 1387, 1312, 1023, 844, 812, 601, 547.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 1,99 (s,
3H, 4”-NHCHj3); 2,15 (s, 6H, 6-CH3 e 6'-CH3); 5,81 (s, 1H, H-7); 5,89 (s, 2H,
H-5 e H-5); 6,89 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H2” e H6"); 7,38 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H3”
e H6"); 9,81 (s, 1H, 4’-NHCHj3), 11,66 (sl, 2H, H-1 e H-1’); 12,43 (sl, 1H, 4-
OH e 4-OH).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 8 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,7 (6-CH3 e 6-CHj3); 24,2 (4”-NHCOCH;3); 33,6 (C7); 102,6 (C5 e C5);
110,0 (C3 e C3’); 120,0 (C3” e C57); 127,1 (C2” e C6”); 135,0 (C4”); 136,8
(C17); 145,1 (C6 e C6’); 166,2 (C2 e C2'); 167,6 (C4 e C4’); 170,1 (4-
NHCOCHs).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C;1H21N305 394,1408 g/mol;

encontrado: 394,1413 g/mol.
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34

3,7-dimetil-2-fenil-2H-pirano[3,2-c]piridin-5(6H)-ona (34): refluxo 190
h, solido branco; rendimento 49%.
T = 222,4-223,3 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) vmax : 3446, 3058, 2963, 2897, 2746, 1669, 1647,
1630, 1601, 1565, 1485, 1453, 1394, 1263, 1251, 1145, 1035, 951, 907, 869,
803, 770, 763, 696, 663, 649, 627, 539.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 1,61 (s,
3H, 8-CHj3); 2,04 (s, 3H, 6-CH3); 5,59 (s, 1H, H-5); 5,77 (s, 1H, H-7); 6,40 (s,
1H, H-9); 7,33-7,37 (m, 5H, H-2’, H-3’, H-4’, H-5" e H-6’); 11,20 (sl, 1H, H-1).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
19,2 (6-CHs); 20,0 (8-CHs); 81,0 (C7); 98,0 (C5); 104,4 (C3); 114,5 (C9);
127,0 (C8); 128,1 (C2’ e C6’); 129,4 (C3’ e C5’); 129,5 (C4’); 139,5 (CT’);
145,6 (C6); 160,2 (C2); 161,3 (C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C1H1sNO2 252,1030 g/mol;

encontrado: 252,1036 g/mol.
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35

3,3'-(3-fenilpropano-1,1-diil)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (35):
refluxo 120 h, solido branco; rendimento 75%.
T¢ = 292,5-295,4 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) v max : 3446, 3284, 3058, 3042, 3024, 2905, 2622,
1635, 1559, 1455, 1437, 1396, 1257, 1177, 816, 697, 552.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,10 (s,
6H, 6-CH; e 6’-CH3); 2,4 (sl, 2H, H-8); 2,48 (sobreposto ao quinteto do
DMSO, correlagao observada no HETCOR, H-9); 4,31 (t, 1H, J = 7,5 Hz, H-
7); 5,83 (s, 2H, H-5 e H-5'); 7,06-7,24 (m, 5H, H2”, H3", H4”, H5” e HE");
11,65 (s, 2H, H-1 e H-1’); 11,86 (sl, 1H, 4-OH e 4’-OH).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,8 (6-CH; e 6'-CHj3), 30,7 (C8); 30,8 (C7); 35,0 (C9); 102,7 (C5 e C5);
111,5 (C3 e C3’); 126,3 (C4”); 128,9 (C3” e C5”); 129,0 (C2" e C6”); 137,5
(C17); 142,5 (C6 e C6’); 167,1 (C2 e C2’); 167,2 (C4 e C4’).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C;1H22N204 389,1472 g/mol,;

encontrado: 389,1479 g/mol.
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4-(4-hidroxi-6-metil-2-oxo-1,2-diidropiridin-3-il)-7-metil-2-fenil-3,4-
diidro-2H-pirano[3,2-c]piridin-5(6H)-ona (36): refluxo 140 h, sdélido branco;
rendimento 57%.

T = 254,8-255,6 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) v max : 3418, 3132, 3058, 2932, 1616, 1579, 1455,
1390, 1363, 1321, 1260, 1181, 1155, 1113, 10339, 971, 872, 821, 765, 701,
663, 598.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuigdo): & 1,66 (d,
1H, J = 13,5 Hz, H-8); 2,02 (s, 3H, 6-CH3); 2,09 (s, 3H, 6’-CHs); 3,10 (dt, 1H,
J=13,8, 4,8 Hz, H-8'); 4,01 (d, 1H, J = 4,8 Hz, H-7); 5,12 (dd, 1H, J=12,3 e
1,8 Hz, H-9); 5,62 (s, 1H, H-5); 5,65 (s, 1H, H-5’); 7,08 (d, 2H, J = 7,2 Hz, H-
2" e H-6"); 7,16 (t, 1H, J = 7,2 Hz, H-4"); 7,26 (t, 2H, J = 7,2 Hz, H-3" e 57);
10,44 (s, 1H, 4- OH); 11,02 (sl, 2H, H-1 e H-1).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
19,0 (6-CHs); 19,1 (6’-CHs); 32,5 (C8); 35,4 (C7); 67,2 (C9); 98,5 (C5); 98,7
(C5’); 104,6 (C3); 105,5 (C3’); 126,4 (C4”); 128,6 (C2” e C6”); 128,7 (C3” e
C5”); 143,8 (C17); 146,4 (C6 e C6’); 164,0 (C2); 164,3 (C2'); 164,9 (C4);

166,4 (C4").
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HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C;1H2oN2O4 363,1350 g/mol;

encontrado: 363,1357 g/mol.

37

3,3'-(furan-2-ilmetileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (37):
refluxo 20 h, sélido amarelo; rendimento 75%.
T = 280,5-281,6 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) v max : 3425, 2354, 2972, 2880, 2576, 1639, 1621,
1453, 1388, 1354, 1303, 1285, 1100, 1011, 847, 726, 629, 518.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,13 (s,
6H, 6-CH3 e 6’-CHj3); 5,81 (s, 1H, H-7); 5,85 (sl, 2H, H-5 e H-5); 5,89 (ddd,
1H, J=3,3; 1,8 e 1,5 Hz, H3"); 6,29 (dd, 1H, J = 3,3 e 1,8 Hz, H5"); 7,39-7,40
(m, 1H, J=2,1 e 1,5 Hz, H4"); 11,61 (sl, 2H, H-1 e H-1").

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 8 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,8 (6-CH3 e 6'-CH3); 30,4 (C7); 102,2 (C5 e C5’); 106,3 (C3"); 109,1 (C3 e
C3’); 110,8 (C5”); 141,5 (C2"); 144,9 (C6); 153,2 (C4”); 166,1 (C2 e C2);
167,0 (C4 e C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C17H1sN20O5 327,0986 g/mol;

encontrado: 327,0991 g/mol.
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3,3'-((5-(4-bromofenil)furan-2-il)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-
2(1H)-ona) (38): refluxo 20 h, sdlido branco; rendimetno 95%.
T = 260,3-261,4 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) v max : 3445, 3269, 3052, 3052, 2968, 2890, 2621,
1633, 1478, 1389, 1455, 1313, 1280, 1253, 1508, 1073, 1021, 894, 834, 823,
798, 610, 558, 529.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,14 (s,
6H, 6-CH3; e 6'-CH3); 5,88 (s, 2H, H-5 e H-5); 5,93 (d, 1H, J = 1,2 Hz; H-7);
6,03 (dd, 1H, J = 3,3 e 1,2 Hz, H-3"); 6,84 (d, 1H, J = 3,3 Hz, H4"); 7,41 (d,
2H, J = 8,7 Hz, H3” e H5); 7,51 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H2” e HE™); 11,64 (sl,
2H, H-1 e H-1").

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (6-CH3 e 6'-CH3); 30,5 (C7); 102,2 (C5 e C5’); 108,2 (C4”); 108,8 (C3 e
C3’); 109,0 (C3"); 120,2 (C4”); 125,4 (C3” e C57); 130,5 (C17); 132,4 (C2” e
C6"); 145,0 (C6 e C6’); 150,6 (C2"); 154,2 (C5”); 166,1 (C2 e C2’); 167,0 (C4

e C4).
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HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para Cy3H19BrN2O5 481,0405 g/mol;

encontrado: 481,0413 g/mol.

39

3,3'-(5-(4-clorofenil)furan-2-il)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-
2(1H)-ona) (39): refluxo 8 h, sdlido branco; rendimento 83%.
T > 300 °C.

Dados espectroscopicos

IV (KBr, cm™) v max : 3420, 3267, 3058, 2927, 2895, 2626, 1635,
1539, 1481, 1458, 1389, 1314, 1253, 1094, 837, 814, 796, 611, 530.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; & CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicdo): & 2,14 (s,
6H, 6-CH; e 6’-CHs); 5,88 (s, 2H, H-5 e H-5’); 5,94 (dI, 1H, J = 0,9 Hz, H-7);
6,03 (dd, 1H, J = 3,3 e 1,5 Hz, H-3"); 6,83 (d, 1H, J = 3,3 Hz, H-4"); 7,39 (d,
2H, J = 8,7 Hz, H-3” e H-5"); 7,48 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H2"” e H6""); 11,66 (sl,
2H, H-1 e H-1").

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 5 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &
18,9 (CHs); 30,4 (CH); 102,2 (C5 e C5’); 108,1 (C4”); 108,7 (C3 e C3’); 109,0
(C37); 125,2 (C2” e C6™); 129,6 (C3” e C5™); 130,2 (C1™); 131,7 (C4”);
145,0 (C6 e C6’); 150,6 (C2); 154,1 (C5™); 166,1 (C2 e C2’); 167,0 (C4 e
C4).
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HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para C,3H19CIN2O5 437,0910 g/mol;

encontrado: 437,0913 g/mol.

