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RESUMO

Cumarinas sao metabdlitos secundarios de plantas encontrados majoritariamente nas
espécies das familias Asteraceae, Rutaceae e Umbeliferae. Quimicamente, sdo compostos
fendlicos, formados pela fusdo de um benzeno e de um anel a-pirona, chamados de
benzopironas. Elas apresentam diversas propriedades farmacolégicas, associadas com
baixa toxicidade. Nosso grupo de pesquisa sintetiza cumarinas pela reacdo de Pechmann,
que ocorre através da condensagao de um fenol com um [(B-cetoéster, na presenca de um
acido de Bronsted ou Lewis. Um dos trabalhos mais recentes foi a sintese de 6-metil-4-
clorometilcumarinas com um ICsp menor do que 1,6 uM para atividade antitripanocida. Em
outro trabalho, um grupo de compostos de hibridos cumarina-triazol foi sintetizado e
apresentou potencial atividade como agente antitumoral. Baseado nesses trabalhos, foi
planejado a sintese de analogos da 6-metil-4-clorometilcumarina via condensacgéo de
Pechmann, com diferentes substituintes na posicéo 6, obtidos através das reacdes de click
chemistry, no intuito de aumentar a atividade antioxidante desses compostos. Assim, para
obter esses compostos, foi realizada uma condensacdo de Pechmann com hidroquinona e
4-cloroacetoacetato de etila. Apds, uma eterificacdo de Williamson com brometo de
propargila foi feita. Finalmente, a reacéo de click chemistry foi realizada sob irradiacdo de
micro-ondas com diversas azidas previamente sintetizadas no laboratério, conduzindo a
obtencao de diversos analogos da 6-metil-clorometilcumarina que foram avaliados quanto
a viabilidade celular através ensaio do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio). Também foi testada a sua capacidade antioxidante pelo método do DCFH-
DA (diacetato de 2’7’ —diidroclorofluoresceina). Dessa maneira, sob as condi¢ces
reacionais utilizadas neste trabalho, foi possivel sintetizar 12 compostos inéditos com
rendimentos entre 9 e 61%. Os ensaios bioldgicos preliminares indicaram que 0s
compostos sintetizados apresentam potencial atividade antioxidante e algumas moléculas
tiveram potencialidade como agente citotoxico.

Palavras-chave: cumarinas; antioxidante; click chemistry; sintese assistida por micro-ondas.






ABSTRACT

Coumarins are secondary plant metabolites typically found in species of the Asteraceae,
Rutaceae and Umbeliferae families that demonstrate diverse pharmacological properties
associated with low toxicity to humans. Chemically, they are phenolic compounds
characterized by the fusion of benzene with an a-pyrone ring, yielding the benzopyrone
nucleus. Our research group usually synthesizes coumarins by the Pechmann reaction,
through the condensation of phenols with 3-ketoesters catalyzed by Bronsted or Lewis acids.
One of the most recent works performed at our laboratory describes the synthesis of 6-
methyl-4-chloromethylcoumarins with an I1Cso of 1.6 uM concerning the anti-trypanocidal
activity. Another work described the syntheses of coumarin-triazole hybrids with potential
activity as anticancer agents. Based on the previous works, it was designed the synthesis
of 4-chloromethylcoumarins via Pechmann condensation with several substituents at the
position 6 of the coumarin ring through click chemistry reactions to improve their antioxidant
activities. The synthesis of the coumarins started with Pechmann condensation using
hydroguinone and ethyl 4-chloroaceacetate followed by functionalization of the phenolic
hydroxyl with propargyl bromide via Williamsom ether synthesis. Subsequently, the click
chemistry reactions were performed under microwave irradiation using different organic
azides previously synthesized at our laboratory, yielding several 6-substituted-4-
chloromethylcoumarin analogues which were evaluated for cell viability through MTT 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay. Their antioxidant capacity
was also tested by the DCFH-DA (2',7—diihydrochlorofluorescin diacetate) method.
Therefore, under the reaction conditions used in this study, it was possible to synthesize 12
novel compounds with yields between 9 and 61%. Preliminary biological assays indicated
that the compounds synthesized have potential antioxidant activity and some molecules had

potential as an antitumor agent.

Keywords: Antioxidant, click chemistry, coumarins, microwave assisted synthesis.






