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RESUMO

Os compostos 4-aril-4H-cromenos foram descritos previamente como
compostos que apresentaram atividade anticancer. O presente trabalho
foi delineado para preparar dezoito derivados cromenos através de
estratégias de reagcdo de multicomponentes em um Unico passo,
utilizando como solventes metanol e agua. Entre os compostos
preparados, sete contém um centro cromeno e onze deles possuem um
esqueleto  piranocumarinico. Todos estes compostos foram
caracterizados através de técnicas espectrométricas de Ressondncia
Magnética Nuclear e Esctrometria de Massa de Alta Resolucdo e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Os derivados foram avaliados
quanto a sua toxicicidade em linhagem de células leucémicas sensiveis e
resistentes e avaliado in vitro as atividades leishmanicida, frente a
Leishmania amazonensis, e tripanocida frente a Trypanossoma cruzi,
ambos na forma amastigota. Dois produtos sintetizados apresentaram
citotoxicicidade promissora com valores de ICsp menores que 1 puM.
Explorando mais os resultados obtidos, ambos derivados apresentaram
alteracOes no ciclo celular de células da leucemia sensiveis. Dez destes
produtos mostraram ter atividade tripanocida, enquanto apenas dois
deles apresentaram atividade moderada frente a L. amazonensis. No
entando, todos os derivados que apresentaram atividade antiparasitaria,
mostraram também uma seletividade baixa as células THP-1 utilizadas
como hospedeiros.

Palavras-chave: Cromenos, piranocumerinas, atividade antiparasitaria,
citotoxicidade, ciclo celular.






ABSTRACT

Synthesis of 4-Aryl-4H-chromene and aryl-pyrano-coumarin and
evaluation of the cytotoxicity and antiprotozoal activity.

Inspired by the compounds previously described as anticancer
compounds, the 4-aryl-4H-chromenes . This present work was designed
to prepare eighteen pyran derivatives obtained mainly from multiple
reagents one pote reaction. Among the prepared compounds, eleven
contained a pyranocoumarin skeleton and seven a chromene core. These
compounds were caracterized by techniques of spectrometry mass high
resolution, ressonance magnetic nuclear and high performance liquid
chromatography. The products were evaluated against two parasites
namely 7. cruzi and L. amazonensis amastigote and their cytotoxicity on
sensitive and resistant leukemia cancer cells lines. Trypanocidal activity
was obtained with ten of the synthetic products while only two of them
were moderately active on L. amazonensis. Nevertheless, all the
antiparasitic compounds showed their potency with a very low
selectivity towards TPH-1 cells. used as host. Promising cytotoxicity
was obtained with two of the derivates with ICso values less than 1 uM.
In addition, both also showed alterations on the cell cycle of the
sensitive leukemia cell lines.

Keywords: Chromenes, pyranocoumarins, antiparasitic activity,
cytotoxicity, cells cycle.
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positivo) para o derivado 19. Eixo Y: intensidade (%); Eixo X: relacao
carga/massa (m/z).
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Figura 119 — Cromatograma da derivado 20 por CLUE-PDA.

Figura 120 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o
derivado 20.

Figura 121 — Mapa de correlagdo HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz "3C,
TMS, DMSO-dg) para o derivado 20.

Figura 122 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz 3C,
TMS, DMSO-d¢) de para o derivado 20.

Figura 123 — Espectro de '3*C RMN (75Hz, TMS, DMSO-d¢) para o
derivado 20.

Figura 124 — Espectro de massas de alta resolu¢do ESI-Q-TOF (modo
positivo) para o derivado 20. Eixo Y: intensidade (%); Eixo X: relacdo
carga/massa (m/z).

Figura 125 — Cromatograma da derivado 21 por CLUE-PDA.

Figura 126 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o
derivado 21.

Figura 127 — Espectro de '*C RMN (75Hz, TMS, DMSO-d¢) para o
derivado 21.

Figura 128 — Espectro de massas de alta resolucdo ESI-Q-TOF (modo
positivo) para o derivado 21. Eixo Y: intensidade (%); Eixo X: relagdo
carga/massa (m/z).

Figura 129 — Cromatograma da derivado 22 por CLUE-PDA.

Figura 130 — Espectro de '"H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o
derivado 22.

Figura 131 — Espectro de '"H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o
derivado 22, ampliado na regido entre 8,00 - 5,90 ppm.

Figura 132 — Espectro de '3C RMN (75Hz, TMS, DMSO-d¢) para o
derivado 22.

Figura 133 — Espectro de massas de alta resolugdo ESI-Q-TOF (modo
positivo) para o derivado 22. Eixo Y: intensidade (%); Eixo X: relacdo
carga/massa (m/z).

Figura 134 — Cromatograma do derivado 15 por CLUE-PDA.

Figura 135 — Espectro de '"H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o
derivado (2E,4E)-metil 2-ciano-5-fenilpenta-2,4-dienoate, derivado

(15).
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Figura 136 — Espectro de '*C RMN (300Hz, TMS, DMSO-d¢) para o
derivado (2E,4E)-metil 2-ciano-5-fenilpenta-2,4-dienoate, derivado
(15).

Figura 137 — Espectro de massas de alta resolucdo ESI-Q-TOF (modo
positivo) para o derivado (2E,4E)-metil 2-ciano-5-fenilpenta-2,4-
dienoate, derivado 15. Eixo Y: intensidade (%); Eixo X: relagdo
carga/massa (m/z).

Figura 138 — Distribui¢do do ciclo celular de células leucémicas CCRF-
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1 INTRODUCAO

Os derivados 4-aril-4H-cromenos tém despertado grande
interesse no tratamento quimioterapico. Este interese se da devido a
habilidade destes derivados em induzirem a apoptose celular. O
derivado MX-58151, um derivado aril-cromeno sintetizado que possui
bromo e hidroxilas como substituintes no grupo aril, demonstrou esta
habilidade em células promiélocitas de leucemia (HL-60). O efeito de
inibi¢cdo observado ocorreu quando estas pequenas moléculas agiram no
ciclo celular bloqueando as células na fase G2-M (CAIL; DREWE;
KEMNITZER, 2009) (GOURDEAU et al., 2004) (KASIBHATLA et
al., 2004).

Indicadores da Organizagdo Mundial de Satde (OMS)
apontaram o cancer como a segunda maior causa de morte no mundo.
Sdo 8.8 milhdes de obitos, registrados ao redor do mundo, devidos a
algum tipo de neoplasia no ano de 2015. Para entender o impacto deste
numero, significa que, considerando os numeros de mortes do mundo
todo em 2015, a cada 6 mortes uma ¢é causada pela doenca. Estes valores
sdo refletidos na realidade brasileira. Em territorio nacional, no ano de
2014, o ntimero de mortes relacionadas ao cancer foram de 223.000
obitos, nimero corresponde a aproximadamente 17% do total de obitos
(WHO, 2017).

As principais estratégias para superar a doenga sdo baseadas em
prevengao e diagndstico precoce. Quanto ao tratamento, a quimioterapia
¢ uma das opg¢des amplamente utilizada, no entanto, a adesdo ao
tratamento ¢ problematica devido ao aumento da resisténcia do
medicamento inicialmente utilizado e aos efeitos colaterais destes
medicamentos. Por meio das informacdes apresentadas, a busca de
novas moléculas permanece muito necessaria (WHO, 2007).

Entre as varias estratégias sintéticas para a obtencdo dos
cromenos, a utilizagdo da estrutura das cumarinas como esqueletos para
a formacdo dos 4-aril-4H-cromenos € uma estratégia aplicada em
estudos anteriores com sucesso e reportada em literatura. Ambas as rotas
de sintese para a obtencdo dos arilcromenos, bem como o0s seus
derivados, utilizadas no presente estudo seguiram vias sintéticas
similares a esta (KARAMI; KHODABAKHSHI; ESKANDARI, 2012;
MASESANE; MIHIGO, 2015).

Apesar do facil acesso a sintese desses 4-aril-4H-cromenos,
faltam informagdes de suas atividades biologicas. Contudo, as
piranocumarinas naturais como a aloxantoxiletina, seselina e seus
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analogos sintéticos foram descritos como agentes antitumorais.
Expandindo a leitura das atividades de piranocumarinas e cromenos,
estudos reportaram uma atividade antiprotozodria interessante frente ao
P. falciparum, T. brucei rhodesiense, T. cruzi, L. donovani, ¢ L.
tarentolae (OSTROWSKA et al., 2017) (HAREL et al., 2013).

As doengas parasitarias estdo espalhadas ao redor do mundo,
presentes em 149 paises tropicais e subtropicais, ¢ infectam mais de um
bilhdo de pessoas todo ano. Dentro deste contexto, a maioria dos paises
em desenvolvimento apresentam um grave problema de saiude pubica
em comum, as doengas negligenciadas tropicais. Um total de dezessete
doengas cronicas causadas por infecgcdes bacterianas, virais, fingicas e
parasitarias integram o grupo de doengas citada acima (HOTEZ et al.,
2007) (HOTEZ et al., 2008) (FEASEY et al., 2009) (GYAPONG et al.,
2010) (WHO, 2016).

Destas dezessete, as leishmanioses e as tripanossomiases
demandam uma atengdo especial principalmente por sua distribuigdo e
evolugao da doenca na populagdo acometida. Ambas causadas por
protozoarios, as leishmanioses sdo um complexo de doengas causadas
por parasitas do género Leishmania. J4 as tripanossomiases sdo
ocasionadas pela infec¢do de varias espécies do género Trypanossoma
sp. As duas espécies mais conhecidas sdo as 7. cruzi, responsavel pela
causa da tripanossomiase americana ou doenga de Chagas nas Américas,
e a T. brucei que causa a doenca do sono na Africa (HOTEZ et al.,
2007) (BARRETT et al., 2003) (NEVES; LINARDI; VITOR, 2005).

Traduzindo estas informag¢des em nimeros, a OMS estima que
existam entre seis e sete milhdes de pessoas infectadas com 7. cruzi ao
redor do mundo, onde a grande maioria delas estd presente na América
Latina. De acordo com o terceiro relatorio da OMS sobre doencas
negligenciadas tropicais, a leishmaniose estd presente em noventa e 0ito
paises em cinco dos seis continentes do mundo. O relatorio ainda aponta
que aproximadamente 1,3 milhdes de novos casos ocorrem anualmente,
onde 1 milhdo dos casos sdo de leishmaniose cutanea, € 300 mil sdo do
tipo visceral (DIAS et al., 2016; WHO, 2016).

S6 o Brasil registrou 19395 casos de leishmaniose cutanea,
ocupando o 3° lugar entre os trés paises com o maior nimero de casos.
O pais estd ainda entre os sete paises que concentram 90% dos casos de
leishmaniose visceral no mundo todo, foram trés mil duzentos e oitenta
e nove casos reportados a OMS. Os dados sdo da OMS e referentes ao
ano de 2015, e eles confirmam o qudo presente estdo estas doencas na
realidade brasileira. (WHO, 2016) (WHO, 2017).
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Um outro ponto envolvido nos processos de sintese organica, ¢
0 meio ambiente. Tanto no ambiente académico, quanto no industrial,
um grande gargalo da utilizacdo de solventes orgénicos e reagentes
toxicos ¢ a geragdo de residuos toxicos. Para tal, a delineagdo deste
estudo também preocupou-se com o desenvolvimento autossustentavel,
procurando sempre minimizar os impactos ao meio ambiente, portanto a
reagdo em um passo e utilizando a estratégia da mistura de
multicomponentes ja se encaixam dentre alguns dos 12 principios da
quimica verde, assim como a utiliza¢do de dgua e etanol como solventes
para reagdo e para o processo final de obtencdo dos derivados
(LENARDAO et al., 2003)

Portanto a demanda de novas terapias para estas doencas
parasitarias permanece alta, devido a alta toxicidade, a baixa eficiéncia e
o alto custo dos medicamentos existentes. E visivel a quem 1& sobre
estas doengas que o investimento em pesquisas para o desenvolvimento
de novos farmacos para estas enfermidades tornou-se necessario. Nesta
linha, dezoito derivados piranos foram sintetizados entre eles sete novos
4-aril-4H-cromenos ¢ onze (dois conhecidos e nove novos) 4-aril-4H-
piranocumarinas, procurando sempre reduzir o nimero de residuos
gerados. O precursor cumarinico € os outros compostos foram avaliados
quanto ao seu efeito de inibi¢do de crescimento de células tumorais e na
atividade biologica intracelular frente a forma amastigota de Leishmania
amazonensis e Trypanosoma cruzi (MRAZEK; MOSSIALOS, 2003;
BUCKNER; WATERS; AVERY, 2012).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BENZOPIRANOS

O anel pirano é um anel heterociclico de seis membros que
possui duas duplas ligagdes, com 5 atomos de carbono (C) e 1 atomo de
oxigénio (O). Muitos derivados contendo o anel pirano possuem grande
importancia devido, principalmente, as suas atividades biologicas. Um
grande numero de patentes ja foram concedidas para agentes
farmacéuticos que possuem esta unidade em sua estrutura (ELLIS,
1977; GEEN; EVANS; VONG, 1996; FRAVEL, 2008).

Figura 1 — Representacéo do: a) anel benzéno, b) anel pirano, ¢) 2H-cromeno, d)
4H-cromeno, e) nicleo cumarinico.

2D ODCIO

Quando ha a fusdo de um anel benzénico ao anel pirano, da-se a
nomenclatura de benzopiranos ou cromanos. Sendo assim, o que
caracteriza estes compostos ¢ a fusdo dos dois anéis de seis membros.
Contudo esta nomenclatura mudou diversas vezes desde o fim do século
XIX, quando foram descobertos os primeiros 1-benzopiranos. A
nomenclatura de 1-benzopirano ou 2-benzopirano ¢ atribuida a duas
variagdes existentes, o nome se diferencia dependente da posi¢do do
heteroatomo no anel pirano (ELLIS, 1977; GREEN et al., 1995).