40

3,3"-((5-(2-nitrofenil)furan-2-il)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-
2(1H)-ona (40): refluxo 20 h, sélido amarelo; rendimento 68%.

T = 278,3-279,2 °C.

Dados espectroscoépicos

IV (KBr, cm™) v nax : 3445, 3059, 2896, 1631, 1535, 1459, 1393,

1319, 1255, 851, 779, 748, 629.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds; 5 CD,HSOCD; 2,48), &
(multiplicidade, integragao, constante de acoplamento, atribuicéo): & 2,13 (s,
6H, 6-CH3; e 6'-CH3); 5,86 (s, 2H, H-5 e H-5); 5,89 (d, 1H, J = 1,2 Hz, H-7);
6,06 (dd, 1H, J= 3,6 e 1,2 Hz, H3"); 6,74 (d, 1H, J = 3,6 Hz, H4"); 7,43 (ddd,
1H,J=8,1,7,8 e 1,2 Hz, H4™); 7,60 (dd, 1H, J= 6,6 e 1,2 Hz, H6""); 7,65 (dt,
1H, J=6,6 e 1,2 Hz, H5™); 7,71 (ddd, 1H, J = 8,1, 1,2 e 0,3 Hz, H3"); 11,61

(sl, 2H, H-1 e HT’).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds, 8 DMSO-ds 39,0), & (atribuicdo): &

18,9 (6-CH3 e 6-CHs); 30,4 (C7); 102,1 (C5 e C5'); 109,0 (C3”); 108,4 (C3 e
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C3); 1114 (C4"); 123,2 (C17); 124,2 (C3"); 128,2 (C5”); 128,8 (C4™); 132,7
(C6™); 145,0 (C6 e CB'); 146,2 (C27); 147,7 (C5”); 155,9 (C2"); 166,0 (C2 e

C2'); 167,0 (C4 e C4).

HRMS (ESI TOF-MS): Calculado para Cz3H1gN3O7 448,1150 g/mol;

encontrado: 448,1154 g/mol.

4.2.3. Ensaios Biolégicos

4.2.3.1. Ensaios de atividade fitotoxica

Todos os 33 compostos sintetizados foram submetidos a dois
diferentes ensaios de fitotoxicidade, a uma concentragdo de 5 x 10 mol L™,
em solugdo aquosa contendo dimetilsulfoxido (0,20%) e Tween 80 (0,15%).
No primeiro ensaio, avaliou-se o potencial fitotoxico destes compostos sobre
as taxas de germinagao e de crescimento radicular em Cucumis sativus e
Sorghum bicolor, em placa de Petri com papel de filtro. No segundo ensaio,
foi avaliada a capacidade de producdo de biomassa em C. sativus e S.
bicolor, Ipomoea grandifolia, Brachiaria decumbens, Amaranthus hibridus,
Eleucine indica, em vaso com areia lavada em casa de vegetagdo (COSTA

et al., 1999; DIAS et al., 2009).

Alguns dos compostos sintetizados (10, 14, 20, 21 e 24) foram
enviados para Universita degli Studi di Ferrara - Itdlia, no Laboratorio di
Fisiologia e Biochimica Vegetale, onde o professor Giuseppe Forlani os

submeteu a ensaio biolégico para avaliar a capacidade de inibicdo do
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transporte de elétrons da fotossintese pela Reagdo de Hill, metodologia

descrita no capitulo anterior (pagina 83).

4.2.3.2. Ensaio de atividade antibacteriana

Foram submetidos a ensaio de atividade antibacteriana o material de
partida (5), os dois intermediarios (6 e 7) e todos os 33 compostos obtidos

(8-40).

Foram empregadas cepas de bactérias obtidas do acervo do
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa, sendo
empregados o0s microorganismos Gram positivos Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e Bacillus cereus, ribotipo 1 222-173-S4; e o Gram negativo
Escherichia coli (ATCC 11229). A atividade dos compostos 5, 6, 7 e 8-40 foi
determinada por meio do método de difusdo de disco em Agar (NCCLS,

1997; RUDRA et al., 2007; SILVA et al., 2010).

As culturas dos microorganismos foram mantidas em nutriente agar
(Sigma) a 37 °C. Para montar o ensaio biologico, foram processadas trés
repicagens sucessivas em caldo Brain Heart Infusion-Merck (BHI) a
temperatura adequada (37 ° C para S. aureus e E. coli e 32 ° C para B.
cereus) de incubagdo de cada microorganismo por 24 h. Aliquotas de 100 pyL
da terceira repicagen da cultura a 108 UFC mL™ foram inoculadas utilizando-
se a técnica de espalhamento superficial em Agar Muelle Hinton (Oxoid),
adicionado em volumes de 10 mL a placas de Petri de 91 mm de diametro.

Apos a absorgao da solugédo contendo os microorganismos pelo meio, discos
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de papel de filtro com 6 mm de didmetro contendo 200 ug (dissolvidas em 5
ML de dimetilsulféxido) dos compostos foram depositados sobre o meio de
cultura. As placas foram invertidas e incubadas a temperatura ideal de
crescimento de cada microorganismo (37 °C para Escherichia coli e
Staphylococcus aureus e 32 °C para Bacillus cereus) por 48 h. Os diametros
das zonas de inibicao foram medidos usando um paquimetro e expresso em
milimetros. O antibidtico estreptomicina (10 ug) foi utilizado como controle
positivo, e agua estéril e DMSO serviram como controles negativos e foram
incluidos em cada experimento. Cada teste foi realizado em trés triplicatas e

repetido duas vezes.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Sintese dos Bis(piridil)metanos

A reacdo do acido desidroacético com acido sulfurico produziu o
composto (6) com excelente rendimento (86%). Segundo Coliie (1891), a
reacao entre o acido desidroacético e o acido sulfurico concentrado a uma
temperatura de 150 °C leva a completa decomposigdo do &cido
desidroaceético, com produgdo do acido acético. Entretanto, se o acido
sulfarico for levemente diluido com 8-10% de agua, a reagdo ocorre a
temperaturas de 130-135 °C, em poucos minutos, produzindo o composto
(6) com rendimentos que variam de 80-90%. Contudo, rendimentos
superiores encontram-se registrados na literatura. Nagawade et al. (2005)

produziram 36 g do produto de desacetilagdo a partir de 50 g do acido
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desidroacético (96% de rendimento). Esta reagdo se processa via hidrolise e
leva a desacetilacdo do acido desidroacético, conforme a proposta de

mecanismo registrada no Esquema 4.1.
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Esquema 4.1. Proposta de mecanismo para desacetilagdo do acido

desidroacético.

A 4-hidroxi-6-metilpiran-2-ona (6) obtida pela desacetilagdo do acido
desidroacético (5) reage com a amoénia liberada pelo aquecimento do
hidroxido de aménio (Esquema 4.2) produzindo a 4-hidroxi-6-metilpiridin-2-

ona (7) com rendimento de 80%.
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NH,OH 7 Hp0 + NH, -'Q‘) S + 7 =

HN ke [l ——— |

O)O Q. L\_IHSO_

.Q"j NHz'.QH

OH OH
= N
Ol 50

I
O N O N (oH,
H,0 H

7 H

OH

A
o
00N

H, OH

Esquema 4.2. Proposta de mecanismo para a formagdo da 4-hidroxi-6-

metilpiridin-2-ona (7).
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De acordo com relatos de Coliie (1891), a 4-hidroxi-6-metilpiran-2-ona
(6) se dissolve prontamente em solugdo concentrada de hidroxido de
amoénio. Sob aquecimento de aproximadamente 100 °C, rapidamente
comega a surgir uma nova substancia cristalina correspondente ao
composto nitrogenado. Apesar de nao indicar os valores, este autor relata
que a conversao da 4-hidroxi-6-metilpiran-2-ona (6) em 4-hidroxi-6-
metilpiridin-2-ona (7) € muito préxima a 100% de rendimento. Seto et al.
(1966) produziram, apos recristalizagéo, apenas 50 mg partindo de 350 mg

do 4-hidroxi-6-metilpiran-2-ona (6) (14,4% de rendimento).

O composto (7) foi utilizado para a sintese dos compostos (8-40)

(Tabela 4.2) (Esquema 4.3).

T A DA AT

|
H

5 6 8-40

~

Esquema 4.3. Preparacao dos bis(piridil)metanos (8-40), i) HoSO4 92% (1:5
mol/mol), 130 °C, 10 min. ii) NH4OH 28%, (1:5 mol/mol), 100 °C, 6 h. iii) (7)
1,5 mmol, etanol 95% / metanol (1:1 v/v), piperidina (15 pL), piridina (45 uL),
25 °C, 5 min. iv) aldeido (0,75 mmol), refluxo 1,5-210 h.

Nessa reacao, a 4-hidroxi-6-metilpiridin-2-ona (7) reagiu com diversos
aldeidos sob condigdes de reagdes do tipo adigdo alddlica. A seguir, a
desidratacdo produz uma cetona a,B-insaturada que sofre adicdo de
Michael, fornecendo os correspondentes bis(piridi)metanos com
rendimentos que variaram de 20 a 95%. O mecanismo de formagédo dos
bis(piridi)metanos tem sido proposto na literatura e ocorre conforme

Esquema 4.4 (FINDLAY et al., 1976).
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Esquema 4.4. Mecanismo geral de formagao dos bis(piridil)metanos.

Os espectros de RMN de "H dos bis(piridil)metanos apresentam sinais
préoximos a &y 2,10 com integral de 6H, correspondentes a dois grupos CHjs
vinilicos &y 5,90 com integral de 1H referente ao CH sp>, &y 5,80 com
integral de 2H correspondente aos dois CH sp® e dois sinais referentes a
atomos de hidrogénio ligados a heteroatomos, com &y entre 10 e 13,
correspondentes a OH e NH. Enquanto os espectros RMN de '°C
apresentam sinais correspondentes a CHs proximo a d¢ 19,0, CH sp? (8¢
102,0), CH sp® (8¢ 34,0); C=0 (5¢ 166,0), =COH (3¢ 167,0) e dois sinais de

carbonos quaternarios proximos a 109,0 e 145,0.