SUMARIO

INTRODUGAO GERAL.......oeiteeeeeeeeeeeeeee ettt ettt et e et e te e nnenes 23
1. SINTESE DE HIBRIDOS 4-CLOROMETIL-6-TRIAZOL-CUMARINAS..........ccoeeevne.. 29
1.1. INTRODUGAO. .......ooiotieeeeee ettt ettt ettt ettt et et e et e eaeeae e e eaenaeeeens 31
1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO .......coeieieeeeeeeeeeeeete ettt 37
1.4, EXPERIMENTAL ..ottt ettt e e e e e e e e st e e e e e e e e e e e nnnnneees 46
1.4.1.  4-(prop-2-INIOXITENON .......ueiiie e e 46
1.4.2. Condensacio de PeChMaNN ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 46
1.4.3. Sintese de Williamsom - PropargilaGao ...........c.cooecuuviiiiiiiieiniiiiiiiiieeeeee e 48
1.4.4. Procedimento Geral Para as Azidas ArOmMALICas .............uevvrvrrmmmmmmnnnnnnnnnnnnnnns 50
1.4.5. Procedimento Geral para Obtencéo de Azidas Alifaticas............cccccceeeeennnnnns 52
1.4.6. Formacao de Triazois por Click Chemistry.........ccccoeiiieeiiiiiiiiiiiii e, 53
2. AVALIAC}AO BIOLOGICA IN VITRO DE HIBRIDOS 4-CLOROMETIL-6-TRIAZOL-
CUMARINAS ...ttt e oottt e e e e e e s s et a ittt e e ee e e s s s sbabeeeeeeeeeessannnnsenes 61
2.1, INTRODUGAO. .....coiiiiiecieeeeceeete e e e e ettt et e et e et e et e et e ete et e saesaeseeseeneesaens 63
2.2. Materiais e Reagente para 0S ensaios iN VItrO ...........cceeiieeeeiieieiiiiiise e, 65
2.2.1. ENSAIO DCF-DA. ...t 66
A = 1 1 (o 1 1Y N I PO 67
2.2.3. ANAlISE EStatiStiCA.......ccoeee e e 67
2.3. ReSUItAdO0S € DISCUSSDES ......uuiiiieeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeiiaa s e e e e e e e eeeanaa s e e e eeeeeeenennnnnnes 68
2.3.1. Ensaios de Viabilidade (MTT) em células sadias ...........ccccoeviurvivieeeeeeenniiinnnnne. 68
2.3.2. Ensaios de Capacidade antioxidante em células (DCF-DA) ...........ccceevvvvvvvnnnnn. 70
2.4. CONCIUSBOES € PEISPECLIVAS .....uiiiieeeiiiieeiie et e e e e 71
CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES ......ooviieeeeeeeeeee e 73
REFERENCIAS ..ottt ettt ee et 75
ANEXOS ... ettt e e e et e e e e e e e e ———aeaaee e e e aa b ——rrraaaaeeaeaan 83
Esquemas
Esquema 1. Condensacao de Knovenagel e Perkin, respectivamente. ...................oooe. 34
Esquema 2. Condensagao de Pechmann............ccooooii 34
Esquema 3. Proposta de Mecanismo para Click Chemistry®® ...........ccccceeeeiivieeeeiiciieeeens 36
Esquema 4. Rota Sintética Proposta Inicialmente ..., 38
Esquema 5. Rota Sintética Atual (US: Ultrassom, MW: microondas) .............cccceeeeeeeeeennns 38

Esquema 6. Sintese de azidas aromaticas (23-31) .....ceeveeeeiiiiiiiiiiiiiee e 39


file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_07.docx%23_Toc479330180
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_07.docx%23_Toc479330181
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_07.docx%23_Toc479330182
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_07.docx%23_Toc479330183
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_07.docx%23_Toc479330184
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_07.docx%23_Toc479330185

Esquema 7. Sintese de Azidas AlIfAtiCas(32-35) ....cccceeeeieeeiiieeee 39

Esquema 8. Eterificac@o partindo de 49 ........cccooiiiiiiiiiii e a7
Esquema 9. Eterificacdo da 4-Clorometil-6-hidroxXicumaring .............ccceeeeeeevivniinneeeeneeennnns 48
Figuras

Figura 1. NUCleo comum das CUM@ANNGS........ccoeiieeiee e 24
Figura 2. Reacdo de PECNMAaNN. ........ooiiiiiii e e e e e e e eeannes 24
Figura 3. Hibridos triazois-7-hidroxi-4-metilcumarinas. .............ccccuvieriiieeeiniiiiiieeeeee e 32
Figura 4. 4-Clorometilcumarinas e seus respectivos valores de 1Cso epimastigotas de
TIYPANOSOMIA CIUZI 1ttt 33
Figura 5. Esqueleto dos compostos a serem sintetizados ............cccceeeeeeeiieiiiiiiiiiiieeeeeeeeenns 37
Figura 6. Espectro FT-IR do LASOM 311 ... 44
Figura 7. Cadeia Respiratoria - Produc@o de ROS...........coooiiiiiiiiiii e, 64
Figura 8. Representacdo da clivagem do DCFH2-DA a DCF-DA por esterases ............... 65
Figura 9. Avaliacdo da citotoxidade na linhagem sadia de fibroblastos do LaSOM 310,