Uma das primeiras revisdes de cromenos ¢ datada de 1917, e
descreve sobre a estrutura de cromenos halogenados. Os mesmo autores
ja haviam reportado a sintese de metil cumarinas em literatura. Apds
amplos estudos, foram escritas outras revisoes, contudo, ja em 1917,
Simonis descreveu a numeragdo de configuragdo do anel de acordo com
a Figura 2 (ELLIS, 1977) (SIMONIS; SCHUHMANN, 1917)
(WEINMANN, 1997).
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Figura 2 — Representagdo da configuragdo do anel cumarinico, carbonos
numerados.

AN
3

(0) o)
Fonte: adaptado de Simonis (1917).

Simonis baseou-se na numeracdo adotada por Vogel, em 1820,
quando isolou a a-benzopirona. Este sistema de anéis apresenta uma
variedade de derivados, que variam em niveis de oxidagdo, saturagdo,
fusdo com outros anéis. Cada alteragdo estrutural, logicamente altera o
nome do derivado, consequentemente quando oxidado este sistema de
aneis recebe o sufixo -ona. Por sua vez, a posi¢do da dupla ligacdo
também altera a nomenclatura, por permitir estas duplas ligagdes apenas
em duas posi¢des a nomenclatura aplicada pode ser 2H-cromeno ou 4H-
cromeno (ELLIS, 1977).

As cromanonas e/ou seu esqueleto, podem ser encontradas na
natureza em diversas familias de plantas. Estes derivados formam uma
lista de inimeros exemplos de metabolitos secundarios descritos em
literatura, bem como sua respectiva biossintese. Flavonas, flavanonas,
isoflavonas, isoflavononas, cumarinas, e derivados, sdo alguns tipos de
compostos derivados cromenos mais descritos em literatura. Isto se da
devido aos benzopiranos apresentarem uma variedade de possiveis
reacdes quimicas, e terem suas aplicacdes amplamente estudadas
(GREEN et al., 1995; COSTA et al., 2016).

As sinteses para a formagdo de benzopiranos sdo amplamente
descritas, e uma das primeiras estratégias descritas foi a obtencdo de
2H-1-benzopiranos 2,2-disubstituidos, utilizando reagentes de Grignard
em cumarinas, com a presenca de solvente, geralmente benzeno ou
dietiléter anidro. Utilizando a desidratagdo nestes benzopiranos
sintetizados, ¢ possivel ainda obter-se os 2H-1-benzopiranos. O
problema deste método é a formagdo de subprodutos. A desitratagdo de
cromandis sob aquecimento ¢ mais uma estratégia para a obtengdo de
benzopiranos (SIMONIS; SCHUHMANN, 1917; GREEN et al., 1995).

Para obter-se os 4H-1-benzopiranos uma reagdo que se aplica
neste caso, ¢ a pirrdlise de acetil-Oxi-cromanos, com tempos de reagédo
baixisimos. Existem ainda outras reagdes a partir de cromanos e
cromanois, reagoes de condensagdo catalisadas por acidos, reacdes
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apartir de aldeidos como a,B-insaturados também catalisados com
acidos. Reagdes utilizando como reagentes isobutilenos ou precursores
reagindo com salicialdeido na presenca de alumina-silica ou cloreto de
zinco, sob aquecimento, também atingem o objetivo de obtencdo de
derivados 2H-1-benzopiranos. Sdo reportadas ainda estratégias de
condensacdo aldolica e condensagdo de carbonilas fendlicas atalisadas
por acidos, para obtencdo de cromeno (ELLIS, 1977; GREEN et al,,
1995).

Reagdes com catalisadores basicos também sdo aplicadas para a
obtengdo de cromenos. Condensagdes de Dieckmann, de Perkin e,
principalmente, as alddlicas sdo relatadas como estratégias para a
formagdo de benzopiranos. A condensagdo do tipo alddlica, seguida de
uma adi¢do de Michael, formagao de imina e fechamento do anel, foram
estratégias utilizadas no presente estudo. Bem como condensacgdo
utilizando como reagentes ésteres cianoacetato e acetoacetato em
solvente polar, geralmente EtOH, MeOH e agua (ELLIS, 1977; GREEN
etal., 1995; KURTI; CZAKO, 2005).

Ainda s3o relatados métodos baseados em ciclizagdo de
quinonas alil substituidas catalisadas por base, rearranjos por
temperatura, reacdes de ilidas utilizando sais, redug¢do de benzoquinonas
mostrando assim a diversidade de rotas sintéticas para obtencdo destes
derivados. (GREEN et al., 1995).

2.1.1 Atividade biolégica

As pesquisas realizadas demonstram que os derivados
benzopiranicos sintéticos e organicos, incluindo as cumarinas, t€m
grande potencial para o desenvolvimento de novas substincias bioativas,
como demonstrado na Figura 3, principalmente devido aos seus
resultados apresentados em ensaios de citotoxicidade. Seguindo esta
linha de pesquisas, Sabry e colaboradores realizaram seus estudos com
derivados cumarinicos que apresentaram atividade citotoxica, além de
atividade microbiana. Dentre estes derivados, os estudos sobre
derivados 4-aril-4H-cromenos ¢ sua agdo anticancer também vem sendo
amplamente estudada (KEMNITZER et al., 2004) (KHEIROLLAHI et
al., 2014) (KEMNITZER et al., 2005) (LACY; O'’KENNEDY, 2004)
(SABRY etal., 2011) (RAFINEJAD et al., 2012) (SHARMA; TIWARI;
SUPURAN, 2014).

Os estudos de atividade biologica de alfa-cromenos e seus
analogos, tanto in vitro quanto in vivo, incluindo seres humanos,
demonstraram varias atividades promissoras, além de anticancer, como:
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acdo anti-HIV, antituberculose, antialzheimer, anti-inflamatorio,
imunossupressora, antifingica. Dentre as atividades biologicas
conhecidas e estudadas, o presente trabalho da o enfoque nas atividades
leishmanicida e antitumoral (BRENZAN et al., 2008) (NEWMAN;
CHEN; MADDEN, 1998) (ONG et al., 2011) (PATIL et al., 1993)
(SAKUNPAK, 2013) (VEGA et al., 2007; MUSA et al., 2010) (WANG
et al., 2009; WITAICENIS; SEITO; DI STASI, 2010).

Egan e colaboradores em sua revisdo reportaram que um
derivado da cumarina (1,2-benzopirona), apresentou atividade citotoxica
e citostatica em diferentes linhagens celulares: K562, HL60, EJ
(linhagens célulares humanas); e CHOK1 e CHrCS5 (linhagens celulares
murinas). Em 3 destas linhagens celulares foi observada a agdo
citotoxica, porém a atividade citostatica ocorreu nas 5 linhagens de
células testadas. A toxicidade observada foi irreversivel, porém a agdo
citostatica foi reversersivel em uma linhegem de célula das cinco
testadas. (EGAN et al., 1997).

Estudos que abordaram a citotoxicidade de aril-4H-cromenos
incentivaram este projeto, como o de Kemnitzer e colaboradores, onde
reportaram a atividade citotoxica de alguns derivados benzopiranicos 2-
aril-3-ciano-4H-cromenos capazes de induzirem a apoptose em células
tumorais. Em 2012 Akbarzadeh e colaboradores sintetizaram derivados
benzopiranicos e descreveram sua atividade citotoxica in vitro. Ja em
um estudo de 2016, Fouda descreveu sobre a acdo antitumoral de
derivados 4H-cromenos (AKBARZADEH et al., 2012) (M EL-
AGRODY; KHATTAB; M FOUDA, 2014) (FOUDA, 2016)
(KEMNITZER et al., 2004) (KEMNITZER et al., 2005) (CAIL
DREWE; KEMNITZER, 2009) (KEMNITZER et al., 2007).
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Figura 3 - Substincias com esqueleto cromeno e cumarinicos com atividades
bioldgicas publicadas em manuscritos.
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As cumarinas, cromonas, cromenos, demonstram grande
potencial de se tornarem importantes modelos bioativos e/ou novos
agentes terapéuticos a serem desenvolvidos (Figura 3) como alternativas
para o tratamento de patologias com terapias ineficazes ou pouco
seguras. Com base nas atividades bioldgicas, buscou-se neste trabalho
sintetizar novos compostos afim de ndo s6, desenvolver novos
medicamentos, novas terapias, como também auxiliar antigas e futuras
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pesquisas a compreender melhor a agdo  antileishmania,
antitripanossoma ¢ antitumoral de alguns subgrupos de cromenos
(FOUDA, 2016).

2.2 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) compreendem as
doencas que acometem pessoas principalmente, nas regides tropicais.
Este termo ¢ atualmente aplicado fazendo referéncia a doencgas
infecciosas que progridem em condi¢des quentes e umidas, como
malaria, esquistossomose, oncocercose, filariose linfatica, dengue,
tripanosomiasis africana, doenca de Chagas e leishmaniose. Este grupo
de doencgas abrange 17 doencas endémicas, citadas no quadro 1 em 149
paises ¢ o numero de pessoas afetadas ultrapassa o 1 bilhdo de
individuos (FEASEY et al., 2009; WHO, 2016).

Quadro 1 — Doengas tropicais negligenciadas.

Grupo do Patégeno Doencas

Bactérias Ulcera de Buruli

Lepra (Hanseniase)

Tracoma (Conjuntivite granulomatosa)
Bouba

Helmintos Cisticercose/Teniase

Dracunculiase (doenga do “verme-da-guiné”)
Equinococose

Trematodiases transmitidas por alimentos
Filariose linfatica (Elefantiase)
Oncocercose (“cegueira dos rios”)
Esquistossomose

Helmintiases transmitidas pelo solo
Protozoarios Doenca de Chagas

Tripanossomiase Humana Africana (“doenga
do sono™)

Leishmanioses

Malaria

Virus Dengue e Chicungunha

Raiva

Fonte: adaptado de WHO (2015).



http://pt.wikipedia.org/wiki/Conjuntivite
http://pt.wikipedia.org/wiki/Granuloma
https://www.google.com.br/search?es_sm=93&biw=1366&bih=667&q=equinococose&spell=1&sa=X&ei=KNnWVLfhD4qwsAThyYKIAQ&ved=0CBkQvwUoAA
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Impressiona o fato de que as DTNs sdo doengas que acometem
quase que exclusivamente populagdes de baixa renda ou marginalizadas,
muto devido a falta de necessidades basicas. Sdo doengas predominantes
geograficamente nos tropicos e representam um grave problema de
saude publica para os paises ainda em desenvolvimento. A
representatividade nao seria tdo grande se a pobreza nao fosse um fator
preponderante para tal, pois a falta de vacinas e tratamentos
medicamentosos adequados nesses paises elevam as taxas de morbidade
e mortalidade (GYAPONG et al., 2010) (MUELLER-LANGER, 2013)
(HOTEZ et al., 2008) (WHO, 2007).

Uma classificagdo para essas doengas ¢ a divisdo em quatro
menores grupos conforme seus patdgenos: protozoarios, bactérias,
helmintos e virus. Sendo assim ¢é possivel afirmar que este ¢ um grupo
diversificado de doencas que promovem infeccdes virais, fungicas,
bacterianas e parasitarias, ¢ tem efeitos debilitante, incapacitante,
desfigurante e cronico (GYAPONG et al., 2010) (MUELLER-
LANGER, 2013) (HOTEZ et al., 2008) (WHO, 2007).

Dentre as diferentes enfermidades contempladas neste grupo a
Doenga de Chagas merece destaque por ser uma doenga endémica na
América Latina e no Caribe. Foi destacada como mais importante
condi¢do parasitiria humana no Novo Mundo. No Brasil, além da
doenga de Chagas, a incidéncia de casos de leishmanioses também
necessita de atencdo (FEASEY et al.,, 2009) (HOTEZ et al., 2007)
(WHO, 2016).

Ha a necessidade dos paises desenvolvidos, ou capazes, de
fornecerem medicamentos adequados e vacinas para os paises
subdesenvolvidos. Assim como também sdo necessarios investimentos
na pesquisa e desenvolvimento de terapias mais seguras e eficazes para
estas e outras doengas, diminuindo os gastos em satde publica de paises
subdesenvolvidos, tornando-se possivel auxiliar o desenvolvimento
destes (GYAPONG et al, 2010) (MUELLER-LANGER, 2013)
(HOTEZ et al., 2008).

2.2.1 Leishmanioses

Dentre as doengas infecciosas incidentes no Brasil encontra-se
as leishmanioses, causadas por cerca de vinte espécies de protozoarios
do género Leishmania parasitas intracelulares obrigatorios. Este género
compdem espécies de protozoarios unicelulares, digenéticos que se
reproduzem por divisdo bindria simples em ambos os hospedeiros. S&o
encontrados nas formas paramastigota e promastigota, flagelados livres
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ou aderidas no trato gastrointestinal de hospedeiros invertebrados, e
amastigotas, onde ndo ha flagelo livre e desenvolve-se no meio
intracelular do hospedeiro mamifero infectado (NEVES; LINARDI;
VITOR, 2005) (FEASEY et al, 2009) (KAYSER; KIDERLEN;
CROFT, 2002).