Todas as reacdes levaram a formacdo de compostos do tipo
bis(piridil)metanos, exceto a reacdo em que o aldeido utilizado foi o (E)-2-
metilcinamaldeido. Neste caso, apenas um anel piridinona foi detectado na
estrutura do produto biciclico. O bis(piridil)metano, produto da reagao entre a

piridinona (7) o cinamaldeido, foi obtido também na forma de um biciclo.

No caso do (E)-2-metilcinamaldeido, a repulsdo, devida a proximidade
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no espago entre o grupo metil do aldeido e a carbonila do anel piridinona,
inviabiliza a adicdo do segundo anel piridinona. Em fung¢do do impedimento
espacial, ocorre rotacédo da ligagao simples, que une o anel piridil ao carbono
sp® assimétrico do alcool, antes da desidradatacdo que a transforma numa
dupla ligacdo. A rotagdo desta ligacdo leva a um intermediario que
rapidamente sofre rearranjo produzindo um biciclo contendo um anel piranil
fundido ao piridil, conforme proposto no Esquema 4.5. Ao sofrer rearranjo
antes da adigdo do segundo anel piridil, a insaturagdo, que permitiria a
introdugéo deste segundo anel na posi¢ao B-carbonilica, deixa de existir, e a

molécula se torna nao reativa frente ao ataque da segunda piridinona.

O produto isolado da reagdo com (E)-2-metilcinamaldeido apresentou
o0 pico de m/z = 276,0095 no espectro de massas de alta resolucéo,
correspondente a formula molecular C16H1sNO,. O espectro de RMN de 'H e
3C mostrou sinais correspondentes a 2 CHs, 6 CH sp?, 1 C=0 e cinco
carbonos nao hidrogenados. Baseado nestas informacgdes, foi proposta a

estrutura do biciclo (34).

Esquema 4.5. Proposta de mecanismo para o rearranjo de formagao do

biciclo (34) a partir do (E)-2-metilcinamaldeido.

Apesar de se encontrar registrado na literatura que a produgédo de

compostos do tipo bis(piridil)metano biciclico € obtida com a utilizagdo de
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grande excesso do aldeido a,B-insaturado (FINDLAY et al., 1976), um
composto deste tipo foi obtido utilizando quantidade estequiométrica. A
reacdo com o cinamaldeido forneceu o bis(piridi)metano biciclico (36),
conforme mostrado no Esquema 4.6, que apresentou no espectro de
massas de alta resolugdo o pico de m/z = 387,1301, condizente com a

féormula molecular C21HogN2O4.

Os espectros de RMN de 'H e "*C mostraram sinais correspondentes
a 2 CHs, 1 CHy, 6 CH sp?, 2 C=0 e 7 carbonos n&o hidrogenados. O fato de
ter sido obtido este produto reforca a hipotese de que o impedimento
espacial no (E)-2-metilcinamaldeido inviabiliza a adicdo do segundo anel

piridinona.

Esquema 4.6. Proposta de mecanismo de formacédo do bis(piridil)metano

biciclo (36) a partir do cinamaldeido.

Os rendimentos das reacgdes variaram de 20 a 95%. O maior
rendimento para os aldeidos alifaticos foi de 92% e esta associado ao menor

tempo reacional (1,5 h) e a menor cadeia carbdnica (1C). Observou-se que o
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rendimento das reagdes diminuiu com o aumento da cadeia alifatica nao
ramificada. Entretanto, para o preparo do composto (12), no qual o aldeido
empregado possui a cadeia alifatica ramificada, houve uma diminui¢do do
tempo de reacdo e um aumento do rendimento, se comparado aos demais

aldeidos alifaticos lineares, com excecao do formaldeido (8).

Contudo, o comportamento destas reacbes foi semelhante ao
encontrado por Findlay et al. (1976), que relataram que a reagao entre a 4-
hidroxi-6-metilpiridin-2-ona (7) com diferentes aldeidos ocorreu com
rendimentos de moderados a elevados (45 a 93%). O tempo da reagdo com
o formaldeido, menos de 2 h, foi também muito inferior ao dos demais

aldeidos.

Na condensacao da 4-hidroxi-6-metilpiridin-2-ona (7) com os aldeidos
aromaticos, os rendimentos variaram de 44 a 95%, e o tempo de reacéao, de
14 a 210 h. O maior rendimento encontrado foi para o 5-(p-bromofenil)-2-
furfuraldeido. De uma forma geral, as reagdes com os aldeidos contendo
grupos retiradores de elétrons foram mais rapidas, em média 15 h, ou seja,
25 h a menos que a reagdo com o benzaldeido (40 h). Embora a diferenca
nao tenha sido constante e uniforme, os rendimentos das reacbes com
aldeidos aromaticos, contendo o grupo substituinte na posicdo meta, foram
superiores aos rendimentos obtidos com os aldeidos para substituidos,
independentemente do carater doador ou retirador de elétrons do

substituinte.

O menor tempo de reagcdo para o aldeido contendo grupo
eletronegativo esta relacionado, certamente, com a formagédo do primeiro

intermediario desta reacdo, ou seja, o alcool formado pelo ataque
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nucleofilico a carbonila aldeidica. O grupo retirador de elétrons reduz a

densidade eletrénica da carbonila, proporcionando maior susceptibilidade da

mesma a esta reacéo, facilitando a formagao do alcool. A reagdo segue com

desidratacdo do alcool, levando a uma cetona a,B-insaturada, que sofre

adicao de Michael, produzindo o bis(piridil)metano correspondente.

Os dados cristalograficos (Tabela 4.1) foram utilizados para gerar as

representacdes graficas para os compostos.

Tabela 4.1. Dados cristalograficos refinados dos compostos 34, 35 e 36

Parametros 34 35 36

Férmula Molecular Ci6H15N1 0 Ca1H2N,0,4 glzzgjoHl\lszo%‘)oﬂ'
Fw 253.11 366.41 396.98
Sistema  Cristalino

Grupo Espacial P 2;/c C2/c P21/n

Cor do cristal Colourless Colourless Colourless
Dimensdes  do 0.60x0.06x0.04 022x016x012 020 X 018 x
(mm) 0.18

a(A) 13.8876 21.8480 20.9365

b (A) 5.7745 12.1257 9.85390
c(A) 16.4267 16.7405 21.4160

a (°) 90.000 90.000 90.000

B (°) 104.791 121.6650 113.2622

v (°) 90.000 90.000 90.000

V (A% 1273.67 3774.71 4059.08

Z 4 8 8

Dearc (g/cm’) 1.321 1.289 1.300

T (K) 150 150 150

(Mo Ka) (mm™) 0.09 0.09 0.13
Reflexdes coletadas (Rin) 2923 (0.030) 4264 (0.000) 9268 (0.025)
Efs‘dOS/ restrigoes/paramet ) 301173 2471/0/254 9247/60/552
R: (1>25(1)) 0.050 0.059 0.084

R; / WR; (todos os dados) 0.079 0.142 0.123
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Figura 4.4. Representacao da estrututra molecular do composto (36).
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Tabela 4.2. Dados referentes ao preparo dos compostos (8-40), sintetizados

conforme o Esquema 4.1

Tempo de

Caddigo Aldeido = Produto Rendimento
reacao (h)
OH OH
8 0 15 DS 0,69 mmol
K ’ 1o 92%
OH OH
9 (‘) 90 B // \ 0,26 mmol
/\H E 00 E 35%
O OH OH
X - 0,42 mmol
10 \)J\ 90 N\ 56%
H Tooon
H H
i 0,15 mmol
O 0,50 mmol
12 M 16 67%
H
0
0,42 mmol
13 ©)LH 40 56%
NO, O
0,54 mmol
14 @*H 210 799,
(0]
0N 0,52 mmol
15 \©)‘\H 15 69%
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Tabela 4.2. Continuacéao

Tempo de

Caodigo Aldeido = Rendimento
reacao (h)
(0]
0,49 mmol
16 Q)‘\ 15 a5%
O,N
(0]
H 0,63 mmol
17 Q/L 15 84%
CN
0
0,55 mmol
18 Q)‘\ 15 230,
NC
(0]
19 H 15 0,60 mmol
80%
F
0
0,61 mmol
20 /O/k 15 819
F
o)
H 0,44 mmol
21 d 44 59%
OH
0
H 0,58 mmol
22 @)‘\ 60 279
o)
\_0
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Tabela 4.2. Continuacéao

Caodigo Aldeido TemPo de Produto Rendimento
reacao (h)
\N/
(0]
H 0,41 mmol
N Q)L 85 55%
N
|
0
H 0,60 mmol
24 Q)L 44 80%
OCHj
O
0,52 mmol
H,CO
0
H 0,37 mmol
26 (P)L 16 oo
0
0,48 mmol
(0]
" 0,55 mmol
8 48 73%
Br
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Tabela 4.2. Continuacéao
Caodigo Aldeido TemPo de Produto Rendimento
reacao (h)
Br

oH oH 0,33 mmol

O
H
Br N""og N
H
0

H
” Q* .
Cl
O
H OH OH ;
31 /©)L 14 X = 72%
cl | |
H
(0]

0,54 mmol
H L
32 Q)‘\ 40 SN
FsC
(o]
Q)L” 0.42 mmol
H y
33 Y 72 6oL

0,37 mmol

SEN
H
(0]
= H o
N "o
H
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Tabela 4.2. Continuacéao

Caodigo Aldeido TemPo de Produto Rendimento
reacao (h)
0
0,56 mmol
H )
35 ©/\)\ 120 75%
o}
0,43 mmol
~ H ,
36 @/\)\ 140 579%
Os_H
0,56 mmol
37 %o 20 75%
Br
0,71 mmol
38 A 20 95%
0]
H
Cl
0,62 mmol
39 A 8 83%
O
H
NO,
0,51 mmol
40 /\ 0 20 68%
0]
H
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4.3.2. Ensaio de fitotoxicidade - efeito na germinagao e no crescimento

radicular de C. sativus e S. bicolor

Todos os 33 bis(piridil)metanos foram avaliados quanto ao seu efeito
sobre a germinagao e o crescimento radicular de C. sativus e S. bicolor. Os

resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Valores de inibicdo ao desenvolvimento radicular de C. sativus e