311, 313, 316, 318 e 322, em concentragdes de 5a 50 UM........cccoorriiiiiiiiii e, 68
Figura 10. Representagdo da viabilidade celular através do ensaio de MTT para cada

(070 4] o101 (o IR 1= 1S3 7= T (o 1) TR PSP 69
Figura 11. Avaliacdo da capacidade antioxidante na linhagem sadia de fibroblastos do
LaSOM 310, 311, 313, 316, 318 e 322, em concentragdes de 5, 10 e 50 pM.. ................. 70
Figura 12. Representacdo da capacidade antioxidante através do ensaio de DCF-DA para
(o7= 1o = W el0] 0 4] 0 T 1S3 (o 0 (=11 7= Lo [ 1SR 71
Tabelas

Tabela 1 . Otimizacdo da Sintese de WilllanSOM............oooiiiiiiiiiiieiiee e 39
Tabela 2 . Azidas SINTEIZAAAS. .........uuuiiiiiieiiii e 40
Tabela 3 . Hibridos Sintetizados e seus respectivos dados..........cccceevviiviiieeeeeeeeeeiiciieee 42
Tabela 4 . Deslocamentos quimicos da estrutura basica............ccccccvceeiiiiiiiiiiiccee e, 45
Tabela 5. Dados Azidas ArOMALICAS ........cooiiiuuiiiiiieee et e e e e 51
Anexos

Anexo 1. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 310.......cccoiveiiiiiiiiieiiiiiieeeeein e 85
Anexo 2. Espectro de *H do composto LaSOM 310 (400 MHz — DMSO-d6) .........cccevvvnnne 86
Anexo 3. Espectro de **C do composto LaSOM 310 (101 MHz — DMSO-d6) ...........c......... 87
Anexo 4. Espectro de FT-IR do composto 4-(prop-2-iniloxi)fenol ...........ccccooooviiiiiiiinnnnnnn. 88

Anexo 5. Espectro de 'H RMN do composto 4-(prop-2-iniloxi)fenol (400 MHz — CDCls)...89


file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_07.docx%23_Toc479330186
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_07.docx%23_Toc479330187
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_07.docx%23_Toc479330188
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677181
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677182
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677183
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677183
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677184
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677185
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677186
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677187
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677188
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677188
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677189
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677189
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677190
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677190
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677191
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Lume_Versão_Parcial_17_05_04.docx%23_Toc481677191
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967754
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967755
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967756
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967757
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967758

Anexo 6. Espectro de 1H RMN do composto LaSOM 311 (400 MHz — CDCl3)................. 90
Anexo 7. Espectro de *H RMN do CDCIs utilizado na analise do LaSOM 311 (400 MHz).91