O ciclo de vida do protozoario ¢ mantido através da transmissao
entra um invertebrado flebotomineo fémea e um hospedeiro mamifero.
A infeccdo do hospedeiro invertebrado ocorre na ingestdo das formas
amastigotas que acompanham o sangue no momento do repasto
sanguineo, apos trés a quatro dias de multiplicacdo celular no intestino
do hospedeiro as células amastigotas tornam-se promastigotas. E
durante o repasto sanguineo também que os insetos vetores inoculam
formas promastigotas metaciclicas nos hospedeiros mamiferos, e a
internalizagdo da Leishmania ocorre através da endocitose mediada por
receptores na superficie celular de macrofagos. A célula promastigota
transforma-se em amastigota iniciando assim o proceso de sucessivas
multiplicagdes, onde na auséncia de controle parasitario pela célula
hospedeira a mesma se rompe liberando no meio extracelular células
amastigotas que serdo internalizadas por novos macréfagos (KAYSER;
KIDERLEN; CROFT, 2002) (VAN ASSCHE et al., 2011).

A lise celular seguida da liberagdo de células amastigotas
estimula a atragdo de mais macrofagos, estes se fixam e sdo infectados.
Por consequéncia, as lesdes inicias sdo semelhantes independente da
espécie do parasito e se manifestam através de um infiltrado
inflamatdrio composto principalmente destes macrofagos infectados e
linfocitos na derme. A lesdo pode evoluir para um regresso espontaneo,
estacionar ou evoluir para um nédulo na derme, na regido da picada do
vetor, denominado histiocitoma, e a progressdo acarreta no
desenvolvimento de uma ulcera leishmanidtica caracteristica (NEVES;
LINARDI; VITOR, 2005; BEATTIE; KAYE, 2011).

As leishmanioses s3o agrupadas em trés tipos basicos:
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC) e
leishmaniose visceral ou kala-azar (LV), formas clinicas estas que sdo
provocadas por diferentes espécies de Leishmania e o grau de
acometimento tem associac¢ao ao estado imune do hospedeiro. Enquanto
a forma mais comum da doenga ¢ a cutanea, a mais letal é a visceral. A
forma cutinea se apresenta com formacdes de ulceras tUnicas ou
multiplas confinadas na derme, com epiderme ulcerada e pode
apresentar  variagdes,  essas  relacionadas a  hospedeiros
imunossuprimidos. No Brasil, a leishmaniose cutanea pode ser
promovida por diferentes espécies: Leishmania braziliensis, L.



44

guyanensis, L. lainsoni, L. shawi, L. naiffi e L. amazonensis (FEASEY
et al, 2009) (KAYSER; KIDERLEN; CROFT, 2002; NEVES;
LINARDI; VITOR, 2005).

A mucocutanea tem como caracteristica o desenvolvimento de
lesoes destrutivas secundarias na regido das mucosas e cartilagens,
como exemplo areas da regido da boca e nariz. Isto pode ocorrer apds
meses ou anos do aparecimento da lesdo inicial primaria. A LV ¢ uma
doenga infecciosa sistémica, cronica, grave e quando nio tratada ¢ letal.
E causada por parasitas do complexo L. donovani e tem como
caracteristicas clinicas a febre irregular de média intensidade e longa
duracdo, esplenomegalia, hepatomegalia. J4 a doenca cutanea causa
incapacidade grave além de deixar cicatrizes profundas e desfigurantes
permanentemente (NEVES; LINARDI; VITOR, 2005; FEASEY et al.,
2009).

Em 2012 a OMS trouxe a informacao de que as leishmanioses
estavam presentes em 102 paises, sendo prevalentes na América Latina,
Caribe, na Africa Subsaariana, Sul da Asia e India. Uma analise
realizada com dados de 25 paises com altas taxas de leishmaniose
publicada em 2014 revelou que uma populacdo de aproximadamente
339 milhdes de pessoas estdo em situacao de risco de contrair a infeccao
cutdnea, este numero sobe para 556 milhdes quando tratamos da
infecgdo visceral. O numero total do somatoério de casos reportados
nestes paises foram de 30758 casos de LV e 153027 casos da forma
cutanea (ALVAR et al., 2012) (WHO, 2016) (WHO,2017).

O Brasil foi um dos 25 paises selecionados para avaliagdo no
estudo publicado em 2014 citado anteriormente. O pais foi incluido no
estudo por estar entre os que mais tem casos reportados tanto da doenga
visceral quanto cutinea, os dados revelaram que no referente ano o
Brasil foi responsavel por 11% dos casos na forma visceral reportados
no mundo e 12% dos casos na forma cutanea. Quando comparados esses
nimeros com os valores com a média de casos registrados na década de
2000 a 2009, observa-se uma reducdo importante nos casos de
leishmaniose cutidnea, o que ja ndo foi observado quanto a doenca
visceral (WHO, 2016) (HOTEZ et al., 2007) (PELISSARI et al., 2011).
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Quadro 2 - Quadro comparativo dos casos de leishmaniose reportados no ano de
2014 frente aos valores médios da doenga na década 00-09.

Doenca Casos Valor médio de Casos Reportados
Reportados de 2000-2009
Leishmaniose 19402 24864
Cuténea
Leishmaniose 3453 3679
Visceral

Fonte: WHO 2016; PELISSARI

O tratamento é complexo para todas as formas da doengas,
entre os problemas relacionados ao tratamento medicamentoso estdo a
alta incidéncia de efeitos colaterais, resisténcia aos farmacos, o alto
custo e a baixa adesdo. Entre os medicamentos utilizados estdo os
antimoniais, anfotericina B e sua forma lipossomal. Os antimoniais sdo
tratamento de primeira escolha, porém o mecanismo de a¢do permanece
incerto. E pressuposto dos antimoniais pentavalentes serem prodrogas
que sdo convertidas em trivalentes para exercer o efeito leishmanicida
através da inibicdo seletiva de algumas enzimas de Leishmania spp, e
bloqueio de adenosina trifosfato, pela inibi¢do da fosfoquinase (NEVES;
LINARDI; VITOR, 2005) (PELISSARI et al., 2011) (VAN ASSCHE et
al., 2011).

A tolerancia aos antimoniais motivou uma busca por uma nova
alternativa de tratamento, € nos anos 60 foi introduzida a anfotericina B
como medicamento de segunda escolha. O mecanismo de a¢ao se baseia
na ligacdo ao ergosterol, o principal esterol sintetizado na membrana
celular da Leishmania, aumentando a permeabilidade da membrana
celular. Devido a alta toxicidade apresentada foram desenvolvidas
através de nanotecnologia a forma lipossomal da anfotericina B. Ambos
os medicamentos citados tem administragdo parenteral, demonstrando
assim as dificuldades apresentadas no tratamento da doenca. Ha a
necessidade urgente de medicamentos inovadores para o tratamento
dessas doengas, ¢ as estratégias para controlar a doenga focam em
trabalhar no desenvolvimento de novos agentes antiprotozodarios e novas
ferramentas, através das pesquisas e ensaios clinicos (MUELLER-
LANGER, 2013) (NEVES; LINARDI; VITOR, 2005) (VAN ASSCHE
etal., 2011).
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2.2.2 Tripanossomiases

A tripanossomiase ¢ uma doenga também ocasionada pela
infeccdo de protozoarios de varias espécies do género Trypanossoma sp.
As duas espécies mais conhecidas sdo as 7. cruzi, responsavel pela
causa da doenga de Chagas nas Américas, ¢ a 7. brucei que causa a
doenga do sono na Africa. Estes protozoario possuem duas fases
distindas a promastigota e amastigota em seu ciclo de vida parasitaria,
onde também ¢ intercalado entre um vetor, flebotomineo e um
hospedeiro mamifero (BARRETT et al., 2003) (BRUN et al., 2010)
(NEVES; LINARDI; VITOR, 2005).

Em literatura foram descritos mais de 150 espécies de
trypanossomas parasitando todas as classes de vertebrados. Essas
espécies podem ser dividas em subgrupos, destacando-se o0s
tripanossomas com desenvolvimento na porgdo posterior do intestino de
triatomideos hematofagos, transmitidos aos vertebrados através das
fezes do vetor, e tem como exemlo mais conhecido o 7. cruzi. O T.
brucei compde o grupo dos trypanossomas com desenvolvimento e
transmissdo através das partes anteriores do tubo digestivo de dipteros.
Essa espécie apresenta uma particularidade, sdo parasitas extracelulares
habitando o sangue e a linfa como tripomastigotas alongados, por
consequéncia sdo vulneraveis aos mecanismos de defesa humoral, que
ocorre pela ligagdo de anticorpos na superficie do protozoario
facilitando o reconhecimento, a fagocitose e sua morte pelo sistema
monocitico fagocitario (BARRETT et al., 2003) (FEASEY et al., 2009)
(KAYSER; KIDERLEN; CROFT, 2002) (NEVES; LINARDI; VITOR,
2005).

2.2.2.1 - Doenca de Chagas

Como ja mencionado anteriormente a doenca de Chagas tem
como agente etioldogico o Trypanossoma cruzi, um protozoario
heteroxénico, diploide, que se reproduz por divisdo bindria simples,
possuindo uma fase de multiplicagdo intracelular no hospedeiros
mamiferos e extracelular no vetor triatomineo. Foi descrito pela
primeira vez pelo cientista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das
Chagas que descreveu também a doenga (KAYSER; KIDERLEN;
CROFT, 2002) (NEVES; LINARDI; VITOR, 2005).

O ciclo biolégico envolve varias formas evolutivas nos
hospedeiros vertebrados e invertebrado. Nos mamiferos e na cultura de
tecidos as formas amastigotas foram encontradas no meio intracelular e
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tripomastigotas no meio extracelular, encontrada no sangue circulante.
O triatomineo se infecta através da ingestdo dos tripomastigotas
presentes no sangue, o protozoario sofre algumas modificagdes até
chegar ao intestino posterior do vetor e transformar-se em epimastigota.
Esta forma possibilita a multiplicacdo do protozoario nesta regido e
quando chega no reto ele muta para tripomastigota metaciclico, que
presente nas feses do inseto estdo aptas a penetrar as células do
hospedeiro  vertebrado (BARRETT et al, 2003) (KAYSER;
KIDERLEN; CROFT, 2002) (NEVES; LINARDI; VITOR, 2005).

A infec¢do do 7. cruzi nos mamiferos entdo se d4 no momento
do repasto sanguineo através dos tripomastigotas metaciclicos
eliminados nas fezes ou urina do vetor que penetram através local da
picada e ocorre a interacdo com células do sistema mononuclear
fagocitario da pele e mucosas. Essa interagdo estre parasita e célua
hospedeira ocorre em trés fases que se sucedem: a adesdo celular, a
interiorizagdo ¢ os fendmenos intracelulares. No meio intracelular
ocorre nova transformacgdo destes tripomastigotas em amastigotas, que
permitem a reproducdo por multiplicacdo binaria, a cada 12 horas, e
posteriormente ocorre a diferenciagdo dos amastigotas em
tripomastigotas no interior da célula hospedeira através de um fendmeno
denominado “alongamento”. Por fim esta ultima forma ¢ liberada no
intersticio através da lise celular pelo acimulo de parasitos no meio
intracelular, e por seguinte atingindo a corrente circulatéria do
mamifero, e livrte no sangue circulante pode atingir novas células e
cumprir novo ciclo celular e podem ainda ser ingeridos novamente pelo
inseto vetor (BARRETT et al., 2003) (FEASEY et al., 2009) (KAYSER;
KIDERLEN; CROFT, 2002) (NEVES; LINARDI; VITOR, 2005).

Ha outras formas de transmissdo da doenga, como transfusdo
sanguinea e transplantes, acidentes de laboratorios, transmissdo oral
(ingestdo do triatomineo infectado). E a doenca de chagas apresenta
duas fases mais comuns, a fase aguda e a fase cronica, assintomatica e a
sintomatica. A fase aguda pode ser ainda aparente ou inaparente, sendo
esta ultima a mais frequente, e tem inicio através de manifestagdes
locais da penetragdo do protozodario na pele (chagoma de inoculago) ou
na conjuntiva (sinal de Romafia). Sdo lesdes que ocorrem dentro de 4 a
10 dias, em 50% dos infectados com regress@o em um ou dois meses, €
as manifestagdes gerais sdo febre, hepatomegalia, esplenomegalia,
edema localizado e generalizado, ¢ menos frequente insuficiéncia
cardiada e raramente pertubacdes neurologicas (BARRETT et al., 2003)
(FEASEY et al., 2009) (NEVES; LINARDI; VITOR, 2005).
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Os que sobrevivem a fase aguda podem passar anos sem
apresentar sintomas da doenga, apesar de apresentar lesdes muito
discretas e presenga constante de anticorpos liticos. Essa fase ¢
denominada cronica assintomatica e é uma fase latente caracterizada por
alguns parametros clinicos e laboratorias. A fase cronica da doenga ¢
relacionada a reativacdo intensa do processo inflamatério de 6rgdos do
sistema digestivo, cardiaco ou neurologico e sintomatologia relacionada
com estes Orgdos. Na cardiopatia chagasica cronica sintomatica o
sintoma clinico caracteristico ¢ a insuficiéncia cardiaca congestiva,
devido a diminuicao da massa muscular cardiaca e destruicdo do sistema
nervoso autonomo simpatico e parassimpatico e também ao exsudato
inflamatério em atividade (BARRETT et al, 2003) (KAYSER;
KIDERLEN; CROFT, 2002) (NEVES; LINARDI; VITOR, 2005).