S. bicolor causada pelos bis(piridil)metanos a 5 x 10 mol L™

C. sativus S. bicolor C. sativus  S. bicolor
Composto — —— Composto — ——
Inibicdo (%) Inibigéao (%) Inibicéo (%) Inibicao (%)

8 27,5 Ca 27,1 Ca 25 21,4 Da -10,8 Fb
9 31,2 Ca 23,9 Db 26 17,8 Eb 28,7 Da
10 30,2 Ca 26,9 Ca 27 -8,6 Gb 28,6 Ca
1 -4,1 Gb 19,2 Da 28 34,5 Ba 20,9 Db
12 23,3 Da 12,0 Eb 29 38,6 Ba 16,9 Db
13 36,5 Ba 18,9 Db 30 27,6 Ca -6,8 Fb
14 38,2 Ba 12,2 Eb 31 31,4 Ca 27,4 Ca
15 22,5 Da 24,9 Da 32 24,7 Da 26,9 Ca
16 14,4 Eb 23,9 Da 33 2,1 Fa 6,9 Ea
17 37,6 Ba 29,8 Cb 34 40,9 Ba 44,2 Ba
18 30,8 Ca 33,6 Ca 35 38,6 Ba 25,1 Db
19 28,9 Ca 24,3 Da 36 45,3 Aa 44,3 Ba
20 27,0 Ca 30,7 Ca 37 40,4 Ba 44,7 Ba
21 31,5 Ca 32,1 Ca 38 44,0 Ab 58,4 Aa
22 40,2 Ba 25,2 Db 39 49,2 Aa 25,2 Db
23 31,8 Ca 33,6 Ca 40 47,9 Aa 50,1 Ba
24 20,5 Db 55,6 Aa

* Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas colunas, para cada
planta, constituem grupo estatisticamente homogéneo pelo teste de Scott e
Knott a 5%.

* Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas, para cada
composto, constituem grupo estatisticamente homogéneo pelo teste de Scott
e Knott a 5%.
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Nao foram observadas alteragbes nas taxas de germinagcdo de
nenhuma das plantas avaliadas. Tanto no controle quanto nos tratamentos,
a média de germinacéo ficou em torno de 88% para S. bicolor e 94% para C.
sativus. Entretanto, a maior parte das substancias causou reducdo na taxa

de crescimento radicular de ambas as espécies.

Comparando os resultados, verifica-se que 15 compostos afetaram as
duas plantas com a mesma intensidade. O composto (8) causou inibicao
média de 27% para as duas espécies, enquanto os compostos 10 (28%), 15
(24%), 18 (32%), 19 (27%), 20 (29%), 21 (32%), 22 (33%), 31 (29%), 32
(26%), 33 (4%), 34 (42%), 36 (44%), 37 (42%) e o composto 40 causou a

maior inibicado média (49%).

Os compostos 11 e 27 causaram indugao de crescimento radicular em
C. sativus de 4,1 e 8,6%, respectivamente. E os compostos 25 e 30

causaram inducao de 10,8 e 6,8%, respectivamente, em S. bicolor.

Nenhuma correlacdo entre o tamanho da cadeia e a atividade
fitotoxica dos bis(piridil)metanos oriundos dos aldeidos alifaticos péde ser
estabelecida, uma vez que ocorreram grandes variagbes nos valores de
inibicdo. As taxas de inibicdo observadas para este conjunto de compostos
pode ser considerada de baixa a moderada, variando de 12,0% para S.

bicolor (composto 12) a 31,2% para C. sativus (composto 9).

Os bis(piridil)metanos aromaticos substituidos, para as duas espécies,
nao mostram nenhuma correlagdo direta entre uma maior ou menor
fitotoxicidade com a presenga de substituinte no anel. Contra C. sativus,

apenas quatro compostos (36, 38, 39 e 40) apresentaram inibicdo do
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crescimento radicular superior ao aromatico ndo substituido (13) (36,5%).
Dentre estes compostos, apenas o 36 ndo apresenta o anel furano em sua

estrutura, mas apresenta um éter ciclico fundido a um dos anéis piridinona.

A atividade fitotoxica dos derivados sintetizados nao parece estar
associada ao carater doador ou retirador de elétrons dos substituintes
presentes no anel aromatico dos bis(piridil)metanos, uma vez que n&o ha
diferencga significativa entre as percentagens de inibicdo dos compostos 14
(0-NOy), 17 (m-CN), 22 (-OCH,0-), 28 (p-OCH3 e m-Br) e 29 (p-Br) (C.
sativus), ou entre 17 (m-CN), 18 (p-CN), 20 (p-F), 21 (-OH), 23 (p-N(CHs).),

27 (p-CH»CHs), 31 (p-Cl) e 32 (p-CF5) (S. bicolor).

4.3.3 Ensaio de fitotoxicidade - efeito na produgao de biomassa de I.

grandifolia, C. sativus, A. hibridus, E. indica, B. decumbens e S. bicolor

Todos os trinta e trés compostos foram avaliados quanto ao efeito na
producdo de biomassa de . grandifolia, C. sativus, A. hibridus, E. indica, B.
decumbens e S. bicolor, a uma concentracdo de 5 x 10* mol L. Os

resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.4 e nas Figuras 4.5 e 4.6.

A maioria dos bis(piridil)metanos reduziu a produgcdo de biomassa,
tanto no sistema radicular quanto na parte aérea das seis espécies
avaliadas. Entretanto, foi observado que alguns compostos causaram efeito

contrario, um aumento de produgao de biomassa.
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Tabela 4.4. Inibicdo (%) da produgédo de biomassa em A. hibridus, C. sativus, I. grandifolia, B. decumbens, E. indica e S. bicolor
causada pelos bis(piridil)metanos a 5 x 10 mol L", parte aérea e sistema radicular

Planta A. hibridus C. sativus I. grandifolia B. decumbens E. indica S. bicolor
Parte Sist. Parte Sist. Parte Sist. Parte Sist. Parte Sist. Parte Sist.
Composto  aérea radicular aérea radicular aérea radicular aérea radicular aérea radicular aérea  radicular
8 40,7 Bb 209Ec 426Cb 65,0 Ca 64,4 Aa 38,6 Db 31,9 Dc 257Cc 32,6 Cc 32,4 Cb 22,3 Dd 37,4 Bb
9 28,3 Cc 36,0 Dc 63,7 Aa 80,8 Aa 49,8 Bb 45,5 Cb 27,3 Dc 40,5 Bb 17,2 Dd 32,4 Cc 31,8 Cc 48,0 Ab
10 29,2 Cc 295Ec  63,5Aa 63,9 Ca 68,4 Aa 72,8 Aa 25,3 Dc 33,1Cc 16,5Dd 20,5 Dd 51,6 Ab 44,2 Ab
11 26,9 Cb 57,0Bb  48,2Ba 79,4 Aa 55,3 Aa 60,6 Bb -31,0 Id 23,3Cd -20,0Gc 19,7 Dd 53,4 Aa 44,7 Ac
12 48,5 Ba 18,3Ec 54,3 Aa 60,5 Ca 34,5 Db 51,3 Bb 6,7 Fc -19,1 Fd 49,9 Aa 23,9 Dc 40,0 Bb 45,3 Ab
13 49,4 Ba 41,8Cc 349Cb 67,5 Ba 32,8 Db 32,8 Dc 20,1 Ec 13,0Dd 27,6 Cc 55,4 Ab 18,1 Dc 31,7 Bc
14 51,1 Bc 56,0Bb 60,7 Ab 73,2 Ba 61,5 Ab 51,9 Bb 80,3 Aa 69,5 Aa 41,6 Bc 61,7 Ab 47,2 Bc 31,6 Bc
15 26,8 Cc 357Db  43,3Cb 58,8 Ca 57,7 Aa 50,3 Ba 20,2 Ec 26,1 Cb 6,2 Dd 47,8 Ba 35,0 Cb 34,2 Bb
16 22,8 Dc 41,7Cb 55,8 Aa 64,0 Ca 45,8 Cb 67,6 Aa 13,0 Fd 8,5 Ec 25,0 Cc 33,3Cb 62,8 Aa 36,9 Bb
17 276Cb 496Ca 38,6Ca 30,6 Db 42,1 Ca 16,0 Ec 44,8 Ca 36,6 Bb  25,7Cb 27,7 Cb 29,9 Cb 31,3Bb
18 61,6 Aa 71,0 Aa 56,7 Aa 69,2 Ba 31,5Db 35,3 Dc 29,2 Db 296Cc 34,4Cb 58,3 Ab 50,3 Aa 39,7 Ac
19 19,5 Dc 38,2Db  33,0Db 70,8 Ba 52,7 Ba 62,4 Aa 39,3 Cb 421Bb 32,7Cb 17,1 Dc 37,1Cb 36,4 Bb
20 17,9 Dc 17,3Ec 54,9 Aa 67,3 Ba 42,7 Cb 67,0 Aa 21,1 Ec 22,8Cc 16,2 Dc 52,9 Ab 51,3 Aa 43,0 Ab
21 -21,9Ed 241Ed 41,7Ca 61,7 Cb 47,9 Ba 73,5 Aa 30,4 Db 20,7Cd -12,1Fc 46,6 Bc 42,0 Ba 50,1 Ac
22 61,4 Aa 59,2Bb 47,3Bb 71,5 Ba 56,3 Aa 70,0 Aa 35,5 Dc 249Cd 17,8Dd 25,8 Cd 33,5 Cc 41,7 Ac
23 46,1 Bb 58,3Ba 45,8Bb 62,5 Ca 58,1 Aa 62,4 Aa 35,1 Dc 291Cc 29,5Cc 42,2 Bb 55,4 Aa 40,9 Ab
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Tabela 4.4. Continuagao