Anexo 8. Espectro de 13C RMN do composto LaSOM 311 (101 MHz — CDCl3) ................ 92
Anexo 9. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 312.........coovviiiiiiiiiieeeiieiiiiiee e eeeeeennns 93
Anexo 10. Espectro de 1H RMN do composto LaSOM 312 (400 MHz — CDCl3)............... 94
Anexo 11. Espectro de *C RMN do composto LaSOM 312 (101 MHz — CDCl) .............. 95
Anexo 12. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 313........coovviiiiiiiiieiieeeeiiiiis e eeeeeeenns 96
Anexo 13. Espectro de 13C RMN do composto LaSOM 313 (400 MHz — CDCl3)............... 97
Anexo 14. Espectro de 13C RMN do composto LaSOM 313 (101 MHz — CDCl3)............... 98
Anexo 15. Espectro de *H RMN do composto LaSOM 314 (400 MHz — CDCl3) ............... 99
Anexo 16. Espectro de FT-IR do Composto LaSOM 315 ... 100
Anexo 17. Espectro de 1H RMN do composto LaSOM 315 (400 MHz — DMSO-d) ...... 101
Anexo 18. Espectro de 3C RMN do composto LaSOM 315 (101 MHz — DMSO-ds)....... 102
Anexo 19. Espectro de *H RMN do composto LaSOM 316 (400 MHz — CDCl3) ............. 103
Anexo 20. Espectro de *3C do composto LaSOM 316 (101 MHz — CDCI3) ........cceuveeeeene 104
Anexo 21. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 317 ......ccoooviiiiiiiiiiiieeeeeeee 105
Anexo 22. Espectro de *H RMN do composto LaSOM 317 (400 MHz — CDCls)............. 106
Anexo 23 . Espectro de *C do composto LaSOM 317 (101 MHz — CDCI3) ........ccveee.... 107
Anexo 24. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 318.........cooooviiiiiiiiiiieeeee, 108
Anexo 25. Espectro de *H RMN do composto LaSOM 318 (400 MHz — CDCls)............. 109
Anexo 26. Espectro de 13C RMN do composto LaSOM 318 (101 MHz — CDCls)........... 110
Anexo 27. Espectro de *H RMN do composto LaSOM 319 (400 MHz — CDCl3) ............. 111
Anexo 28. Espectro de 3C do composto LaSOM 318 (101 MHz — CDCI3) .......ccceuveeeeen. 112
Anexo 29. Espectro de 3C do composto LaSOM 319 (101 MHz — CDCl3) .............c........ 113
Anexo 30. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 320.........ccoovvviiiiiiieeeeeieeeiiieee e 114
Anexo 31. Espectro de *H RMN do composto LaSOM 320 (400 MHz — CDCl3) ............. 115
Anexo 32. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 321........ccoovviiiiiiiiiiiiiee 116
Anexo 33. Espectro de *H do composto LaSOM 321 (400 MHz — CDCI3).........cccevveeennn. 117
Anexo 34. Espectro de 3C do composto LaSOM 321 (101 MHz — CDCl3) ........c............ 118
Anexo 35. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 322........ccccovvviiiiiiiiiiiiieeiiiiieeeeei 119
Anexo 36. Espectro de *H RMN do composto LaSOM 322 (400 MHz — CDCI3) ............. 120
Anexo 37. Espectro de 3C do composto LaSOM 322 (101 MHz — CDCl3) ........c....c........ 121


file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967759
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967760
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967761
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967762
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967763
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967764
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967765
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967766
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967767
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967768
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967769
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967770
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967771
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967772
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967773
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967774
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967775
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967776
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967777
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967778
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967780
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967781
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967782
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967783
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967784
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967785
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967786
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967787
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967788
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967789
file:///C:/Users/AnnaCarolina/Documents/UFRGS/Mestrado/Dissertação_Escrevendo/Anna_C_S_Alves_Dissertação_Correções_para_gráfica_04_26.docx%23_Toc480967790

Anexo 38. Tabela Dados das Moléculas Sintetizadas



Lista de Abreviaturas

'H RMN - Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio 1

13C RMN - Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13

CCD - Cromatografia em Camada Delgada

CDCIs - Cloroférmio Deuterado

d — Dupleto

dd — Duplo dupleto

DCFH-DA - Diacetato de 2’,7’ —diidroclorofluoresceina

DMSO - Dimetilsulféxido

EROs — Espécies Reativas de Oxigénio

FT-IR Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
ICs0 — Concentracdo capaz de inibir 50% da atividade enzimatica ou do crescimento celular
J — Constante de acoplamento

m - Multipleto

MTT — Brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazdlio

R — Fator de Retencao

s — Singleto






EQUIPAMENTOS E TECNICAS

Analises Cromatograficas

As andlises por cromatografia em camada delgada analitica (CCD) foram realizadas
em placas de silica Merck 60 F254. As separa¢fes por cromatografia em coluna foram
realizadas utilizando Silica Gel 60 para coluna cromatografica 0.063 — 0.2 mm, marca Fluka.

Determinacado do Ponto de fuséo (PF)

As analises de ponto de fusdo foram realizadas no equipamento Fisatom Mod. 431
(Sao Paulo, Brasil), pertencente ao LaSOM/UFRGS, nao sendo corrigidas.

Reator de Micro-ondas (MO)

As reacOes em reator de micro-ondas foram realizadas no equipamento reator de
micro-ondas CEM Discover BenchMate System (Matthews, EUA), pertencente ao
LaSOM/UFRGS.

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN H e RMN 13C foram obtidos em espectrdmetro Anasazi
operando na frequéncia de 60 MHz e 15 MHz, respectivamente, e no espectrobmetro Ascend
operando na frequéncia de 400 MHz e 101 MHz, respectivamente. Os dados foram
adquiridos conforme os parametros fornecidos pelo equipamento e processados no
software MestRenova 6.0.2. Os valores de deslocamento quimico foram expressos em
partes por milhdo (ppm), utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno. Os
solventes utilizados nas analises foram DMSO-ds e CDClIs. As constantes de acoplamento
estdo representadas pela letra J e expressas em Hz. As notagOes utilizadas para a
multiplicidade dos sinais nos espectros de RMN *H foram: s (simpleto), d (dupleto), t
(tripleto), g (quarteto), e m (multipleto).