A forma cronica digestiva causa alteracdes morfoldgicas e
funcionais importantes como o megaeséfago e megacédlon. Os principais
sintomas do megaesdfago sdo: dor retroesternal, tosse, soluco, disfagia,
odinofagia, regurgitacdo, pirose e sialose, ja 0 megacolon faz referéncia
as dilatagdes dos colons (reto e sigmodide) que podem gerar obstrucio
intestinas e perfuragdo. A desnutricdo ¢ uma condigdo relacionada a
doenga, e as duas alteragdes quando associadas agrava este quadro. J4 a
forma nervosa, mesmo tendo sido admitida por Carlos Chagas, ¢ muito
discuta entre os patologistas por falta de comprovagdes morfologicas
(KAYSER; KIDERLEN; CROFT, 2002) (NEVES; LINARDI; VITOR,
2005).

A doenga de Chagas ¢ uma das doengas mais prevalentes na
América Latina, e estimativas mais recentes reportadas no Brasil
indicam a existéncia de um populagdo de 1,9 milhdo a 4,6 milhdes de
pessoas infectadas por 7. cruzi., o dado de mortalidade da doenca
registrados no pais foram de 53924 6bitos no periodo que compreende
os anos 1999 a 2007. Essa ¢ uma doenga caracteristica das DTN’s pois
estd relacionada a ambientes e regides de baixa renda e/ou rurais. A
forma mais comum de contragdo da doenca ¢ a transmissdo do
protozoério pelo triatomineo selvagem, e estes vieram do desmatamento
e de processos de urbanizagdo, ocorrendo assim a domiciliacdo do vetor,
neste caso principalmente do barbeiro. O inseto se abriga em pequenas
frestas, e o fator de pobreza faz com que as casas sejam com pouco
acabamento ou sem nenhum, ou de madeira, barro ou pau a pique, sendo
assim Otimos abrigos para o vetor (DIAS et al., 2016) (NEVES;
LINARDI; VITOR, 2005; HOTEZ et al., 2008).

Apesar de predominante em 4reas rurais, a migracdo de
infectados para grandes centros preocupa também o0s paises
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desenvolvidos. S6 nos Estados Unidos sao estimados 300000 imigrantes
latino-americanos com a infec¢do e aproximadamente 45000 com a
doenga na forma cronica cardiaca. O objetivo do tratamento
medicamentoso ¢ diminuir ou eliminar a infec¢do, ¢ os melhores
resultados sdo obtidos iniciado o tratamento na fase aguda ou infecgdo
recente. E notdrio o carater de negligéncia desta doenga, carater este que
fica evidenciado pela limitagdo de opgdes terap€uticas, existem apenas
dois antiparasitarios disponiveis com eficicia estabelecida e sdo
indicados especialmente nos casos agudos e tem eficacia questionada
frente a casos cronicos (DIAS et al., 2016) (FEASEY et al., 2009)
(FORSYTH et al., 2016) (NEVES; LINARDI; VITOR, 2005) .

O tratamento de primeira escolha é o benzinidazol, um
medicamento derivado 2-nitroimidazol com atividade comprovada
contra as formas sanguineas do Trypanossoma cruzi. Este € um
medicamento que apresenta efeitos adversos severos e em casos de
intolerancia e/ou falha terapéutica com o benznidazol utiliza-se o
nifurtimox, um farmaco derivado nitrofurano que age contra as formas
sanguineas e parcielmente contra as formas teciduais. Se ja ndo
houvessem muitos obstaculos no tratamento da doenga de Chagas, outra
¢ a obten¢do do nifurtimox, o medicamento ndo ¢ distribuido nos paises
e deve ser solicitado junto ao Ministério da Satde (MS) e chega ao pais
via doagdo da Organiza¢do Panamericana de Satide (OPAS) (DIAS et
al., 2016) (FORSYTH et al., 2016) (KAYSER; KIDERLEN; CROFT,
2002) (NEVES; LINARDI; VITOR, 2005) (MRAZEK; MOSSIALOS,
2003).

As enzimas que participam das vias metabolicas dos
trypanossomas estdo sendo utilizadas como potencial alvo para novos
farmacos a serem desenvolvidos. Para atingir os alvos, na forma
amastigota do trypanossoma, o composto deve interagir com varios
tipos de células mamiferas. Essa interacdo afeta a disponibilidade do
farmaco, diminuindo a chance de interagir com o protozoario e
aumentando o risco de toxicidade devido a interacdo com as células
sadias do hospedeiro (BARRETT et al., 2003) (DIAS et al., 2016).

2.3 CANCER

A transformagdo de células normais em células malignas ¢
denominada carcinogénese. Uma das visdes mais aceitas hoje, reflete a
revisdo realizada por Volgelstein e Kinzler onde o cancer é, na sua
esséncia, uma doenca genética. Iniciagdo, promogdo e progressdao sao
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estagios associados ao processo de carcinogénese e estes estdo
relacionados a alteragdes génicas, onde as principais alteragdes sdo:
inativacdo dos genes de supressdo de tumor e mutagdes ativadas por
oncogeneses (KLAUNIG; KAMENDULIS; HOCEVAR, 2010)
(COSTELLO; FRANKLIN, 1998).

As alteragdes genéticas nas células ocorrem durante o ciclo
celular das células, que nada mais é que o periodo de vida da célula
onde ela se desenvolve e se multiplica. Em células eucariontes o ciclo
celular compreende cinco principais fases: Go, Gi, S, G2 ¢ M. O ciclo
celular ¢ regulado positivamente por proteinas codificadas por proto-
oncogeneses, algumas alteracdes sdo causadas através das oncogeneses,
copias mutadas dos proto-oncogeneses. Ja a proliferagdo desregulada
das células se deve a inativacdo dos genes supressores de tumor, pois
estes codificam proteinas que atuam na inibigdo da progressdo celular
(COSTELLO; FRANKLIN, 1998) (ELMORE, 2007) (KLAUNIG;
KAMENDULIS; HOCEVAR, 2010) (JAIN et al., 2015)

Na fase Gi, sdo produzidas proteinas, essenciais para a
replicagdo cromossdmica, necessarias na fase S. Fase este onde os
cromossomos sdo duplicados e ha a sintese de histonas. A fase G2 ¢
uma fase importante para a terapia oncoldgica, ¢ a fase onde sdo
produzidas proteinas globulares que formam os microtibulos, proteinas
essenciais para a fase M. Como ja dito anteriormente, um importante
alvo no desenvolvimento de farmacos para o tratamento do cancer. Na
fase M os cromossomos duplicados se unem em pares (ELMORE, 2007)
(FIELD; KANAKKANTHARA; MILLER, 2014) (JAIN et al., 2015).

De acordo com o INCA o tratamento do cancer pode ser
realizado por meio de cirurgia, radioterapia ou quimioterapia. E
classificada como quimioterapia o tratamento realizado com a utiliza¢do
de medicamentos. A quimioterapia apresenta problemas devido a
resisténcia ao tratamento utilizado e apresenta problemas de adesdo ao
tratamento e reagdes adversas como queda capilar, nduseas e vOomito
(FRANCA et al., 2015) (GALMARINI; GALMARINI; GALMARINI,
2012).

Um dos mecanismos fisioldgicos mais importantes para a
inibi¢do da proliferacdo descontrolada de células no corpo é a apoptose.
A apoptose ¢ um modo distinto de morte celular programada, onde a
programagdo da eliminacdo de uma determinada célula ¢ genética. Um
exemplo onde o mecanismo de regulagdo do ciclo celular esta
desregulado € o cancer. A supressdo da apoptose que ocorre durante a
carcinogénese tem um papel fundamental na progressdo e proliferacao
da doenga (ELMORE, 2007).
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Assim, a atividade pr6 apoptotica nas células tumorais é uma
atividade biolégica importante na pesquisa de novos compostos
anticancer. Considerando que em 2015 cerca de 8.8 milhdes de pessoas
vieram a 6bito devido a algum tipo de tumor, o cancer atingiu o patamar
de a segunda maior causa de morte no mundo. Quando trazemos estes
dados para o Brasil, de acordo com a OMS no ano de 2014, a doenga foi
responsavel por aproximadamente 17% do total de mortes em territorio
nacional (WHO, 2014) (WHO,2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Sintezar derivados benzopiranicos com potencial agdo
citotoxica e antiparasitaria in vitro.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintezar de novos compostos derivados 4-aril-4 H-cromenos;

Sintezar derivados de piranocumarinas e benzopiranos com
potencial atividade citotoxica e antiparasitaria (antileishmania e
antitripanosoma);

Caracterizar os compostos sintetizados por meio de técnicas
espectrométricas e espectroscopicas usuais como Ressonéncia
Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas de Alta

Resolugao;

Determinar a citotoxicidade dos compostos sintetizados em
linhagem celular de células leucémicas de origem humana;

Ensaiar os compostos sintetizados em modelos bioldgicos in
vitro para avaliacdo da atividade antiparasitaria;

Estabelecimento da relacdo estrutura atividade.



53

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS, MATERIAIS E REAGENTES

Os reagentes utilizados neste estudo foram todos adquiridos da
Sigma Aldrich®, bem como os aldeidos, os cetoésteres, o
metilcianoacetato, a malononitrila, o floroglucinol e o agente catalitico,
o acido polifosférico. O carbonato de potassio (K»COs), outro
catalisador reacional, foi adquirido da empresa Spectrum®. Os solventes
utilizados foram adquiridos das empresas Vetec®, Quimica Moderna® e
NEON®. Os equipamentos e vidrarias utilizadas estdo vinculados ao
laboratério da Central Analitica do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Procedimento Geral para a Sintese de derivados pirano|[2,3-
H]cumarinas

4.2.1.1 Procedimento Geral para a Sintese da 5,7-dihidroxi-4-metil-2H-
cromen-2-ona

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados o
floroglucinol (15,8 mmol), 0,8 equivalentes de etilacetoacetato, sem a
presenga de solvente. Como catalisador foi utilizado 0,1mol% de éacido
polifosforico. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética
constante a temperatura de 60°C durante 18 horas. O progresso da
reacdo foi monitorado por cromatografia em camada delgada (CCD) em
placa de silica (eluente HEX:AcOEt, 1:1 (v/v)). Foi observado a
extingdo de luz e uma fluorescéncia de cor azulada, respectivamente.
Apbés a revelagdo com anisaldeido slfurico, apresentou coloragéo
vermelha.

Observado o consumo total do material de partida, a reacao foi
encerrada. Para neutralizar o catalisador foi utilizada uma solugdo
aquosa saturada de NaHCOs. O produto reacional foi entdo ressuspenso
em agua purificada, filtrado e lavado. O produto final foi solubilizado
em MeOH e evaporado o solvente.O produto da reacdo apresentou-se
como um soélido opaco de cor branca para creme, e com rendimento de
55% (1.687 g).
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4.2.1.2 Procedimento Geral Para a Sintese dos Derivados
Piranocumarinicos (4-14)

Para a sintese destes derivados piranocumarinicos (4-14) foi
utilizado um sistema adaptado com refluxo e mantido o sistema sob
constante agitacdo. Foram adicionados a malononitrila (1mmol),
juntamente com 1,0 equivalente do benzaldeido em um baldo de fundo
redondo de 50mL contendo 10 mL de MeOH. Posteriormente foi
adicionado 10mol% do catalisador K»CO3 e ap6s um minuto adicionou-
se 1,0 equivalente da 5,7-dihidroxi-4-metilcumarina (3), € o tempo
reacional foi de até duas horas (KARAMI; KHODABAKHSHI;
ESKANDARI, 2012).

Para a obtencdo dos derivados piranocumarinicos carboxilados
(10-14) a malononitrila foi substituida pelo metilcianoacetato (1mmol).

A reagdo foi monitorada através de CCD como descrito no item
anterior. Outra forma de monitorar foi o aparecimento de um preciptado.
A reacdo foi resfriada e posteriormente o bruto reacional foi filtrado e
lavado com agua purificada e MeOH, permitindo assim a obtengdo do
produto final.

4.2.2 Procedimento Geral para a Sintese de derivados 2-amino-4H-
cromenos

A sintese desta série de compostos 4H-cromenos, foi utilizado
um sistema de agitacdo magnética constante, sem aquecimento. Em um
baldo de fundo redondo de 50mL, contendo 1,0mL de MecOH, foram
solubilizados o floroglucinol (1,0 mmol), 1,0 equivalente do
benzaldeido e 1,0 equivalente do metilcianoacetato. Posteriormente
foram adicionados 19 mL da solucdo aquosa de KyCO; com
concentracdo de 4,73 mg/mL. O tempo reacional foi de 18 horas ¢ a
reagdo foi monitorada por CCD, como descrito no item 4.2.2.1. O
produto reacional foi filtrado e lavado com 4gua purificada
(MASESANE; MIHIGO, 2015).

4.2.3 Caracterizacio, Rendimentos e Atribui¢des de RMN 'H, 3C

5,7-dihidroxi-4-metilcumarina (3): P.M.: 192,16 g.mol!. P6 branco
opaco. Rend.: 56% (1.687 g). RMN 'H (300 MHz, (CDs),CO) & (ppm)
6.35 (d, J =2.3 Hz, 1H), 6.27 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 5.83 (q, J = 1.1 Hz,
1H), 2.56 (d, J = 1.1 Hz, 3H). RMN '3C (75 MHz, CD3COCD3) § (ppm)
160.9, 159.9, 157.7, 157.1, 154.4, 109.6, 102.6, 99.0, 95.0, 23.0.
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Figura 4 - Molécula da 5,7-dihidroxi-4-metilcumarina (3).