24 -369Fe 242Ed 51,3Ba 794Aa 549Aa 66,6 Ab 8,9 Fc 196Cd -152Fd 200Dd 351Cb 458Ac
25 292Cb 353Dd 53,0Ba 79,6 Aa 58,3 Aa 55,3 Bb 18,8 Ec 16,3De 358Cd 45,1Bc 17,3Dc  33,0Bd
26 -764AHe 492Cb 46,1 Ba 724Ba 36,5Da 658Aa -16,2Hc 6,8Ed -309Hd 28,7Cc 26,7Cb  28,2Bc
27 51,0Ba 461Cb 41,7Cb 549Ca 528Ba 64,3Aa 542Ba 60,4Aa 539Aa 385Bc 31,1Cc 30,9Bc
28 -63,7Ge 457Cd 29,8Db  66,7Ba 50,7 Ba 51,5Bb 8,7 Fc 11,5Dd -299Hd -169Ee 373Cb  36,3Bc
29 31,0Cc 52,8Bb 583Aa 70,2Ba 56,7Aa 653 Aa 270Dc 228Cd 435Bb 59,8 Ab 58,1 Aa 44,0 Ac
30 13,0Dc  459Cb 347Cb 646Ca 42,7Ca 56,7Ba 186 Ec 240Cc -10Ed 299Cc 292Cb 339Bc
31 47,1 Ba 56,9Bb 525Ba 768Aa 392Db 71,1Aa -11,7Hd 155De 169Dc  30,1Cd 33,0Cc 40,6 Ac
32 270Cc 298Ec 373Cb 728Ba 488Ba 46,4Cb -2391le  -51,1Gd 31,0Cc 42,8Bb 16,0Dd 29,8 Bc
33 250Cb -386Fd 449Ba 569Ca 484Ba 16,0 Ec 13,1Fc  30,3Cb 8,6 Dc 290Cb 27,7Cb 393 Ab
34 67,6 Aa 529Bb 386Cc 745Aa 56,8Ab 58,2 Bb 229Dd 272Cd 321Cd 446Bc 427Bc 46,8 Ac
35 249Cb 2611Ec 387Ca 576Ca 456Ab 443Cb -0,1 Ge 2,1 Ed -10,0Fd 25,5Cc  40,2Ba 38,6 Ab
36 55,7Aa 58,2Ba 275Dc 638Ca 493Ba 55,3 Ba 246Dc 315Cc 285Cc 550Aa 381Cb 428Ab
37 263Cb 44,7Cb 33,0Db 68,6Ba 52,1Ba 60,6 Ba 439Ca 419Bb 284Cb 346Cb 443Ba 36,2 Bb
38 36,3Ca 547Ba 396Ca 583Ba 380Da 384Db 290Db 26,8Cc 280Cb 426Bb 304Cb 354Bb
39 331Cb 595Ba 323Db 67,2Ba 50,4Ba 70,4 Aa -26,9 Id 18,3Dc 188Dc 423Bb 279Cb 34,1Bb
40 -159Ed 442Cb 170Ec 595Ca 50,7 Ba 30,5 Dc 26,3 Dd 351Bc 131Dc 273Cc 46,7Ba 40,0Ab

* Médias seguidas pelas mesmas letras mailusculas nas colunas, para cada parte das plantas, constituem grupo estatisticamente homogéneo
pelo teste de Scott e Knott a 5%.

* Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas, para cada composto e parte das plantas, constituem grupo estatisticamente
homogéneo pelo teste de Scott e Knott a 5%.
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Figura 4.5. Inibicao (%) da produgéo de biomassa sobre a Parte aérea (A) e sistema radicular (B) de A. hibridus, C. sativus e I.
grandifolia causada pelos bis(piridil)metanos a 5 x 10™ mol L™ apds 21 dias em casa de vegetacio.
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Figura 4.6. Inibicdo (%) da produgao de biomassa sobre a parte aérea (A) e sistema radicular (B) de B. decumbens, E. indica e S.
bicolor, causada pelos bis(piridil)metanos a 5 x 10 mol L™ apds 21 dias em casa de vegetacdo.

171



Dentre as espécies dicotileddneas (A. hibridus, C. sativus e |I.
grandifolia), apenas A. hibridus sofreu aumento de produgéo de biomassa na
parte aérea provocada pelos compostos 21, 24, 26, 28 e 40 e no sistema
radicular causada pelo bis(piridil)metano, composto 33. Esta planta mostrou-
se a mais resistente aos compostos analisados, exibindo os menores valores

de inibicdo da produgao de biomassa em seu grupo.

No grupo das monocotiledéneas (B. decumbens, E. indica e S.
bicolor), foi observado que um maior numero de compostos induziu a
producdo de biomassa em relagdo ao grupo das dicotiledéneas. Associado
ao fato de os valores de inibigdo da produgcdo de biomassa nas
dicotiledbneas terem sido superiores aos valores observados para as
monocotiledéneas, sugere-se que as dicotiledéneas tenham sido mais

susceptiveis aos bis(piridil)metanos.

Apenas S. bicolor ndo sofreu indugdo de producdo de biomassa,
sendo, portanto, a espécie mais sensivel dentre as monocotiledéneas. Os
compostos 11, 26, 31 e 32 aumentaram a producdo de biomassa na parte
aérea, enquanto os compostos 12 e 32 aumentaram a producado de
biomassa no sistema radicular de B. decumbens. Nota-se, portanto, que
apenas o composto 32 induziu a producao de biomassa em ambas as partes
desta planta. Os compostos 11, 21, 24, 26, 28 e 35 aumentaram a producéao
de biomassa na parte aérea e apenas o composto 28 aumentou a producéo
de biomassa no sistema radicular de E. indica. Neste caso, apenas o
composto 28 induziu a producdo de biomassa em ambas as partes desta

planta.
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De forma geral, o ensaio de biomassa confirma as observagdes feitas
no ensaio com placa de Petrii, em queo aumento da cadeia nos
bis(piridil)metanos n&o esta relacionado a um aumento de atividade fitotoxica
das espécies avaliadas, uma vez que ocorrem variagdes nos percentuais de

inibicdo a medida que a cadeia carbdnica cresce.

Diversos bis(piridillmetanos aromaticos substituidos causaram
inibicdo a producido de biomassa superior ao composto 13, indicando uma

elevacéao da fitotoxicidade em funcéo da substituicdo no anel.

Com relacdo a espécie I. grandifolia, 17 compostos apresentaram
inibicdo superior ao composto 13 (32,8%) na parte aérea, e 16 compostos
foram mais ativos que 13 (32,8%) sobre o sistema radicular. Analisando
ainda os resultados obtidos, nenhum composto foi menos ativo que o 13
sobre a parte aérea, e apenas dois compostos, o 17 e o 33, causaram
inibicdo no sistema radicular inferior a tal composto. Com isto, pode-se
afirmar que, em longo prazo (21 dias), a substituicdo no anel aromatico eleva

a atividade fitotéxica do composto 13 sobre /. grandifolia.

O resultados para C. sativus nao mostraram uma relagao consistente
entre 0 aumento da atividade fitotéxica e a substituicdo do anel. Foram
observados que 12, dentre os 20 bis(piridil)metanos aromaticos substituidos,
foram mais fitotdxicos e apenas dois menos ativos que o composto 13
(34,9%) sobre a parte aérea de C. sativus. Entretanto, os resultados do
sistema radicular mostram apenas quatro compostos com inibicdo superior
aos 67,5% apresentados pelo composto 13, mas 8 compostos foram menos
ativos que 67,5%. Dessa forma, o numero de compostos mais ativos que 13
€ pequeno e nao representa uma evidéncia de que a substituicdo no anel
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eleva a fitotoxicidade do composto 13. De acordo com os resultados obtidos,
em 72 h para o sistema radicular de C. sativus, a presenca de um
substituinte no anel aromatico n&o aumenta a fitotoxicidade dos
bis(piridil)metanos sobre C. sativus. O mesmo ocorre com A. hibridus, em
que, apenas dois compostos apresentaram inibicado superior aos 49,4% do
composto 13 sobre a parte aérea, e quatro superiores aos 41,8% deste
composto no sistema radicular. Dentre as trés dicotiledéneas, em duas (C.
sativus e A. hibridus) ndo ha evidéncias de que a presenca de um

substituinte no anel aromatico possa elevar a fitotoxicidade do composto 13.

No caso de E. indica (monocotiledbnea), o composto 13 causou
27,6% de inibicdo sobre a parte aérea e 55,4% sobre o sistema radicular,
entre os demais compostos, apenas trés foram mais fitotéxicos sobre a parte
aeérea, e todos foram menos ativos sobre o sistema radicular. Novamente, a
substituicdo no anel ndo aumenta a atividade fitotoxica do composto 13.
Entretanto, em B. decumbens (monocotiledénea), os valores observados
para o composto 13 foram 20,1% sobre a parte aérea e 13% sobre o sistema
radicular. E o numero de compostos mais ativos sobre a parte aérea e o
sistema radicular foram nove e quatorze, respectivamente, indicando que a

substituicdo no anel potencializa a fitotoxicidade do composto 13.

Apesar de menos susceptivel a acdo dos bis(piridil)metanos que as
dicotiledbneas, S. bicolor foi a monocotileddbnea mais sensivel. Dezoito
compostos aromaticos substituidos foram mais fitotoxicos que o 13 (18,1%)
sobre a parte aérea, e nove compostos foram mais téxicos que o 13 (31,7%)
sobre o sistema radicular. Contudo, nenhum composto apresentou

toxicidade menor que o 13 sobre a parte aérea ou o sistema radicular. Isto
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estad de acordo com a tendéncia observada em curto prazo (72 h), em que
apenas quatro compostos foram menos ativos que o composto 13. Neste
caso, foi observado que a substituicdo no anel contribui para um aumento da

fitotoxicidade ou ndo diminui a atividade fitotéxica dos bis(piridil)metanos.