Espectroscopia naregiao do Infravermelho

Os espectros de infravermelho foram gerados em espectrofotdmetro de

infravermelho Spectrum BXII Perkin Elmer pertencente ao Programa de Pds-Graduacao de



Ciéncias Farmacéuticas. Os espectros foram gerados por Transformada de Fourier (FT- IR)

sendo que as vibracdes axiais e angulares estédo expressas em cm-,

Plano de gerenciamento de residuos

O Plano de Gerenciamento de Residuos (PGR) da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) é um conjunto de procedimentos de
planejamento e gestdo que tem o intuito de minimizar a producdo de residuos e

proporcionar aos residuos gerados um encaminhamento seguro e de forma eficiente.

Os residuos quimicos liquidos foram coletados conforme as normas contidas no
Plano de Gerenciamento de Residuos da faculdade de Farmacia através da Comissédo de
Saude e Ambiente de Trabalho (COSAT), ou seja, em frascos de 1 litro de boca larga. No
inicio da utilizacdo dos frascos os mesmos séo rotulados, preenchendo informacdes sobre
o tipo de residuo, a sala, o telefone, a data do inicio do envase, o responsavel e o pH da
solucao final, sendo os mesmos preenchidos até aproximadamente oitenta por cento da
capacidade. Os residuos sélidos sdo armazenados em recipientes plasticos, rotulados e

enviados para aterro.

*Os solventes utilizados neste trabalho foram previamente purificados, quando necessario,
conforme PERRIN, D.D.; ARMAREGO, W.L.F. Purification of Laboratory Chemicals, 52 ed.
New York: Butterworth-Heinemann, 2003, p.608.
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INTRODUCAO GERAL

Desde o surgimento da humanidade, ha relatos do uso de plantas com finalidade
terapéutica. Ao longo dos anos, a industria farmacéutica passou a utilizar essas plantas
para o isolamento dos compostos ativos e para a investigacdo das atividades
farmacoldgicas exercidas por estes. Com o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia, foi
possivel desenvolver analogos mais ativos do que os farmacos naturais como € o caso da
codeina e da naloxona, derivados sintéticos da morfina cuja sintese total & complexa e
gera um isdbmero inativo, sendo unicamente obtida de fonte natural*?. As cumarinas séo
um grupo de produtos naturais e metabolitos secundarios de plantas encontradas no reino
vegetal. Podem ser detectadas nas sementes, hastes, frutos, flores e raizes, sendo mais
encontrados nas flores e frutos® e, também, podem serem encontradas em bactérias e

fungos*>.

Originalmente, a cumarina foi isolada por Vogel em 1820 da espécie Dipteryx odorata
e sintetizada pela primeira vez por Perkin em 1868. O nome “cumarina” provem da palavra
francesa coumarou, que designa as sementes da planta D. odorata, conhecido como
cumaru (Coumarona odorata)®°6, As cumarinas e seus derivados sdo encontrados
principalmente em espécies pertencentes as familias Asteraceae, Rutaceae e Umbeliferae.
Sao descritas como metabdlitos secundarios de plantas, tendo como funcdo defesa contra
herbivoros e microorganismos. Bioquimicamente, essas moléculas sdo provenientes da

fenilalanina, sintetizadas pela via acido chiquimico.3>78

As cumarinas sdo encontradas em plantas comum a medicina tradicional e a
etnomedicina, sendo encontrado registros inclusive nos sistemas de Medicina Ayurveda e
de Medicina Tradicional Chinesa®. Podemos encontrar esses compostos, por exemplo, no
cumaru, lavanda e canela®. Consequentemente, estdo despertando interesse na inddstria
farmacéutica, por mostrarem propriedades farmacolégicas diversas e relevantes,

associadas a baixa toxicidade*>.

Estruturalmente, compreendem um grande grupo de compostos fenolicos, formados da
fusdo de um bezeno e um anel a-pirona, conhecidos como benzopironas. S&o lactonas do
acido o-hidroxi-cinamico (2H-1-benzopiran-2-onas), sendo o representante mais simples a

1,2-benzopirona®1! (Figura 1).
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Figura 1. Nucleo comum das cumarinas.