8-amino-10-(4-clorofenil)-5-hidroxi-4-metil-2-ox0-2,10-
dihidropirano[2,3-f|cromeno-9-carbonitrila (4): P.M.: 380,78 g.mol
I, Sélido, em forma de po, branco opaco. Rend.: 64% (0.2432 g). RMN
"H (300 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 7.34 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.15 (d, J =
8.4 Hz, 2H), 7.08 (s, 2H, NH>), 6.49 (s, 1H), 6.09 (d, J = 1.1 Hz, 1H),
4.63 (s, 1H), 2.60 (s, 3H). RMN '3C (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm)
160.1, 159.9, 158.0, 155.0, 153.9, 148.0, 144.7, 131.6, 129.5 (2C), 128.9
(2C), 120.4, 112.1, 108.5, 102.4, 99.1, 57.4, 36.3, 24.5.

Figura 5 - Molécula do derivado 8-amino-10-(4-clorofenil)-5-hidroxi-4-
metil-2-0x0-2,10-dihidropirano[2,3-f]cromeno-9-carbonitrila (4).

8-amino-10-(4-bromofenil)-5-hidroxi-4-metil-2-oxo0-2,10-
dihidropirano[2,3-flcromeno-9-carbonitrila (5): P.M.: 425,23 g.mol
1. P alaranjado opaco. Rend.: 71% (0.3010 g). RMN 'H (300 MHz,
DMSO-ds) 8 (ppm) 7.47 (d, J = 8.4Hz, 2H), 7.10 (d, J = 8.40 Hz, 2H),
7.08 (s, 2H, NH»), 6.49 (s, 1H), 6.09 (d, J= 0.90 Hz, 1H), 4.62 (s, 1H),
2.60 (s, 3H). 3C NMR (75 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 159.5, 159.4,
157.5, 154.5, 153.4, 147.5, 144.6, 131.3 (2C), 129.4 (2C), 119.9, 119.6,
111.6,107.9, 101.9, 98.6, 56.9, 35.9, 24.0.
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Figura 6 - Molécula do derivado 8-amino-10-(4-bromofenil)-5-hidroxi-
4-metil-2-0x0-2,10-dihidropirano[2,3-f]cromeno-9-carbonitrila (5).
(

8-amino-5-hidroxi-4-metil-10-(4-nitrofenil)-2-oxo-2,10-
dihidropirano[2,3-flcromeno-9-carbonitrila (6): P.M.: 391,33 g.mol
I, S6lido em forma de pé laranja claro opaco. Rend.: 43% (0.2658 g).
RMN 'H (300 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 8.18 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.56
(d, J=8.5 Hz, 2H), 6.56 (s, 1H), 6.48 (s, 2H, NH>),6.03 (sl, 1H), 4.79 (s,
1H), 2.71 (sl, 3H). RMN 3C (75 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 160.2,
160.0, 155.4, 153.9, 153.4, 148.0, 146.6, 128.9 (2C), 124.2 (2C), 120.3,
111.1,109.4, 107.9, 101.4, 99.2, 56.7, 36.8, 24.4.

Figura 7 - Molécula do derivado 8-amino-5-hidroxi-4-metil-10-(4-
nitrofenil)-2-0x0-2,10-dihidropirano[2,3-f]cromeno-9-carbonitrila (6).

8-amino-10-(3,4-dimetoxifenil)-5-hidroxi-4-metil-2-0x0-2,10-

dihidropirano[2,3-flcromeno-9-carbonitrila (7): P.M.: 406,38 g.mol
I, Sélido em forma de p6 amarelo claro. Rend.: 56% (0.2273 g). RMN
'H (300 MHz, DMSO-de) 8 (ppm) 6.92 (s, 2H, NH»), 6.85 (d, J = 1.8
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Hz, 1H), 6.83 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.59 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 6.30 (s,
1H), 5.90 (s, 1H), 4.57 (s, 1H), 3.68 (s, 6H), 2.56 (s, 3H). RMN 3C (75
MHz, DMSO-d6) & 161.8, 160.6, 160.3, 155.2, 153.9, 148.8, 148.0,
147.9, 138.5, 120.9, 119.2, 112.3, 111.7, 110.1, 110.0, 100.4, 99.2, 58.0,
56.0, 55.9, 36.1, 24.4.

Figura 8 - Molécula do derivado 8-amino-10-(3,4-dimetoxifenil)-5-
hidroxi-4-metil-2-0x0-2,10-dihidropirano[2,3-f|cromeno-9-carbonitrila

(.

HO 0~ “NH,

8-amino-5-hidroxi-4-metil-2-ox0-10-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,10-
dihidropirano[2,3-flcromeno-9-carbonitrila (8): P.M.: 436,41 g.mol
1. S6lido em forma de pd branco opaco. Rend.: 54% (0.2354 g). RMN
'H (300 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 6.99 (s, 2H, NH3), 6.47 (s, 2H), 6.41
(s, 1H), 5.96 (s, 1H), 4.63 (s, 1H), 3.68 (s, 6H), 3.60 (s, 3H), 2.58 (s,
3H). RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 161.2, 160.7, 160.2,
155.2, 154.0 , 153.1 (2C), 148.1, 141.1, 136.6, 121.0, 110.4, 109.7,
104.7 (2C), 101.0, 99.2, 60.4, 57.6, 56.3 (2C), 36.7, 24.5.
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Figura 9 - Molécula do derivado 8-amino-5-hidroxi-4-metil-2-oxo-10-
(3,4,5-trimetoxifenil)-2,10-dihidropirano[ 2,3-f|cromene-9-carbonitrila

@®

(E)-8-amino-5-hidroxi-4-metil-2-oxo0-10-estiril-2,10-
dihidropirano[2,3-flcromeno-9-carbonitrila (9): P.M.: 372,37 g.mol
I, Sélido em forma de pd, bege. Rend.: 54% (0.2008 g). RMN 'H (300
MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 7.39 (dd, J = 7.3, 1.2 Hz, 2H), 7.29 (dd, J =
7.3, 1.2Hz, 2H), 7.20 (m, J = 7.3, 7.3, 1.2, 1.2 Hz, 1H), 7.07 (s, 2H,
NH»), 6.51 (s, 1H), 6.40 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 6.20 (dd, ] = 15.7, 7.1 Hz,
1H), 6.00 (s, 1H), 4.24 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 2.56 (sl, 3H). RMN 3C (75
MHz, DMSO-d6) & (ppm) 160.9, 160.1, 155.0, 153.8 (2C), 147.9, 136.9,
131.4, 129.1 (2C), 128.9, 127.8, 126.7 (2C), 120.8, 111.0, 108.1, 101.7,
99.2, 54.8, 34.3, 24.4.

Figura 10 - Molécula do derivado (E)-8-amino-5-hidroxi-4-metil-2-oxo-
10-estiril-2,10-dihidropirano[2,3-f]cromene-9-carbonitrila (9)
(
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Metil 8-amino-10-(4-clorofenil)-5-hidroxi-4-metil-2-oxo0-2,10-
dihidropirano [2,3-f]cromeno-9-carboxilato (10): P.M.: 413,80 g.mol
I, Sélido branco opaco. Rend.: 69% (0.2849 g). RMN 'H (300 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm) 7.62 (s, 2H, NH>), 7.40 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.13 (d,
J=8.4 Hz), 6.52 (s, 1H), 6.10 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 4.98 (s, 1H), 3.58 (s,
3H), 2.66 (s, 3H). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 168.5, 160.9,
159.9, 157.7, 154.5, 153.7, 148.1, 145.8, 131.0, 129.6 (2C), 128.4 (2C),
111.9,111.6, 102.4,98.9, 77.2, 51.1, 33.9, 24.4.

Figura 11 - Molécula do derivado metil 8-amino-10-(4-clorofenil)-5-
hidroxi-4-metil-2-0x0-2,10-dihidropirano [2,3-f]cromeno-9-carboxilato
(10).

Metil 8-amino-10-(4-bromofenil)-5-hidroxi-4-metil-2-0x0-2,10-
dihidropirano [2,3-flcromeno-9-carboxilato (11): P.M.: 458,25 g.mol
1. Sélido branco opaco 73% (0.3307 g). RMN 'H (300 MHz, DMSO-de)
d (ppm) 7.61 (s, 2H, NH>), 7.39 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.13 (d, ] = 8.4 Hz,
2H), 6.51 (s, 1H), 6.08 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 4.97 (s, 1H), 3.57 (s, 3H),
2.65 (s, 3H). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 168.5, 160.9,
159.9, 157.8, 154.6, 153.7, 148.2, 146.2, 131.3 (2C), 130.1 (2C), 119.4,
111.9,111.5,102.4,98.9, 77.2,51.1, 34.0, 24 4.
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Figura 12 - Molécula do derivado metil 8-amino-10-(4-bromofenil)-5-
hidroxi-4-metil-2-0x0-2,10-dihidropirano[2,3-f]cromene-9-carboxilato

an).

Metil 8-amino-5-hidroxi-4-metil-10-(4-nitrofenil)-2-0x0-2,10-
dihidropirano [2,3-flcromeno-9-carboxilato (12): P.M.: 424,36 g.mol
I, Sélido branco opaco. Rend.: 75% (0.3180 g). RMN 'H (300 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm) 8.11 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.70 (s, 2H, NH>), 7.45 (d,
J = 8.6 Hz, 2H), 6.52 (s, 1H), 6.11 (sl, 1H), 5.12 (s, 1H), 3.59 (s, 3H),
2.69 (sl, 3H). RMN B3C (75 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 168.4, 160.8,
159.8, 157.9, 154.9, 154.4, 153.7, 148.1, 146.2, 129.2 (2C), 123.8 (20),
111.9, 110.6, 102.4, 98.9, 76.5, 51.2, 34.8, 24.4.

Figura 13 - Molécula do derivado metil 8-amino-10-(4-nitrofenil)-5-
hidroxi-4-metil-2-o0x0-2,10-dihidropirano[2,3-f]cromene-9-carboxilato
(12).
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Metil 8-amino-10-(3,4-dimetoxifenil)-5-hidroxi-4-metil-2-0x0-2,10-
dihidropirano [2,3-flcromeno-9-carboxilato (13): P.M.: 439,41 g.mol
1. S6lido braco opaco. Rend.: 70% (0.3073 g). RMN 'H (300 MHz,
DMSO-ds) 6 (ppm) 7.50 (s, 2H, NH>), 7.02 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 6.76 (d,
J = 8.4 Hz, 1H), 6.63 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H), 6.21 (s, 1H), 5.75 (sl,
1H), 5.06 (s, 1H), 3.65 (s, SH, OH), 3.58 (s, 3H), 2.59 (sl, 3H). RMN
13C (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 169.1, 161.8, 160.7, 155.4, 153.4,
153.9, 148.4, 148.3, 147.3, 140.3, 119.0, 113.9, 112.2, 112.1, 107.7,
99.3, 98.7, 78.2, 55.9, 55.7, 50.9, 33.3, 24 4.

Figura 14 - Molécula do derivado metil 8-amino-10-(3,4-dimetoxifenil)-
5-hidroxi-4-metil-2-0x0-2,10-dihidropirano[2,3-f]cromene-9-
carboxilato (13).

Metil 8-amino-5-hidroxi-4-metil-2-oxo0-10-(3,4,5-trimetoxifenil)-
2,10- dihidropirano[2,3-flcromeno-9-carboxilato (14): P.M.: 469,44
g.mol”!. Solido amarelo claro. Rend.: 58% (0.2720 g). RMN 'H (300
MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 7.61 (s, 2H, NH>»), 6.58 (s,1H), 6.50 (s, 2H),
6.09 (sl, 1H), 5.06 (s, 1H), 3.70 (s, 6H, OH), 3.66 (s, 3H, OH), 3.61 (s,
3H), 2.68 (sl, 3H). RMN !3C (75 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 168.7,
161.4, 160.0, 157.9, 154.4, 153.7, 152.9 (2C), 148.4, 142.4, 1364,
112.2,111.8, 104.9, 102.4, 77.5, 60.3, 56.2 (2C), 51.1, 34.2, 24.

4.
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Figura 15 - Molécula do derivado 8-amino-5-hidroxi-4-metil-2-oxo-10-
(3,4,5-trimetoxifenil)-2,10-dihidropirano[ 2,3-f|cromene-9-carbonitrila
(14).

Metil 2-amino-4-(4-clorofenil)-5,7-dihidroxi-4 H-cromeno-3-
carboxilato (16): P.M.: 347,75 g.mol’'. Sélido amarelo opaco. Rend.:
52% (0.1804 g). RMN 'H (300 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 9.64 (s, 1H,
OH), 9.43 (s, 1H, OH), 7.55 (s, 2H, NH>), 7.23 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.12
(d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.04 (sl, 1H), 5.96 (sl, 1H), 4.83 (s, 1H), 3.52 (s,
3H). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm) 168.9, 161.9, 157.5, 155.4,
150.9, 147.2, 130.3, 129.6 (2C), 128.1 (2C), 105.3, 99.0, 94.1, 77.5,
50.8, 33.9.

Figura 16 - Molécula do derivado metil 2-amino-4-(4-clorofenil)-5,7-

dihidroxi-4H-cromene-3-carboxilato (16).
(

Metil 2-amino-4-(4-bromofenil)-5,7-dihidroxi-4 H-cromeno-3-
carboxilato (17): P.M.: 392,20 g.mol!. Soélido bracno amarelado.
Rend.: 51% (0.1994 g). RMN 'H (300 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 9.65 (s,
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1H, OH), 9.4 (s, 1H,0H), 7.55 (s, 2H, NH,), 7.37 (d, ] = 8.2 Hz, 2H),
7.08 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.05 (d, J=1.6, 1H), 5.97 (d, ] = 1.6, 1H), 4.82
(s, 1H), 3.52 (s, 3H). RMN °C (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 168.9,
161.8, 157.6, 155.5, 150.8, 147.6, 131.1 (2C), 130.1 (2C), 118.8, 105.2,
99.0, 94.0, 77.4, 50.8, 33.9.