O composto 18 foi o unico a provocar sintomas de intoxicacao, e isto
ocorreu em uma unica espécie avaliada, Eleucine indica. Foram observadas
necroses nas folhas de todas as plantas das quatro repeticdes deste

tratameno (Figura 4.7).

N\ BN
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18 R1 : _ K : (8 R3

Figura 4.7. Sintomas de intoxicagcdo causados pelo composto 18 em
Eleucine indica. Tratamentos controle, repeticbes R1, R2 e R3 das quatro

repeticoes.

O aparecimento de necrose em E. indica € um indicativo de que os
bis(piridil)metanos sao absorvidos pelo sistema radicular e translocados pela

planta, atuando como um herbicida sistémico. Um composto capaz de
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causar grande quantidade de necroses pode comprometer fungdes vitais da

planta, como fotossintese e transporte de nutrientes, levando-a a morte.

Em relagédo a natureza do substituinte, foi observado em I. grandifolia
que os compostos mais ativos, com média 57% de inibicdo sobre a parte
aeérea, foram os compostos 15 (m-NO3), 21 (m-OH), 22 (3,4-OCH,0-), 23 [p-
N(CHs).], 24 (m-OCHs), e 28 (p-OCHs m-Br), enquanto, para o sistema
radicular, foram os compostos 20 (p-F), 21 (m-OH) e 31 (p-Cl) com média de
57% de redugdo da produgao de biomassa. Isso reflete uma falta de ligagéo
entre a atividade fitotoxica e o carater doador ou retirador de elétrons do
substituinte. Esta afirmacéo é valida para C. sativus, em que os compostos
mais ativos sobre a parte aérea foram os compostos 14 (0-NO3), 16 (p-NOy),
18 (p-CN), 19 (m-F) e 28 (p-OCH3; m-Br), com média de inibig&do igual a 57%,
enquanto, para o sistema radicular, foram os compostos 23 [p-N(CHs),], 24
(m-OCHs) e 31 (p-Cl), com 79%. A mesma observagédo pode ser estendida
também para A. hibridus, uma vez os compostos mais fitotoxicos sobre a
parte aérea foram os compostos 18 (p-CN) e 22 (m-OH), com média de
inibicdo de 61%, e sobre o sistema radicular foi o composto 18 (p-CN), com

meédia de 71% de inibicio.

Em nenhuma das trés monocotiledéneas foi observada relagao clara
entre a atividade fitotxica e o carater doador ou retirador de elétrons do
substituinte. Para S. bicolor, os compostos mais ativos sobre a parte aérea
foram o 16 (p-NO3) e o 28 (p-OCH3 m-Br), com média de inibicdo de 60%.
Para o sistema radicular, os mais fitotoxicos foram os compostos 18 (p-CN),
19 (m-F), 20 (p-F), 21 (m-OH), 22 (3,4-OCH,0-), 23 [p-N(CHj3),], 28 (p-OCHj3

m-Br), 31 (p-Cl) e 33 (p-NHCOCH3) com média de 43% de inibigdo. Para B.
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decumbens, destaca-se o composto 14 (0-NO3), com inibicdo de 80% sobre
a parte aérea, e no sistema radicular destacam-se o composto 14 (0-NO,) e
0 27 (p-CH,CHs), com média de 65% de inibicdo. Enquanto em E. indica o
composto mais ativo sobre a parte aérea foi o 27 (p-CH,CH3), com média de
inibicdo de 54%, no sistema radicular, foram os compostos 14 (0-NO;), 18

(p-CN), 20 (p-F) e 29 (p-Br), com média de 65% de inibigao.

No texto acima, foram feitas 39 citagbes de compostos mais
fitotoxicos sobre a parte aérea e o sistema radicular: 21 referentes a
compostos contendo um grupo retirador de elétrons no anel aromatico, 14
contendo grupo doador e as outras 4 citagcbes s&o do composto que possui
um bromo e uma metoxila. Com isto, deduz-se que a presenca de um
substituinte retirador de elétrons no anel aromatico pode estar relacionado a
uma maior atividade fitotoxica dos bis(piridil)metanos descritos neste

trabalho.

Comparando a agao dos compostos contendo o mesmo substituinte
em diferentes posi¢cdes do anel aromatico, 15 (m-NO3), 16 (p-NOy), 17 (m-
CN), 18 (p-CN), 19 (m-F), 20 (p-F), 30 (m-Cl) e 31 (p-Cl), sobre a parte aérea
de I. grandifolia, o substituinte em meta causou maior redugao na produgao
de biomassa, exceto o 19. Esta situacdo se inverte sobre o sistema
radicular, em que todos os compostos cujo substituinte esta na posicao para
foram mais ativos. Para B. decumbens, os compostos 15, 17, 19 e 30 (meta
substituidos) foram mais fitotdxicos em ambas as partes da planta do que
seus respectivos isdbmeros. Para A. hibridus, C. sativus, E. indica e S.
bicolor, houve alterndncia entre a maior fitotoxicidade provocada pelos

compostos com anéis meta e para substituidos, sendo que, em alguns
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casos, 0 potencial fitotoxico apresentado pelos dois isémeros foi
estatisticamente similar. Dessa forma, ndo ha indicios de que a posi¢ao do
substituinte no anel aromatico tenha alguma relagdo com uma elevagao da

fitotoxicidade.

Em curto prazo (72 h), o composto 36 mostrou-se mais ativo que o 34
e o 35, indicando que a presenga do heterociclo contendo oxigénio como
heteroatomo aumenta a fitotoxicidade destes compostos. As observacdes
feitas em longo prazo (21 dias) mostram que, de forma geral, o composto 3)
foi mais ativo que o 35 e o0 36, o que confirma a necessidade do heterociclo
contendo oxigénio, e, ainda, indica que a presengca do segundo anel

piridinona pode n&o ser um requisito fundamental para tal atividade.

Em relagao a atividade fitotoxica dos compostos 14, 29, 31, 37, 38, 39
e 40, a combinagao do anel furano com o bromofenil em 38, com o clorofenil
em 39 e o nitrofenil em 40, embora com algumas variagdes, eleva a
fitotoxicidade dos compostos 14, 29, 31 e 37 em curto prazo (72 h). Contudo,
em longo prazo (21 dias), ocorreu muita variagao na resposta das plantas.
Assim sendo, ndo se pode generalizar se ha uma tendéncia de redugao ou
aumento da fitotoxicidade dos compostos 14 (nitrofenil), 29 (bromofenil), 31

(clorofenil) e 37 (furil) em longo prazo.

Os compostos 10, 14, 20, 21 e 24, escolhidos aleatoriamente, foram
avaliados quanto ao potencial inibitério do transporte de elétrons por meio da
reacao de Hill. Os resultados do ensaio da reacdo de Hill, expressos em
fungdo do controle a uma concentracdo de 1,0 x 102 mol L™ por composto,
foram: 10 (92,6 + 0,7%), 14 (133,7 + 0,4%), 20 (94,9 + 1,4%), 21 (89,4 +
0,5%) e 24 (96,8 *+ 0,4%). Associando esta informagédo aos demais ensaios
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bioldgicos, pode-se excluir a hipdtese de que o mecanismo de agao destes
compostos esteja relacionado ao transporte de elétrons, uma vez que
nenhum composto causou reducdo significativa do transporte de elétrons,

sendo evidente uma elevacao promovida pelo composto 14.

4.3.4 Ensaios de atividade antibacteriana

Todos os compostos sintetizados descritos no Capitulo 4 (8-40),
incluindo o composto de partida (5) e os intermediarios (6 e 7), foram
avaliados quanto ao potencial antibacteriano contra os microorganismos E.
coli, S. aureus e B. cereus. Neste ensaio, foram utilizados 200 ug de cada
composto por disco de papel (6 mm de diametro). Entretanto, nenhum halo
de inibicdo significativo foi observado. Todos os halos medidos foram

equivalentes aos 6 mm dos controles negativos (agua e dimetilssulféxido).

Considerando o controle positivo, o antibidtico estreptomicina, a uma
concentracao de 10 pg por disco, causou inibicado com halos médios de 16,0
mm em E. coli, 15,0 mm em S. aureus e 24,0 mm em B. cereus. A
concentracao de bis(piridil)metano utilizada foi 20 vezes maior. Dessa forma,
fica descartada qualquer atividade antibacteriana dos compostos avaliados

contra estas trés espécies de microorganismos.

Esperava-se obter algum halo de inibicdo, uma vez que o acido
desidroacético, composto comercialmente disponivel, normalmente obtido
pela autocondensacdo do acetoacetato de etila, possui propriedades
antifungicas modestas (CHALACA et al., 2002). Contudo, mostrou-se inerte

as bactérias estudadas.
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4.4. CONCLUSOES

A rota sintética para a sintese dos bis(piridil)metanos utilizando
como material de partida o acido desidroacético mostrou-se eficiente, pois
nesse trabalho foram sintetizados trinta e trés compostos (8 - 40), sendo que
em todas as etapas sintéticas foram obtidos bons rendimentos, exceto os
bis(piridil)metanos 9 e 11, em que foram utilizados os aldeidos alifaticos
acetaldeido (35% de rendimento) e butanaldeido (20% de rendimento),
respectivamente. Além disso, a rota € muito simples, constituida de apenas
trés etapas que dispensam qualquer processo de purificacdo, desde que o

produto seja bem lavado na etapa de filtragao.

Todas as substancias sintetizadas foram submetidas a ensaios
bioldgicos para avaliar as atividades herbicidas e bactericidas. Verificou-se
que diversos compostos avaliados apresentaram elevada inibicdo de
producao de biomassa, evidenciando o potencial fitotdxico desta classe de
compostos. Aparentemente, os compostos contendo grupo retirador de
elétrons no anel aromatico apresentam maior atividade fitotoxica. Além
disso, resultados do ensaio da Reacéo de Hill indicam que o mecanismo de
acao destes compostos ndo esta relacionado com a inibi¢ao do transporte

de elétrons na fotossintese.