A sintese de cumarinas pode ocorrer por varios tipos de reacgfes, dentre elas a
reacdo de Pechmann, condensacdo de Knoevenagel, rearranjo de Claisen, Perkin,
Reformatski, Wittig, além da reacéo de ciclizacéo catalitica. A reacdo de Pechmann permite
a sintese de cumarinas pela condensagédo de um fenol com B-cetoéster, (Figura 2),
conduzindo ao produto metilado na posi¢ao 4 com bons rendimentos. Essa reagao origina

varias cumarinas e é realizada em presenca de um acido de Brgnsted ou de Lewis'?.

H+

O O
+ -
OH )J\/U\OEI

Figura 2. Reacéo de Pechmann.

/

As cumarinas possuem uma extensa variedade de efeitos farmacologicos:
anticoagulante, fotossensibilizante, antimicrobiano, antiviral (HIV), antifingico,
vasodilatador, sedativo, hipnético, imunossupressor, anti-inflamatério, antibacteriano,
antitumoral e citotdxica, antileishimaniose, analgésico e hipotérmico®1416.17.18.19 " Existem
relatos de que elas possam estar envolvidas também na inibicdo da glutationa-S-
transferase de filarias, o que mostra que este sistema pode ser um bom ponto de partida

para o desenvolvimento de agentes que combatam a filariose?°.

Um exemplo dos representantes desta classe € a 7-hidroxicumarina, também
conhecida como umbeliferona (1), precursora in vivo das cumarinas 6,7-di-hidroxiladas e
6,7,8-tri-hidroxiladas, que pode apresentar-se metilada ou glicosilada nos vegetais?!. Esta
cumarina é importante por ser a precursora do primeiro farmaco descoberto com acao
anticoagulante por via oral, a varfarina (2), e, ainda, constitui-se como protoétipo para
desenvolvimento desta classe!®2223, Dentre as aplicacdes deste medicamento podem ser
destacadas seu efeito anticoagulante, espasmolitico, bacteriostatico, anti-HIV, antifingico
e herbicida?*. Ainda, ha estudos que demonstram um potencial antitumoral para a
varfarina?®>. Em relacdo a atividade anticoagulante, além da varfarina, o acenocumarol e o
femprocumona sédo muito utilizados para profilaxia e tratamento de trombose arterial e

venosa. Todos atuam como antagonistas da vitamina K através da enzima epoxido
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O aurapteno (3) possui uma cadeia lateral hidrofobica, constituida de 10 atomos de
carbono e duas insaturacdes, que podem ser relevantes para as atividades encontradas
em doencas degenerativas e nos casos de cancer?’. Esta cumarina também demonstrou
atividade antileishmanicida através da inibicdo do crescimento das formas promastigotas

de Leishmania major?":28,

)\/\)\Am
N N0 o No

3

Outro exemplo € a aminocumarina novobiocina (4), um antibiético natural produzido
pelo actinomiceto Streptomyces spheroides, da ordem Actinobacteria. Esta aminocumarina

é um potente agente inibidor da DNA-girase bacteriana, mesmo alvo das quinolonas?®.

OH H
~ OH
aﬁo o oO
-~ "OH
o}

o
o
Y 4

NH,

O ndcleo cumarinico (1,2-benzopirano) por si sO ja apresenta atividade anti-
inflamatodria bem estabelecida embora bi e tri-heterociclos e 1-azacumarinas com anéis
benzofuranos, furanos e tiazdis também apresentem potencial atividade anti-inflamatoria
em modelos animais®. Sugere-se esse efeito provavelmente ao potencial redutor de

espécies reativas de oxigénio (ERQ’s) proveniente dos processos inflamatérios®C. Essa
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capacidade antioxidante desses compostos € descrita em varios trabalhos e deve-se
provavelmente as hidroxilas ligadas ao anel aromatico. Dessa forma, adquirem a
capacidade de remover os ERO'’s, prevenindo a formacido eicosanoides da via de

supresséo de inflamacéo do acido araquidonico®.

Entre outras atividades descritas para esse grupo de moléculas, a atividade
antitumoral vem se destacando, estando associada a regulacdo da resposta imune,
crescimento e diferenciacéo celular, ou, sinergicamente, com os &cidos trans retindicos3..
Entre estes, o dicumarol, que era comumente utilizado como anticoagulante, removido
atualmente do uso terapéutico, tem se destacado por apresentar atividade antiproliferativa,
estando relacionado a ligacédo da tubulina e a estabilizacdo da dinamica dos microtubulos.
A varfarina tem sido usada na quimioterapia, em linhagens celulares V2 de linfécitos,
macroéfagos e granulocitose, e a umbeliferona 1, em cancer de pulméao’. Outros estudos
apontam inibicdo da proliferacdo celular em células de carcinoma gastrico, de célon (CaCo-
2), hepéticas (HepG2) e linfoblasticas (CEM CCRF) por esses compostos que, além de

inibirem a angiogénese, induzem a apoptose°.