Figura 17 - Molécula do derivado metil 2-amino-4-(4-bromofenil)-5,7-

dihidroxi-4 H-cromene-3-carboxilato (17).
(

Metil 2-amino-5,7-dihidroxi-4-(4-nitrofenil)-4 H-cromeno-3-
carboxilato (18): P.M.: 358,30 g.mol"'. S6lido amarelo opaco. Rend.:
55% (0.1969 g). RMN 'H (300 MHz, DMSO-d¢) & (ppm) 9.65 (s, 2H,
OH), 8.08 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.64 (s, 2H, NH»), 7.37 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 6.04 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.99(d, J = 2.0 Hz, 1H), 4.95 (s, 1H), 3.52
(s, 3H). RMN !3C (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 168.8, 161.8, 158.0,
156.0, 155.7, 150.8, 145.9, 129.1 (2C), 123.7 (2C), 104.3, 99.1, 94.2,
76.8, 50.9, 34.8.

Figura 18 - Molécula do derivado metil 2-amino-4-(4-nitrofenil)-5,7-

dihidroxi-4H-cromene-3-carboxilato (18).
(
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Metil 2-amino-4-(3,4-dimethoxyphenyl)-5,7-dihydroxy-4H-
chromene-3-carboxylate (19): P.M.: 373,35 g.mol'. S6lido marrom
opaco. Rend.: 56% (0.2088 g). RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm)
9.60 (s, 1H, OH), 9.39 (s, 1H, OH), 7.49 (s, 2H, NH»), 6.82 (d, J = 1.2
Hz, 1H), 6.75 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.55 (dd, J = 8.4; 1.2 Hz, 1H), 6.05 (d,
J=1.7Hz, 1H), 5.95 (d, ] = 1.7 Hz, 1H), 4.83 (s, 1H), 3.66 (s, 3H, OH),
3.65 (s, 3H, COH), 3.55 (s, 3H). RMN !*C (75 MHz, DMSO-d¢) &
(ppm) 169.1, 162.0, 157.2, 155.3, 151.1, 148.4, 147.2, 140.9, 119.2,
112.1,112.0, 106.2, 99.0, 94.0, 78.1, 55.9, 55.8, 50.8, 33.5.

Figura 19 - Molécula do derivado metil 2-amino-4-(3,4-dimetoxifenil)-
5,7-dihidroxi-4 H-chromene-3-carboxilato (19).

Metil 2-amino-5,7-dihidroxi-4-(3,4,5-trimetoxifenil)-4 H-cromeno-3-
carboxilato (20): P.M.: 403,38 g.mol"!. Solido branco opaco. Rend.:
60% (0.2418 g). RMN 'H (300 MHz, DMSO-d¢) 8 (ppm) 9.65 (s, 1H,
OH), 9.41 (s, 1H, OH), 7.51 (s, 2H, NH>), 6.42 (s, 2H), 6.07 (d, ] = 1.9
Hz, 1H), 597 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 4.86 (s, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.65 (s,
3H), 3.58 (s, 6H, OH, CH). RMN !3C (75 MHz, DMSO-d¢) & (ppm)
169.1, 162.2, 157.4, 155.4, 152.7 (2C), 151.3, 143.9, 136.0, 105.9, 104.8
(2C), 99.1, 94.1, 77.8, 60.3, 56.1 (2C), 50.8, 34.3.
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Figura 20 - Molécula do derivado 8-amino-5-hidroxi-4-metil-2-oxo-10-
(3,4,5-trimetoxifenil)-2,10-dihidropirano[ 2,3-f|cromene-9-carbonitrila
(20).

~

Metil 2-amino-5,7-dihidroxi-4-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-4 H-
cromeno-3-carboxilato (21): P.M.: 389, 35 g.mol'. So6lido laranja
opaco. Rend.: 71% (0.3010 g). RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm)
9.61 (s, 1H, OH), 9.38 (s, 1H, OH), 8.06 (s, 1H, OH), 7.48 (s, 2H, NH>),
6.39 (s, 2H), 6.07 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 5.97 (d, ] = 1.7 Hz, 1H), 4.82 (s,
1H), 3.64 (s, 6H), 3.57 (s, 3H). RMN !3C (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm)
169.2,162.1, 157.2, 155.4, 151.3, 147.8 (2C), 138.4, 134.2, 106.3, 105.3
(20), 99.1, 94.0, 78.2, 56.4 (2C), 50.8, 33.8.

Figura 21 - Molécula do derivado metil 2-amino-5,7-dihidroxi-4-(4-
hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-4 H-cromeno-3-carboxilato (21).

Metil 2-amino-5,7-dihidroxi-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-4 H-
cromeno-3-carboxilato (22): P.M.: 359,33 g.mol!. Solido bege escuro
opaco. Rend.: 54% (0.1938 g). RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm)
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9.57 (s, 1H, OH), 9.36 (s, IH, OH), 8.62 (s, IH,OH), 7.46 (s, 2H, NH,),
6.78 (d,J = 1.4 Hz, 1H), 6.58 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 6.43 (dd, ] = 8.1; 1.4
Hz, 1H), 6.05 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.94 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 4.80 (s, 1H),
3.67 (s, 3H), 3.56 (s, 3H). RMN 3C (75 MHz, DMSO-d) & (ppm)
169.2, 162.1, 157.1, 155.4, 151.2, 147.1, 144.8, 139.3, 119.5, 115.3,
112.4,106.5, 99.0, 94.0, 78.4, 55.9, 50.8, 33.4.

Figura 22 - Molécula do derivado metil 2-amino-5,7-dihidroxi-4-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-4 H-cromeno-3-carboxilato (22).

(2EAE)-methyl 2-cyano-5-phenylpenta-2,4-dienoate (15): P.M.:
213,23 g.mol!. Solido em forma de p6 amarelo clarissimo. Rend.: 89%
(0.1913 g). RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 8.05 (m, 1H), 7.61
(m, 2H), 7.42-7.44 (m, 3H), 7.31 (m, 1H), 7.29 (m, 1H), 3.91 (s, 3H).
BC NMR (75 MHz, DMSO-de) & (ppm) 162.8, 155.7, 149.1, 134.6,
131.2, 129.1(2C), 128.5(2C), 123.0, 114.5, 104.0, 53.1.

Figura 23 - Molécula do derivado (2E,4E)-metil 2-ciano-5-fenilpenta-
2,4-dienoate (15).
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4.3 ANALISES CROMATOGRAFICAS

4.3.1 Monitoramento Cromatografico por Cromatografia em
Camada Delgada

A CCD fui utilizada para acompanhar e monitorar o andamento
das reacles e determinar o final da reagdo. Foram utilizadas folhas
cromatograficas de silica gel 60 com indicador de fluorescéncia (F2s4)
em suporte de aluminio (SiliCycle®). Apos aplicagdo das manchas dos
produtos de partida e do produto da reagdo, as manchas foram
observadas sob luz visivel e luz UV, nos comprimentos de onda de 254
(extingdo) e 365 nm (fluorescéncia), e posteriormente foram revelados
com anisaldeido sulfurico.

A fase movel, composta por HEX:AcEtO 1:1 (v/v), favoreceu a
obtencdo de um sistema cromatografico que proporcionasse o melhor
perfil para observacdo de mancha de diferente Rf que os produtos de
partida utilizados.

Para o preparo da solucdo reveladora foram utilizados o
anisaldeido e o etanol (EtOH), o &cido acético glacial e o 4cido sulfurico
(H2S04). O revelador seguiu a seguinte ordem de reagdo: adicionar
85mL de EtOH, 10mL do acido acético glacial, SmL de H>SO4 ¢ mais
0,5mL de anisaldeido.

4.3.2 Anilise de Pureza por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia (CLUE)

Os compostos sintetisados foram submetidos a andlise de
pureza por CLUE e foram realizados em equipamento WATERS®
modelo Acquity UPLC, com injetor automatico e forno. Possui ainda o
detector de arranjo de fotodiodos (PDA) acoplado e hifenado ao detector
de espalhamento de luz evaporativo. Este equipamento ¢ vinculado ao
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFSC.

Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC, e antes de
sua utilizagdo, filtrados por membrana (0,22 um) e desgaseificados em
banho de ultrassom durante 15 minutos, sob pressdo reduzida. Os
produtos da reacdo foram preparadas utilizando em acetonitrila grau
HPLC e filtradas por membrana Millipore® (poro de 0,22 um).

Para as analises empregou-se uma coluna Acquity UPLC BEH
Cis (1,0 x 50 mm i.d., 1,7 um)(Waters) com temperatura de forno de
coluna a 40 °C (= 2 °C). A FM utilizada constituiu de gradiente
combinando a solu¢do aquosa acidificada com acido formico (99.9:0.1,
v/v)(A) e acetonitrila (B). As condigdes do gradiente aplicadas foram as
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seguintes: 0-2 min, gradiente da propor¢do de A:B (95:5, v/v), 2.1-10
min, gradiente até propor¢ao A:B (55:45, v/v) e assim permanece até o
minuto 14; 14.1-15 min, gradiente até proporcao A:B (5:95, v/v); 15.1-
20 min, retorno do gradiente até propor¢do inicial de A:B (95:5, v/v),
totalizando 20 minutos de analise a um fluxo constante de 0,30 mL.min
1. O volume de injegdo utilizado foi de 2 uL. (SANDJO et al., 2017).

Os cromatogramas foram adquiridos no comprimento de onda
de 240 nm, e por fim os dados foram analizados e integradas as areas
dos picos no cromatograma do compostoos em software
MassLynxV4.1ks. As éreas dos picos foram salvas e calculadas a
porcentagem respectiva de cada pico, sendo o primeiro pico
desconsiderado do cromatograma por ser considerado impureza do
solvente, em relacdo a somatoria total, obtendo-se assim o grau de
pureza da substancia (expressa em porcentagem).

4.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR ESTRUTURAL

Os derivados sintetizados que ao serem avaliados por CCD
apresentaram uma mancha distinta as manchas dos produtos de partida
foram submetidas a andlises espectroscopicas de Ressondncia Magnética
Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢do (EM),
para a elucidagdo estrutural e caracterizagdo das substancias.

Os experimentos espectroscopicos foram todos realizados na
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Florianopolis/SC.

4.4.1 Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN)

Os produtos das rea¢des foram submetidas a analises de RMN
de Hidrogénio (RMN 'H) e de Carbono (RMN '3C) e experimentos
bidimensionais (HSQC ¢ HMBC).

A obtencdo dos dados foi realizada no espectrometro Bruker
modelo Fourier 300 (300 MHz para 'H e 75 MHz para '*C) vinculado
ao Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFSC. Os solventes
utilizados para solubilizar as amostras para andlises foram a acetona
deuterada (acetona-dg), dimetilsilano deuterado (DMSO-ds), ambos com
tetrametilsilano (TMS) para calibragao.

Por consequencia, os sinais sdo expressos em ppm em relacido
ao TMS. Os dados adquiridos (FID) foram processados em software
TopSpin 3.1 (Bruker®).
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4.4.2 Espectrometria de Massas de Alta Resoluciao (EM)

Para a caracterizagdo utilizando a espectrometria de massa, dos
dados de LC/MS-MS foram obtidos utilizando um sistema
cromatografico com espectrometro de massa de alta resolucdo acoplado,
Xevo G2-XS QTOF (Quadripole - Time Of Fly) (Waters®), vinculada a
Central de Cromatografia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
da UFSC.

Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC, e antes de
sua utilizagdo, filtrados por membrana (0,22 um) e desgaseificados em
banho de ultrassom durante 15 minutos, sob pressdo reduzida. Os
produtos da reagdo foram preparadas utilizando em acetonitrila grau
HPLC e filtradas por membrana Millipore® (poro de 0,22 um).

As amostras foram solubilizadas em acetonitrila grau HPLC,
posteriormente filtradas por membrana Millipore® (poro de 0,22 pm). A
fonte de ionizagdo utilizada foi o electrospray (ESI), no modo positivo
com forga de colisdo de 3.5kV, e posteriormente Os dados foram salvos
e processados utilizando o software MassLynx v4.1(Waters®).

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA in vitro
4.5.1 Avaliacio das Atividades Leishmanicida e Tripanocida

A investigacdo in vitro das atividades leishmanicida e
tripanocida foi realizada em parceria com o Laboratério de
Protozoologia, vinculado ao Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia da UFSC, sob supervisdo do professor Dr.
Mario Steindel.

Para o teste em questdo, empregou-se linhagem celular THP-1
(ATCC TIB202) de macréfagos humanos cultivada em meio RPMI-
1640 sem vermelho de fenol (Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, MO, USA),
suplementado com 10% (v/v) de FBS (Life Technologies, USA),
tampdo HEPES a 12,5 mM, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100
pug/mL) e Glutamax® (2 mM), em incubagdo a 37 °C em atmosfera
umidificada com 5% de CO,.

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis
(MHOM/BR/77/LTB0016) utilizadas, expressando [-galactosidase,
foram cultivadas a 26 °C em meio Schneider’s insect medium (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) suplementados com 5% (v/v) de
SBF inativado por calor e 2% (v/v) de urina humana.
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Para a triagem leishmanicida contra formas amastigotas
intracelulares as células THP-1 (4,0x10* células/pogo) foram cultivadas
em placas de 96 pocos em meio RPMI-1640 e tratadas com 100 ng/mL
de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA)durante 72 horas a 37 °C em 5% de CO», para permitir
a diferenciacdo das células THP-1 em macréfagos que ndo se dividem
(SCHWENDE et al., 1996).