No tocante ao ensaio bactericida, nenhum composto apresentou

atividade antibacteriana contra B. cereus, E. coli e S. aureus.
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4.6. ESPECTROS DE IV E RMN DA 3,3’-((4-NITROFENIL)METILENO)BIS(4-HIDROXI-6-METILPIRIDIN-2(1H)-ONA) (16)
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Figura 4.8. Espectro no infravermelho (pastilha de KBr) do 3,3’-((4-nitrofenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-2(1H)-ona) (16).
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Figura 4.9. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds, 3 CD,HSOCD; 2,48) do 3,3'-((4-nitrofenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-
metilpiridin-2(1H)-ona) (16).
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CAPITULO 5

Avaliacao da atividade inibidora de urease
de bis(piridil)metanos derivados do acido

desidroacético
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5.1. INTRODUGAO

O feijao-de-porco, Canavalia ensiformis (Figura 5.1), € uma planta
tropical, da familia Fabaceae, amplamente cultivada nos paises tropicais
como cobertura verde, sendo considerada uma espécie remediadora de
solos contaminados com herbicidas. Produz uma enzima denominada
urease que foi cristalizada pela primeira por James Batcheller Sumner em
1926, descoberta que lhe valeu o Prémio Nobel de Quimica em 1946

(SANTOS et al., 2006; KRAJEWSKA e ZABORSKA, 2007).

Figura 5.1. Canavalia ensiformis

Mais de 80 anos depois da descoberta de Sumner, o mecanismo
catalitico da urease nao esta completamente resolvido, e esta enzima,
devido a suas implicagdes multiplas, ainda €& extensivamente estudada

(KRAJEWSKA e ZABORSKA, 2007).

Ureases sao enzimas dependentes de niquel encontradas em plantas,
fungos e bactérias, que catalisam a hidrélise de ureia em amoénia e CO,. A
urease disponibiliza o nitrogénio presente na ureia para a planta, papel

importante na utilizacdo de fertilizantes nitrogenados. Porém, sob
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determinadas condi¢des (pH do solo abaixo de 6-6,5) o nitrogénio pode ser
liberado na forma de amoénia para a atmosfera, através da hidrolise da ureia,
tornando indesejavel a administracdo da ureia como fertilizante, em fungao
de um abrupto aumento de pH, principal efeito negativo. A liberacdo de
grandes quantidades de amoénia na atmosfera induz toxicidade nas plantas e
o aumento do pH do solo, conduzindo a problemas ambientais e econdmicos
significantes. O aumento da utilizagcdo da ureia como fertilizante na
agricultura mundial, por possuir alta porcentagem de nitrogénio (46%), tem
estimulado pesquisas visando a encontrar métodos que levem a redugao
dos problemas associados ao uso deste fertilizante. Encontrar substancias
capazes de reduzir a taxa de hidrolise enzimatica da ureia, inibidores de
ureases, € uma proposta importante nesta busca (MOBLEY e HAUSINGER,

1989; BEHBEHANI et al., 2009).

Ureases bacterianas tém também propriedades potencialmente
relevantes em patologias como ulcera péptica, coma hepatico, ambnia
encefalopatia, infecgbes urinarias induzidas por pedras e cancer gastrico
causado pela bactéria gram-negativa Helicobacter pylori (Figura 5.2)
(KRAJEWSKA e ZABORSKA, 2007; TANAKA et al., 2003; MOBLEY e

HAUSINGER, 1989; LADEIRA et al., 2003).

Figura 5.2. Helicobacter pylori
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A resisténcia ao acido cloridrico é de vital importancia na patogénese
do H. pylori, pois, sem este atributo biologico, a bactéria nao teria condi¢des
de colonizar a mucosa gastrica. A enzima urease, que compreende 6% do
total de proteinas sintetizadas pela bactéria, atua promovendo a hidrélise da
ureia, presente em condigbes fisiolégicas no suco gastrico. A ambnia
produzida atua como receptor de ions H*, gerando pH neutro no interior da
bactéria, conferindo ao H. pylori resisténcia a acidez gastrica (LADEIRA et

al., 2003).

A identificacdo da urease de H. pylori tem potencial terapéutico para
tratamento de ulcera péptica, despertando o interesse sobre os inibidores de

urease como potenciais drogas anti-ulcera (TANAKA et al., 2003).

Tendo em vista a importancia dos inibidores de urease tanto na area
meédica quanto agricola, propds-se neste ensaio estudar o efeito dos

compostos 5 a 40 na atividade da urease de C. ensiformis.

5.2. MATERIAIS E METODOS

A enzima Urease-U1500 Tipo lll, extraida de C. ensiformis, com
atividade especifica de 40 U mg”’, foi adquirida da Sigma Chemical
Company. Uma unidade de enzima (U) é a quantidade da enzima que libera

1 ymol de NH3; da ureia por minuto, a pH 7 e a 25 °C.

As seguintes solugdes foram preparadas e utilizadas no ensaio.
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5.2.1. Tampao fosfato de sédio a 0,2 mol L' e pH 7,4

Foram dissolvidos 23,04 g de fosfato de sédio dibasico anidro

(NagHPO,4) e 5,24 g fosfato de sbédio monobasico monoidratado
(NaH2PO4'H20) em aproximadamente 900 mL de agua desionizada. O pH

da solugéo foi ajustado para 7,4, e o volume completado para 1 L, sendo a

solucao final armazenada em geladeira.
5.2.2. Solugao de fenol (A)

Dissolveram-se 7 g de fenol e 0,034 g de nitroprussiato de sodio em
80 mL de agua desionizada, completando-se o volume para 100 mL. A
solugdo resultante foi armazenada em recipiente protegido da luz e

armazenado a 4 °C.
5.2.3. Solucgao de hipoclorito (B)

Dissolveram-se 2,96 g de NaOH em 160 mL de agua desionizada,
adicionando-se 22,26 g de Na;HPO4 anidro. Apés completa solubilizagao,
foram adicionados 20 mL de hipoclorito de soédio (NaOCl) a uma
concentragdo de 10%. O pH foi ajustado para 12,0 com NaOH 40%, e o
volume completado até 200 mL com agua desionizada. A solugéo resultante

foi armazenada em recipiente protegido da luz a temperatura ambiente.

Para os ensaios da atividade da urease com os compostos 5 a 40,
foram preparadas triplicatas de misturas de reagao contendo o composto em
analise a uma concentracdo de 5 x 10* mol L. As reacdes foram
conduzidas em banho-maria a 25 °C por 12 min, e a quantificacdo do NH3
formado em cada reacao foi determinada pelo método do hipoclorito-fenol

(WITTE & MEDINA-ESCOBAR, 2001), fazendo-se a leitura da absorvancia a
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636 nm. A atividade enzimatica foi expressa em umol L™, utilizando uma
curva analitica preparada com concentragdes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100
umol L' de NH,4CI. A atividade para reacdo controle foi considerada 100%, e

as demais calculadas em relagéo a ela.

A mistura de reacgao foi preparada em frascos, em ftriplicata, contendo
0 (controle) e 980 pL de solucdo estoque do bis(piridil)metano (7,7 x 10* mol
L™ em tampao fosfato de sédio 0,2 mol L™, pH 7,4), correspondentes as
concentracdes 0 (controle) e 5,0 x 10™ mol L™. Em cada mistura de reacso,
foram adicionados respectivamente, 980 e 0 uL de tampao fosfato de sédio
0,2 mol L™, pH 7,4. Em seguida, foram adicionados 20 pL de solucéo
estoque de urease (3,0 g L' em tampao fosfato de sddio) em todas as
misturas de reagao. As misturas de reacao foram pré-incubadas a 25 °C por
5 min. Apds a pré-incubacao, a reacgao foi iniciada com a adicdo de 0,5 mL
de solugao de ureia 40 x 10 mol L™, preparada em tampao fosfato de sodio

0,2 mol L' e conduzida por 12 min a 25 °C.

A determinacao do NH3 produzido na hidrdlise da ureia pela urease foi
obtida pela retirada de uma aliquota de 15 pL da mistura de reagao, que foi
transferida para um novo frasco com 1185 pL de agua desionizada. A
solugédo diluida, foram adicionados 100 pL do reagente A e 200 pL do
reagente B. Apds a adigdo do reagente B, os frascos foram fechados
imediatamente para evitar perdas de amoénia, agitados para misturar os
reagentes e incubados a 50 °C por 20 min para o desenvolvimento da cor.
Apos este periodo, as amostras foram submetidas a analise por
espectrofotometria no visivel, sendo a leitura da absorvancia feita em A =

636 nm.
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A curva de calibragéo utilizada para medir a atividade da urease e a
interferéncia dos bis(piridil)metanos na atividade enzimatica foi obtida a partir
de solugao estoque de NH,4CI. Aliquotas da solugao estoque foram pipetadas
e diluidas em agua desionizada até o volume de 1,2 mL. Em seguida, foram
adicionados 100 uL do reagente A e 200 yL do reagente B, os frascos foram
imediatamente fechados, agitados e incubados a 50 °C por 20 min.

Posteriormente, a leitura da absorvancia foi feita A = 636 nm.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tanto o acido desidroacetico (5), quanto os intermediarios 6 e 7, além
dos trinta e trés compostos (8-40) sintetizados, foram avaliados quanto ao
potencial inibidor da atividade da enzima urease a uma concentragcéo de 5 x
10* mol L. A atividade da urease foi determinada em fungdo da
concentracdo de amébnia em comparagdo com a curva Figura 5.3. Os

resultados obtidos encontram-se na Tabela 5.1 e na Figura 5.4.
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Figura 5.3. Curva de calibragao, NH4CI
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Verificou-se que os compostos 5, 6 e 7, precursores na sintese dos
bis(piridil)metanos, aumentaram a atividade da urease, enquanto um grande
numero de bis(piridil)metanos provocou reducao desta atividade. Entretanto,
nenhum composto inibiu mais que 40% a atividade da urease, sendo que
apenas sete compostos (13, 21, 27, 30, 32, 34 e 37) causaram inibicao

superior a 30% e nenhum deles € derivado de aldeido alifatico.