=
0
\ \
HO oo O o Yo O o 0
1 5 6

Essas substancias sao extensamente utilizadas na inddstria como adocgante, fixador
de perfumes, intensificador de 6leos naturais, aditivo alimentar em combinagdo com a
vanilina, flavorizante em cigarros, mascaramento do odor de tintas, como redutor de
porosidade e no aumento do brilho de depdsitos metalico, a exemplo do niquel. Dessa
forma, pode-se ver que elas estdo muito presentes no nosso dia-a-dia, refletindo, em parte,
a baixa toxicidade da maioria dos compostos cumarinicos. Em doses elevadas, cerca de
1900 vezes a dose proveniente da alimentagéo e dos cosméticos, pode causar irritacdo na

mucosa, gerando erup¢ées cutaneas.3032

Elas sdo metabolizadas pelo citocromo P-450, resultando na hidroxilacado anterior a
fase Il de conjugacédo. Geralmente a hidroxilagdo ocorre nas posi¢cdes 3 e 7 (3-OCH ou 7-
OCH). 3-OHC pode ainda ser metabolizado, sem sofrer acdo enzimatica, ao acido O-

hidroxifenil-latico e ao acido O-hidroxifenilacético. Os metabdlitos gerados na fase Il séo
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na maioria glicuronidios conjugados. Concernente a farmacocinética, tanto a cumarina
guanto a 7-OHC sao classificadas em modelo de dois compartimentos em que a via de
administragao nao afeta o tempo de meia-vida. Isso levou alguns autores a considerarem

a cumarina como um pro-farmaco, uma vez que é rapidamente metabolizado a 7-OHC?°.

Assim, considerando a importancia das cumarinas do ponto de vista farmacologico
e se baseando nos resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa30:3233, esse trabalho
propde a insercdo de 1,2,3-triazbis na posi¢cao 6 do anel cumarinico com a finalidade de
aumentar a atividade antioxidante destes compostos. Poucos autores descrevem
substituices nessa posi¢do que geralmente sdo mais simples do que os triazéis, sendo a

maioria metiladas ou acetiladas??.

Dessa forma, esta dissertacdo esta dividida em dois capitulos, como descritos a

seqguir:

o No primeiro capitulo sera relatado a sintese da 4-clorometil-6-hidroxicumarina
através da condensacdo de Pechmann, que sera utilizada como material de partida

para a formacado de 12 hibridos cumarina-1,2,3-triazéis.

o O capitulo 2 descreve os testes antioxidantes in vitro realizados utilizando os

hibridos sintéticos descritos no capitulo 1.
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CAPITULO 1

1. SINTESE DE HIBRIDOS 4-CLOROMETIL-6-TRIAZOL-CUMARINAS
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O texto do capitulo 1, que no texto completo da dissertacdo defendida ocupa as paginas
29-59, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em preparagdo para publicagdo em
peridédico cientifico. Consta da descricdo do processo de planejamento, sintese e

purificacdo dos hibridos 4-clorometil-6-triazol-cumarinas.
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CAPITULO 2

1. AVALIACAO BIOLOGICA IN VITRO DE HIBRIDOS 4-CLOROMETIL-6-TRIAZOL-
CUMARINAS
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O texto do capitulo 2, que no texto completo da dissertacdo defendida ocupa as paginas
61-72, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em

periédico cientifico. Consta da descricdo da avaliagdo bioldgica in vitro dos hibridos 4-
clorometil-6-triazol-cumarinas.
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CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Este trabalho teve como finalidade a sintese de 12 hibridos cumarina-1,2,3-triazdis
inéditos a partir a 4-clorometil-6-hidroxicumarina, composto também inédito. Ap6s uma
modificacdo na rota sintética e a otimizacao da etapa que se obtém o alcino da cumarina,
foi possivel obter esses compostos. Mesmo que alguns rendimentos tenham sido baixos
(9-61%), cabe ressaltar que a reatividade na posicao 6 é diminuida se comparada a posicéo
7 e, além disso, existem poucos relatos na literatura de compostos sintéticos com
substituices em C6. A 4-clorometil-6-hidroxicumarina e 5 dessas moléculas foram testadas
frente a linhagem de fibroblasto de camundongo (3T3) a fim de avaliar a viabilidade celular

e capacidade antioxidante.