Apds quatro dias de cultivo a cultura de promastigotas ajustada
para 4,0x10° parasitos/mL foi lavada com solug¢do salina tamponada
com fosfato, pH 7,4 (PBS) e incubada em meio RPMI-1640
suplementado com 10% de soro humano AB" inativado por calor
durante uma hora a 34 °C para a opsonizagdo do parasito. As células
THP-1 foram incubadas com a solu¢do de promastigotas opsonizadas na
propor¢ao parasitos: célula de 10:1, durante quatro horas a 34 °C e 5%
de CO,. Apos este periodo os parasitas ndo aderentes foram removidos
por lavagem com PBS e as células infectadas foram incubadas com 180
pL de meio completamente suplementado de RPMI-1640 nas mesmas
condi¢des de opsonizacdo durante 24 horas, para permitir a
transformacao das promastigotas em amastigotas intracelulares.

Para avaliacdo tripanocida, as cepas de Trypanosoma cruzi, -
galactosidase, (Tulahuen) foram fornecidas pelo Laboratério de
Parasitologia Celular ¢ Molecular, Centro de Pesquisas René Rachou,
FIOCRUZ, Belo Horizonte. Tripomastigotas derivados de culturas
obtidas a partir de linhagem celular L929 infectadas foram usadas para
infectar células THP-1 diferenciadas (4,0x10* células/pogo) em
microplacas de 96 pocos, numa propor¢do de 3:1 parasito:célula, e
incubados durante a noite a 37 °C com 5% de CO,. O meio contendo
parasitos ndo internalizados foi removido e substituido por 180 uL de
meio fresco.

Os derivados foram solubilizados em DMSO e diluidos em PBS
nas concentragdes de 50 uM a 1,56 uM. As células infectadas foram
tratadas com 20 pL de cada amostra, em triplicata, seguido da incubagéo
durante 48 horas a 34 °C ou 37 °C e 5% de COs. Apos o tratamento, as
células foram cuidadosamente lavadas com PBS e incubadas durante 16
horas a 37 °C com 250 pL de clorofenol-vermelho-B-D-
galactopiranosideo (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) (CPRG) a
100 uM e Nonidet P-40 (Amresco Inc, Solon, Ohio, USA) (NP-40) a
0,1%. A densidade Optica foi determinada a 570 e¢ 630 nm em
espectrofotdometro  Tecan® modelo Infinite M200, Austria. A
concentracdo de cada amostra que reduziu a viabilidade do parasita em
50% foi comparado com o controle ndo tratado (ICso).
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A anfotericina B (Sigma-Aldrich) ¢ o benzinidazol (Sigma-
Aldrich) foram utilizados como controle positivo para as atividades
leishmanicida e tripanocida, respectivamente. DMSO 1% foi empregado
como controle negativo. A concentragdo da capacidade de inibi¢do de
50% (ICso) dos parasitas e da proliferagdo de células THP-1 (CCso)
foram utilizadas para expressar a atividade antiparasitaria e citotoxica,
respectivamente. O indice de seletividade (SI) das amostras foram
determinadas pela razdo de CCso/ICso.

4.5.2 Avaliacao da Atividade Citotéxica
4.5.2.1 Cultura de Células

As linhagens celulares testadas neste trabalho sdo linhagens de
células de leucemia linfoblastica aguda de origem humana CCRF-CEM
sensiveis, e sua linhagem multiresistente CEM/ADRS5000 (EFFERTH et
al., 2003) (GILLET et al., 2004) (KIMMIG et al., 1990).

4.5.2.2 Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio reducdo de Resazurina aplicado ¢ um método validado
e amplamente descrito em literatura. Este ensaio foi utilizado para
avaliar a citotoxicidade dos derivados sintetizados (KUETE et al., 2013)
(O'BRIEN et al., 2000).

4.5.2.3 Andlise do Ciclo Celular e Deteccdo de Células Apoptoticas por
Citometria de Fluxo Cultura de Células

Os compostos mais ativos e a doxorubicina ou DMSO (solvente
controle) foram utilizadas para tratar celulas CCRF-CEM (1x10°) em
varias concentragdes, por seguinte a analise do ciclo celular ocorreu 24
horas apos a incubagdo, técnica esta descrita em literatura. O marcador
nuclear fluorescente iodeto de propidio, utilizado para distinguir células
apoptdticas de células necroticas, pois permite a avaliagdo da
integridade da membrana celular, foi avaliado utilizando citdmetro de
fluxo BD Accury C6 (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) (KUETE
etal., 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DOS DERIVADOS DA [2,3-H]-CUMARINA,
GRAU DE PUREZA E CARACTERIZACAO

O primeiro passo foi a obtengdo do composto de partida, o
derivado cumarinico, via condensagdo de Pechmann do floroglucinol
com etilacetoacetato catalisada por um acido. Este composto foi um
intermedidrio que possibilitou a obtengdo dos derivados através de
metodologia publicada por Karami e colaboradores (KARAMI;
KHODABAKHSHI; ESKANDARI, 2012) (LEAO et al., 2011).

Para elucidacdo estrutural os compostos foram submetidos a
analises de RMN e para confirma¢do da massa molecular uma andlise
por espectrometria de massas em sistema LC-MS/MS — Q-TOF e
analise do grau de pureza.

5.1.1 Sintese da 5,7-dihidroxi-4-metilcumarina (3)

A reacdo de Pechmann foi reportada em 1883, e esta
condensacdo ¢ uma sintese para obtencdo de derivados cumarinicos
através da condensacdo de fendis e um B-cetoesteres na presenca de um
acido de Lewis. Os melhores reagentes sdo os mono-, di-, ou
trihidroxifenois que possuem grupos eletréon doadoras, neste etudo entdo
foi aplicada o floroglucinol, um trihidréxifenol. Os p-cetoesteres
utiizados foram aciclicos e o acido utilizado foi o 4cido polifosférico
[HO(PO,OH),H] (KURTI; CZAKO, 2005) (SETHNA; PHADKE,
1953).

Figura 24 - Esquema de sintese da cumarina através da condensacdo de

Pechmann.
OH OH
/@\ M Sy m
+ Free-solvent
—_— >
HO OH OFt HO 0”70

18h, 60 °C
floroglucinol etil acetoacetato A3)

O mecanismo de formagdo descrito em literatura se da
primeiramente pela formacdo do enol do o etilacetoacetato catalisada
por um acido, atacando a posi¢do beta do B-cetoester, esse enol formado
torna-se um aceptor de Michael, e assim permite a adi¢do na posigdo
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alfa da dupla ligagdo. Essa reagdo forma um conforméro mesomérico do
anel, que ¢ uma conformacdo menos estivel que o anel aromatico,
favorecendo assim o retorno a conformagdo aromatica. Uma
subsequente eliminacdo de agua induzida pelo meio acido permite uma
nova adicdo forma enol do [-cetoester. Por fim ocorre a
transesterificacdo através do ataque nucleofilico da hidroxilixa no
grupamento éster do cetoester. Este ataque resulta em uma eliminagéo
de alcool, neste caso o etanol, e para melhor compreengdo o mecanismo
estd representado na Figura 8 (BARRIS; ISRAELSTAM, 1930)
(KURTIL; CZAKO, 2005).

Figura 25 — Mecanismo de reagdo do derivado 5,7-dihidroxi-4-metilcumarina,
através da reacdo de Von Pechmann.
OH oH

@\ o o HO(PO,CH)NH o &
+ —_—————
solvente-frae, 60°C +
HO OH MOE‘ HO H OFt
H OH GH
f——————
1 &~ 0Et
HO o HO S HO ;
H
\H +

H

HO 5,7-dihydroxy-4-methyl-2H-chromen-2-one

O esqueleto cumarinico sintetizado é amplamente descrito ¢ a
reacdo foi realizada sem a necessidade da utilizagdo de solvente sob
aquecimento a temperatura de 90°C, e foi mantida sob agitacdo durante
18 horas. A pureza foi realizada através de analise de LC, ja descrito nos
métodos, e seu cromatograma demonstour que o método aplicado para
sintese resultou em um produto com pureza de 93,4%.
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Figura 26 - Cromatograma do derivado 3 por CLUE-PDA.
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Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.1.1.1 Caracterizacdo e Elucidag@o Estrutural por RMN

A nomenclatura utilizada nesta dissertagdo, segue as regras
gerais da IUPAC, utilizado também o sistema Hantzsh-Widman para os
heterociclos e o sistema de nomenclatura para anéis fundidos, e vai de
acordo com a publicacdo de von Pechmann. A numeragdo iniciou no
heteroatomo do anel pirano, representado na Figura 10, e assim seguiu-
se para todos os derivados a seguir apresentados nesta dissertacdao
(MCNAUGHT; SMITH, 1984) (SIMONIS; SCHUHMANN, 1917).

A analise de 'H RMN (Figura 27), iniciou pela identificagdo do
sinal do TMS, todos os valores de deslocamento sdo expressos em ppm
em relacdo ao TMS, sendo assim o TMS ¢€ o ponto “zero” dos espectros
e dos mapas de correlagdo, entenda este para todos os espectros
realizados. Por seguinte, foi realizada a identificagdo do sinal do
solvente utilizado, para o derivado cumarinico o presente estudo utilizou
como solvente a acetona deuterada. O sinal deste solvente, para
espectros de 'H RMN, se apresenta como um gquini com um
deslocamento de valor de 2.05ppm e o sinal de '3C RMN se apresenta
como um setupleto em & 28.9ppm. Todos os derivados foram analisados
em DMSO-dg.
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Figur

27 — Espectro de 'TH RMN (300Hz, TMS) para o composto 3.
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A andlise de '"H RMN (Figura 11), iniciou pela identificagdo do
sinal do TMS, todos os valores de deslocamento sdo expressos em ppm
em relagdo ao TMS, sendo assim o TMS ¢ o ponto “zero” dos espectros
e dos mapas de correlagdo, entenda este para todos os espectros
realizados. Por seguinte, foi realizada a identificacdo do sinal do
solvente utilizado, o presente estudo utilizou os solventes CD3COCD3,
onde para espectros de 'H RMN o sinal se apresenta como um quint
com um deslocamento do sinal tem valor de 2.05ppm ¢ o sinal de '*C
RMN setupleto em 6 28.9ppm, para a metilcumarina utilizada como
esqueleto. Todos os derivados foram analisados em DMSO-dg.

O espectro mostra quatro sinais, onde dois sinais de dupleto em
6,35 (1H, H-6) e 6,27 (1H, H-8) ppm, com J=2,3 Hz, sinais
caracteristicos de H de anel aromatico, onde os valores de J destes dois
hidrogénios sugerem ser substituintes do mesmo anel, acoplando entre
si, sendo o H 8 6.35 d em posi¢do meta em relagdo a 6 6,27 d (Figura
12). Os outros dois sinais observados também foram dois dupletos 5,83
(1H, H-3) ppm, indicativo de H de anel e/ou alceno com J=1,1 Hz e
2,56 (3H, H-9) ppm, com J=1,1 Hz indicando ser H de metil. E a
constante de acoplamento destes dois sugere ser substituinte do mesmo
sistema de anel, com uma interacdo alilica, 6 5,83 d e & 2,56 d (Figura
13).
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Figura 28 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, CD;COCD:;) para o esqueleto
da cumarina, o derivado 5,7-dihidroxi-4-metilcumarina ampliado entre 5.7ppm -
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Figura 29 — Espectro de 'H RMN (75Hz, TMS, CD;COCD;) para o esqueleto

da  cumarina, o derivadko 3  ampliado entre 2.8ppm -
5.6ppm.
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Evidenciou-se a presenca de um sistema de dois anéis com a
presenca de uma metila. Quando observado o espectro de RMN 13C,
observou-se 10 sinais, sendo os seus deslocamentos com valores de &
160,9; 159,9; 157,7; 157,1; 154,4; 109,6; 102,6; 99,0; 95,0; 23,0 ppm; o
que corresponde com a molécula sintetizada em questao.

Figura 30 — Espectro de *C RMN (75Hz, TMS, CD;COCD3) do derivado 3.
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Utilizando o mapa de correlagio HSQC (Figura 31) permitiu
identificar as correlagdes de 'J de todos os hidrogénios e carbonos
ligados. Foi possivel observar o CHs em 6 2,56/23,0, valor de carbono
este que caracteristico de carbono sp’, os trés CH & 5,83/109,6; &
6,27/95,0 ; 6 6,35/99,0. Assim permitindo identificar as posi¢des 3, 6, 8
e9.

Para a finalizagdo o mapa de correlagio HMBC (Figura 32)
permitiu identificar os C quaternarios. Foi possivel observar correlagdes
H-9 com carbonos C-4 (8 154,4ppm), C-3(5109,6), C-4a (5 102,6ppm).
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Figura 31 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, TMS,
CD;COCD:3) para o derivado 3.
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Figura 32 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz 3C, TMS,
CD;COCD:3) para o derivado 3.
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Quando analisamos no mapa de correlagdes HMBC quanto as
correlagdes do H-3, ha a correlagdo 'J confirmando estar ligado ao C-3,
ainda ¢é possivel observar correlagdes com os C-9 e C-4, e confirmou o
C-4a (5102,6ppm). Por conseguinte, observa-se uma correlagdo com o
sinal do carbono C-2 (& 160,9ppm), caracteristico de esterciclico. As
correlagdes de H-8 com carbonos C-6 (6 99,0ppm), C-7 (6 157,1 ppm),
e C-8a (8 159.9ppm); e ainda o H-6 correlacionando com o C-4a, C-5 (8
157, 7ppm); permitindo assim caracterizar o composto como sendo a
metilcumarina sintetizada esperada, tendo os valores todos expostos na
tabela 1 e comparados com a literatura dos autores Qian e Suo de 2005.