A atividade inibidora da urease dos bis(piridil)metanos derivados de
aldeidos alifaticos nao tem relagdo com o tamanho da cadeia, uma vez que
de 8 (derivado do formaldeido) para 9 (acetaldeido), a atividade inibitoria
quase dobra, mas 10 (derivado do propanaldeido) causa um aumento na
atividade da urease. A presenca de ramificagao € outro fator que nao altera
a atividade, visto que ndo ha diferenca entre a atividade dos compostos 11 e

12 (ramificado).
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Tabela 5.1. Inibicdo da atividade da enzima urease* pelos bis(piridil)/metanos e seus pré-cursores a 5 x 10 mol L™

Absorb. [NH;Jmedia Ativ. Enz. Absorb. [NHs;]Jmedia Ativ. Enz.
Composto média  (10° molL™) (%) Inib. (%) Composto média  (10° molL™) (%) Inib. (%)

5 1,508 78,2 116,6 -17 23 1,056 54,8 81,7 17
6 1,323 68,6 102,3 -2 24 1,060 55,0 82,0 18
7 1,535 79,6 118,7 -20 25 1,272 66,0 98,4 1
8 1,151 59,7 89,1 12 26 1,039 53,9 80,4 20
9 0,989 51,3 76,6 22 27 0,840 43,6 65,0 34
10 1,307 67,8 101,1 -1 28 1,179 61,2 91,2

11 1,051 54,5 81,3 18 29 1,204 62,5 93,1

12 1,079 56,0 83,5 16 30 0,881 457 68,2 33
13 0,815 42,3 63,1 37 31 1,291 67,0 99,9 0
14 1,193 61,9 92,3 7 32 0,854 44,3 66,1 35
15 1,135 58,9 87,8 13 33 1,337 69,4 103,4 -3
16 1,446 75,0 111,9 -12 34 0,779 40,5 60,3 40
17 1,326 68,8 102,5 -3 35 0,971 50,4 75,2 25
18 1,080 56,0 83,5 17 36 1,062 55,1 82,2 17
19 1,320 68,5 102,1 -2 37 0,887 46,0 68,7 32
20 1,085 56,3 84,0 15 38 1,095 56,8 84,7 16
21 0,862 44,8 66,8 34 39 1,275 66,1 98,6 1
22 1,158 60,1 89,6 10 40 1,140 59,2 88,2 12

*Referéncia: absorvancia média da urease (controle) igual a 1,293, [NH;] igual a 67,1 x 10 molL™" correspondente a 100% de atividade enzimatica.
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Figura 5.4. Inibicdo da atividade da urease pelos compostos 5-40.
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A presengca do anel aromatico fenila em 13 e furila em 37 é
responsavel por triplicar a inibicdo da urease em relagcao a 8. Entretanto, a
presenca de substituintes nos anéis aromaticos nao contribui para um
aumento na atividade dos bis(piridil)metanos. Pelo contrario, todos os
compostos contendo fenila substituido foram menos ativos que o composto
13 (37% de inibicdo), tendo o mesmo sido observado em relagdo ao
composto 37 (32% de inibicdo) e aos demais compostos contendo o anel

furil substituido.

Os compostos contendo o anel fenila substituido mais ativos foram o
21 (OH em meta, 34% de inibigado), o 27 (etil em para, 34% de inibi¢do), o 30
(cloro em meta, 33% de inibicdo) e o 32 (trifluorometil em para, 35% de
inibicdo). Com isso, nenhuma relagao entre a atividade inibidora de urease e
a posicao ou carater doador/retirador de elétrons do substituinte no anel

fenila péde ser estabelecida.

Dentre os 33 compostos sintetizados, apenas o 34 e o 36 séao
assimeétricos, mas nao ha correlagdo entre os seus resultados de atividade
antiurease. Enquanto o 34 causou reducao de 40%, o 36 reduziu em apenas
17% a atividade enzimatica. Dessa forma, a assimetria ndo deve ser um dos
requisitos para a atividade do 34. O padrao de substituicdo no anel piranila,
fundido ao piridila, dos compostos 34 e 36, pode ter relacdo com a atividade
antiurease. A auséncia do segundo anel piridila e a presenga da segunda
dupla ligacao associada a um substituinte metila tornam o composto 34 duas

vezes mais ativo que o 36.
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5.4. CONCLUSOES

Os bis(piridil)metanos derivados de aldeidos alifaticos apresentaram
atividade antiurease menor que o derivado do benzaldeido. O tamanho da
cadeia alifatica parece nao influenciar a atividade antiurease dos
bis(piridilmetanos. A presengca de um anel aromatico confere maior
atividade aos bis(piridil)metanos, entretanto, a presenga de substituintes no
anel diminui sua atividade.

E recomendavel a realizacdo de um ensaio de campo para
determinar, em condigcbes normais de cultivo, a interferéncia dos
bis(piridilmetanos em espécies de interesse comercial, seja cultura ou
planta daninha. Contudo, o fato de os compostos 32 e 35 induzirem o
crescimento de B. decumbens e inibirem a atividade da urease, os
transforma em bons candidatos como aditivos de fertilizantes a base de
ureia. Estes compostos poderiam ser utilizados como inibidores de urease a
serem adicionados a fertilizantes adotados na formagao de pastagens com

B. decumbens.
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CONCLUSOES GERAIS

Os anéis heterociclicos piran-2-ona e piridin-2-ona sdo encontrados
na estrutura de inumeras substancias que apresentam atividades bioldgicas,
inclusive, fitotoxica. No presente trabalho, foram sintetizados
enaminopiranonas e bis(piridil)metanos, compostos que contém os anéis
piran-2,4-diona e piridin-2-ona, respectivamente. Também foi estudada sua
atividade fitotdxica, uma vez que a literatura é escassa de informacgdes sobre
a atividade fitotoxica dessa classe de compostos. A sintese resultou em
bons rendimentos, utilizando-se o acido desidroacético como material de

partida.

Foram sintetizados 49 compostos: dezesseis enaminopiranonas e
trinta e trés bis(piridil)metanos. Esses compostos foram devidamente
caracterizados do ponto de vista quimico e avaliados quanto ao potencial
fitotoxico. As enaminopiranonas preparadas apresentaram estereoquimica Z
da ligacédo dupla. Analises de massas exatas, difragdo de raios X e RMN,
foram ferramentas importantes para o melhor entendimento de diferentes

aspectos estruturais dos compostos sintetizados.

As 16 enaminopiranonas foram obtidas com rendimentos de 49% a
97%, por reagcao do acido desidroacético com diferentes aminas, seguida
pela purificagdo empregando cromatografia em coluna. Ja os
bis(piridil)metanos foram obtidos com elevado grau de pureza por meio de
uma rota sintética de trés etapas, dispensando qualquer processo de

purificacédo, e os rendimentos variaram de 20% a 95%.
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As enaminopiranonas e os bis(piridil)metanos foram avaliados quanto
ao potencial fitotdxico sobre a germinacdo e o crescimento radicular de
sorgo (Sorghum bicolor L.) e pepino (Cucumis sativus L.), bem como sobre a
producdo de biomassa em sorgo, pepino, corda-de-viola (lpomoea
grandifolia) e braquiaria  (Brachiaria  decumbens). Dentre as
enaminopiranonas, a substancia mais fitotoxica foi (S,E)-3-(1-(sec-
butilamino)etilideno)-6-metil-3H-piran-2,4-diona, que inibiu, em média, 83% a
produgdo de biomassa em corda-de-viola e 65% em braquiaria, a uma

concentracéo de 5,0 x 10“ mol L.

Dentre os bis(piridil)metanos, o composto com maior potencial
fitotobxico médio foi 3,3'-((2-nitrofenil)metileno)bis(4-hidroxi-6-metilpiridin-
2(1H)-ona), cujo menor valor de inibi¢cao foi 31,6% sobre o sistema radicular

de sorgo, e o maior valor foi 80,3% sobre o sitema radicular de braquiaria.

De forma geral, observou-se no ensaio de produgao de biomassa uma
menor susceptibilidade das espécies monocotiledbneas, tanto para as
enaminopiranonas quanto para os bis(piridil)metanos. A planta mais
resistente, tanto aos bis(piridil)metanos quanto as enaminopiranonas, foi B.

decumbens .

Os bis(piridil)metanos foram avaliados também quanto ao potencial
antibacteriano contra Escherichia coli, Bacillus cereus e Staphylococcus
aureus. Entretanto, nenhum halo de inibigdo ao crescimento das bactérias foi

observado.

O tamanho da cadeia alifatica ndo influencia a atividade inibidora de

urease pelos bis(piridil)metanos. Enquanto a presenca do grupo fenila

209



confere maior atividade aos mesmos, a presenca de substituintes neste anel
diminui sua atividade. A assimetria ndo parece ser também um requisito para

a atividade inibidora de urease.

Em condicbes de campo, os resultados podem ser diferentes
daqueles aqui apresentados e obtidos em casa de vegetacdo com areia
lavada. Por isso, a realizacdo de um ensaio de campo torna-se
indispensavel para determinar em condicdes normais de cultivo a
interferéncia dos bis(piridil)metanos em espécies de interesse comercial. Foi
observado que alguns bis(piridil)metanos induziram o crescimento de B.
decumbens e inibiram a atividade da urease. Compostos com estas
caracteristicas podem ser aplicados como aditivos de fertilizantes a base de
ureia destinados a formacédo de pastagens. Dessa forma, as perdas de
nitrogénio causadas pela atividade da urease seriam reduzidas e a completa
formagdo da pastagem seria acelerada pela indugdo da produgédo de

biomassa.
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