Os ensaios biologicos in vitro preliminares indicaram promissora atividade
antioxidante dos compostos sintetizados, bem como uma possivel atividade antitumoral
para alguns, que deve ser investigado com maior profundidade. Em relagéo a atividade
antioxidante, o LaSOM 316, 318 e 322 foram os com resultados mais significativos, porém
apenas o LaSOM 322 néo foi citotdéxico, sendo, portanto, o mais promissor. Com excecao
do LaSOM 322, os compostos testados foram citotdéxicos em células sadias, isto poderia
ser um indicio de que estes compostos poderiam ser potenciais agentes tumorais, porém
este aspecto deve ser melhor estudado. Estdo em andamentos os testes de triagem de 6
moléculas sintetizadas neste trabalho, assim poderemos selecionar mais adequadamente

0S COMpOStos mais promissores.
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Anexo 1. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 310
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Anexo 2. Espectro de 'H do composto LaSOM 310 (400 MHz — DMSO-ds)
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Anexo 3. Espectro de *C do composto LaSOM 310 (101 MHz — DMSO-de)
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Anexo 4. Espectro de FT-IR do composto 4-(prop-2-iniloxi)fenol
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Anexo 5. Espectro de 'H RMN do composto 4-(prop-2-iniloxi)fenol (400 MHz — CDCls)
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Anexo 6. Espectro de 1H RMN do composto LaSOM 311 (400 MHz — CDCls)
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Anexo 7. Espectro de *H RMN do CDCls utilizado na anélise do LaSOM 311 (400 MHz)
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Anexo 8. Espectro de **C RMN do composto LaSOM 311 (101 MHz — CDClz)
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Anexo 9. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 312
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Anexo 10. Espectro de 1H RMN do composto LaSOM 312 (400 MHz — CDCls)
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Anexo 11. Espectro de 3C RMN do composto LaSOM 312 (101 MHz — CDCls)
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Anexo 12. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 313
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Anexo 13. Espectro de *H RMN do composto LaSOM 313 (400 MHz — CDCls)
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Anexo 14. Espectro de 13C RMN do composto LaSOM 313 (101 MHz — CDCls)
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Anexo 15. Espectro de *H RMN do composto LaSOM 314 (400 MHz — CDClz)
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Anexo 16. Espectro de FT-IR do Composto LaSOM 315
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Anexo 17. Espectro de 1H RMN do composto LaSOM 315 (400 MHz — DMSO-ds)
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Anexo 18. Espectro de 13C RMN do composto LaSOM 315 (101 MHz — DMSO-ds)
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Anexo 19. Espectro de *H RMN do composto LaSOM 316 (400 MHz — CDCls)
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Anexo 20. Espectro de 13C do composto LaSOM 316 (101 MHz — CDCls)
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Anexo 21. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 317
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Anexo 22. Espectro de 'H RMN do composto LaSOM 317 (400 MHz — CDCls)
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Anexo 23 . Espectro de 13C do composto LaSOM 317 (101 MHz — CDClz)
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Anexo 24. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 318
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Anexo 25. Espectro de *H RMN do composto LaSOM 318 (400 MHz — CDCls)
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Anexo 26. Espectro de 13C RMN do composto LaSOM 318 (101 MHz — CDCls)
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Anexo 27. Espectro de *H RMN do composto LaSOM 319 (400 MHz — CDCls)
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Anexo 28. Espectro de 3C do composto LaSOM 318 (101 MHz — CDCls)
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Anexo 29. Espectro de *3C do composto LaSOM 319 (101 MHz — CDCls)
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Anexo 30. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 320
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Anexo 31. Espectro de 'H RMN do composto LaSOM 320 (400 MHz — CDCls)
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Anexo 32. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 321
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Anexo 33. Espectro de *H do composto LaSOM 321 (400 MHz — CDCls)
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Anexo 34. Espectro de 3C do composto LaSOM 321 (101 MHz — CDCls)
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Anexo 35. Espectro de FT-IR do composto LaSOM 322
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Anexo 36. Espectro de *H RMN do composto LaSOM 322 (400 MHz — CDCls)
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Anexo 37. Espectro de *C do composto LaSOM 322 (101 MHz — CDCls)
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Anexo 38. Tabela Dados das Moléculas Sintetizadas

LaSOM °
SO o " @\/& 210,00 1,78
O (¢]
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311 32 (Ao N 367,07 308
[¢]
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LaSOW 24 Q oy C&L 395,10 4,78
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a N=
(O ©)
NN Cl
HOOC/QN =
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o~ "0
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