Tabela 1 — Dados de 'H RMN e C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, CD;COCD:)
para o composto 3, e dados comparativos da literatura.

3 (QIAN & SUQ; 2005)
Posicio 8'H 3 3'H "
mult .(J Hz) 3 1C mult .(J Hz) 3 1C
1 _ N R _
2 - 160,9 - -
3 5,83d(1.1) 109,6 583 s -
4 - 154,4 - -
5 - 157,7 9,57 s -
6 6,35d(2.3) 99,0 6,36 d (2,4) -
7 - 157,1 9,57 s -
8 6,27 d (2.3) 95,0 6,27 d (1.6) -
9 2,56 s- 25,3 2,63 s -
4a - 102,6 - -
8a - 159,9 - -
1
(300 MHz 'H, (400 MHz 'H,

75 MHz 13C,
acetona-d6)

Os sinais de RMN do H-5 e do H-7 ndo foram possiveis de
serem observados, diferente do apontado na literatura. Os H em questdo
sdo os pertencentes as hidroxilas nestas posigdes. A explicagdo pode ser
uma baixa concentracdo do composto na amostra utilizada, ou a
diferenca da poténcia dos equipamentos.

acetona-d6)

5.1.1.2 Caracterizacdo por Espectrometria de Massas de Alta Resolucao

Na analise de confirmagdo de massa molecular foi utilizada a
massa de alta resolucdo . O espectro (Figura 34) apresentou um pico
com relagdo massa carga (m/z) de 193.0507, o qual corresponde a
formula [C10HsO4+H]", onde a massa molecular tedrica calculada ¢ de
m/z 193.0501.



Figura 34 — Espectro de massas de alta resolu¢do ESI-Q-TOF (modo positivo) para o composto 3. Eixo Y: intensidade (%); Eixo
X: relagdo carga/massa (m/z).
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5.1.2 Sintese da 8-amino-10-(4-clorofenil)-5-hidroxi-4-metil-2-oxo-
2,10-dihidropirano[2,3-f|cromeno-9-carbonitrila (4)

Apds a obtencdo do esqueleto metilcumarina, os derivados
piranocumarinicos foram obtidos através da estratégia da reagdo de
multicomponentes. Esta estratégia consistiu em, um Unico sistema,
misturar o derivado cumarinico, mais a malononitrila, ou o
metilcianoacetato, ¢ mais o benzaldeido, todos na presenga do
catalisador KoCO3 (KARAMI; KHODABAKHSHI; ESKANDARI,
2012).

Figura 35 - Esquema de reagdo dos derivados com esqueleto cumarinico e
fung@o amino na posicao 9.

K,CO;
(10 mol%)
McOH (10mL)
refluxo, 2h
2
,CO; (10 mol%), MeOH (10 mL)

refluxo, 2 h

Figura 36 - Esquema de reagdo dos derivados com esqueleto cumarinico e
fung@o éster na posigdo 9.
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A proposta de mecanismo de formacgdo (Figura 18) envolve
primeiramente a formagdo do condensado de Knoevenagel. Este produto
se forma através do resultado da condensagdo do benzaldeido com a
malononitrila ou metilcianoacetato. O subproduto em questdo é um
aceptor de Michael, por consequéncia o0 proximo passo proposto é a
ocoréncia de uma adi¢do de Michael na dihidroxicumarina com o
produto da condensagdo. A etapa final proposta ocorre logo depois, que
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¢ a ciclizagdo, formando assim os derivados pirano[2,3-f]cumarinicos
(KARAMI; KHODABAKHSHI; ESKANDARI, 2012).

Figura 37 — Proposta de mecanismo de formagéo para a obtencdo dos derivados
de piranocumarinas.

o
5o K
O\
K>CO3 (10 mol% H &
mol
N///\R1 . 2C0s ( 6) //%Fﬁ — //\R1
MeOH, refluxo N N7 o
Ry Ry 60°C b
Ry
(0]
0 C
o Ry Ry

Ry R R4

CONDENSADO

KNOVENEGEL

Ry =CN, CO,Me

A reagdo de Knoevenagel é amplamente empregada na sintese
de cumarinas e seus derivados, que sdo importantes matérias-primas
para a producdo de cosméticos, perfumes e compostos com outras
aplica¢des farmacéuticas. Na condensa¢do de Knoevenagel os aldeidos
reagem com compostos que possuem ligacdo C-H 4cida e se condensam,
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neste estudo foram utilizados a malononitrila e o metilcianoacetato,
reagentes onde o metileno € vizinho a um ou mais grupos, CN e COOR.

Logo, compostos pB-cetodcidos e B-cianoésteres sdo metilénicos
ativos, substincias que apresentam ligagdo C-H acida. O KyCOs,
confere ao meio um carater basico, isto favorece a desprotonagdo do
metileno ativo; seguido da adi¢do do i6n do C ao composto carbonilico,
com uma eliminagdo de dgua a partir do intermediario aldélico. Por esta
razdo essa ¢ uma reagdo pertencente a classe geral das condensacdes
aldolicas catalisadas por bases (MARCH, 1992) (KURTI; CZAKO,
2005).

O solvente selecionado também favorece a condensagao,
estudos reportaram que a utilizagdo de solventes proticos como etanol,
metanol, e principalmente dgua, aceleraram a velocidade da reagdo do
que quando utilizou-se solventes como tolueno ou tetracloreto de
carbono, este efeito s6 pode ser explicado pela solvatagdo alta dos
reagentes e catalizador (KURTI; CZAKO, 2005).

O produto da condensacdo ¢ um aceptor de Michael devido a
sua nitrila a,B-insaturada anexa ao anel aromatico e favorece a adi¢do
desse nucledfilo ao C-8, carbono este na posicdo B da carbonila
insaturada, da cumarina sintetizada. Apds o tautomerismo da forma enol
menos estavel para a forma ceto mais estavel, ocorre a ciclizagdo através
da captura do H no ponto da adi¢do favorecendo a formagdo do enol
menos estavel novamente e este elétron livre do O interage com CN
ocorrendo assim a ciclizagio (KURTI; CZAKO, 2005).

Para o derivado (4) o benzaldeido utilizado foi o 4-
clorobenzaldeido, o tempo de reacdo foi de 20 minutos e o grau de
pureza do composto foi de 97.1% via LC-MS.
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Figura 38 - Cromatograma do derivado 4 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.1.2.1 Caracterizagdo Estrutural por RMN

Iniciando a analise de 'H RMN (Figura 39) os sinais da
cumarina utilizada como esqueleto foram observados, um singleto
integrando para 1H com deslocamento de 6 6,49ppm (H-6),
caracteristico de C aromatico. Outros sinais caracteristicos também
foram observados como o d & 6,09ppm com J=1.1Hz, indicando ser um
H de olefina de anel com acoplamento alilico, correspondente ao H-3 do
anel pirano e o s/ com deslocamento em 2,60ppm; indicativo de C sp?,
integrando pra 3 hidrogénios (H-11).

Para determinar com clareza o esqueleto metilcumarina foi
possivel observar no mapa de correlagdo HSQC foi possivel observar as
corelagdes J, o carbono sp® (C-11) aos 3H com deslocamento em §
24,5ppm, foi também observado o H-6 correlacionando com C §
99,1ppm, caracteristico de carbono aromatico (C-6) e por fim, para a
caracterizagdo do esqueleto a correlagdo do H-3 (6 6,09ppm), com o
carbono de deslocamento & 112.1ppm (C-3).
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Figura 39 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-dg) para o derivado 4.
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Figura 40 — Espectro de *C RMN (75Hz, TMS, DMSO-ds) o derivado 4.
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Figura 41 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 4,
amphado entre 7.5 ppm - 6.0 ppm.
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Figura 42 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, TMS,
DMSO-dg) para o derivado 4.
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Os sinais mais desblindados no espectro foram dois sinais de d
com deslocamento em & 7.34 ¢ § 7.15 ppm. Os dois sinais integram pra
dois H e constante de acoplamento de valor 8.4Hz, valor de constante de
acoplamento em orfo caracteristicos de H de anel aromatico para-
substituido ligado ao sistema piranocumarinico. Na sequéncia foram
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correlacionados os C aos quais estes hidrogénios estdo ligados através
do mapa de correlagdes HSQC. Este apresentou as correlagdes dos 4H
aromaticos, os 2 hidrogénios em & 7.34 ppm correlacionam com os C
com valor de deslocamento 6 128,9ppm (2C), sendo estes os C-2°,C-6.
O mesmo mapa permitiu identificar também os 2H em & 7.15 ppm
correlacionando com os carbonos 6128,9 ppm (2C)..

No espectro de 'H RMN foram observados mais dois singletos,
um ressonando em 6 7,08ppm e integrando para dois H e o sinal em o
4,63ppm, o primeiro sinal ndo foi possivel ver a correlagdo dele com o
13C, o que indica que eles estejam ligados a um heteroatomo e ndo a
carbono e estes entdo s6 podem ser os H do NH» na posi¢do C-8. J4 para
o outro s o mapa de correlagdo HSQC permitiu observar a correlagao
com o C com valor de deslocamento em o 36,3ppm, atribuido ao
carbono de metino, e o valor de deslocamento pode ser explicado devido
ao efeito de protecdo do cone do substituinte aril, e/ou a tripla ligagdo
CN ligada ao C-9. Logicamente que a confirmacdo foi possivel devido
ao mapa de correlacio HMBC, que ¢ um mapa de correlagdo da
interagdo spin-spin a longa distancia de atomos de carbono e hidrogénio.

Figura 43 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, TMS,
DMSO-ds) para o derivado 4.
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O sinal 4,63 6 é um sinal caracteristico desta séric de
compostos, mas primeiramente objetivou-se caracterizar ainda mais o
sistema cumarina, assim analisando as correlagdes do H-11 € possivel
observar a correlagio ’J com C em 24,5 ppm; logo apds é possivel
observar corelagdes com o 112,1ppm (C-3), confirmando a posigdo do
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C-11 ligado ao C-4 auxiliado pela correlagdo observada com o C §
102,5ppm (C-4a) e o C 8 153,9, indicativo de carbono olefinico de anel,
o C-4. Ainda das correlagdes do H-3, & possivel ver uma fraca
correlacdo com o sinal & 159,9ppm indicando uma carbonila de éster
confirmando como sendo o C-2. Estes deslocamentos, quando
comparados com os dados do produto de partida utilizado como
esqueleto sdo muito semelhantes.

Observando o mapa de correlagdes quanto ao H-6, ¢ possivel
observar a sua correlagio em J, confimando o carbono indicado no
HSQC, correlacionando com o C-4a, e também com o C $108.7 (C-
10a), carbono este também indicando a metilcumarina presente na
molecula, este ultimo sinal também tem correlacdo com o H-10. O sinal
principal, mais tarde identificado como sinal diagnéstico, foi o H-10,
pois este hidrogenio deve correlacionar tanto com o esqueleto
piranocumarina, quando ao anexo aril. O hidrogénio em questdo teve
deslocamento de & 4,63ppm e o ’J foi confirmado por HMBC, a
correlagdo com o C-2’ e/ou C-6’ foi observado, assim como a correlagao
com C-10a. Ainda foi possivel confirmar a posi¢do CN em C-9, sendo
observada a correlagdo com o C com deslocamento quimico em 57,6
ppm, correlacdo esta também observada nos 2 hidrogénios ligados ao N.
Os hidrogénios do NH> tem uma correlagdo fraca com C-8 (6160,1
ppm).

As demais atribui¢es foram realizadas atribuindo os sinais de
C de acordo com a correlagdes observadas. Quanto ao anexo aril os
sinais de H-2’ ou H-6’tem uma correlagdo forte em 3/ com o carbono
com deslocamento em C-4’ (3144,7ppm), ligado ao halogénio cloro.
Tanto estes H quanto aos H-3’ou H-4’ tem correlagdo observada com o
carbono 6 131,6 ppm, e este C também tem correlagdo com o sinal
diagnostico, sendo entdo caracterizado pelo C-1".

O C com deslocamento em C-6a (& 158,0 ppm), caracteristico
de carbonila com dupla ligagdo ou anel aromatico, possui correlacido
com o H-6 € um *J com o H-10. O carbono com valor de deslocamento
de C-12 (6 120,4 ppm) tem correlagdo forte apenas com o sinal
diagndstico, o que caracteriza como C da tripla ligagdo com o
nitrogénio, ¢ o C-5 foi caracterizado como sendo o C com deslocamento
de 6 155,0 ppm, pois este é correlacionado apenas com o H-6 ¢ o C com
valor & 148,0 ppm o C-10b, comprovando um carbono ligado a
heteroatomo eletronegativo em anel.
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Tabela 2 — Dados de '"H RMN e *C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-d¢) para
0 o derivado 4 e comparagdo com literatura.

(KARAMI, B.,
DERIVADO 4 KHODABAKHSHL S.,
Posicdo ESKANDARI K.; 2012)
5'H N 5 'H R
mult .(J Hz) 3 1C mult .(J Hz) 3 °C
1 - - R -
2 - 159,9 - 159,8
3 6,09d(1.1) 112,1 6,08 s 112,0
4 - 153,9 - 153,7
5 155,0 - 154,9
6 6,49 s 99,1 6,51 s 99,0
7 - - - -
8 - 160,1 - 160,0
9 - 57,5 - 57,5
10 4,63 s 36,3 4,66- 36,3
11 2,60 sl 24,5 2,62 s 24,5
12 - 120,5 - 120,4
4a - 102,5 - 102,4
6a - 158,0 - 157,9
10a 108,5 - 108,4
10b 148,0 - 147,9
1 131,6 - 131,6
2’ 7,15d (8,4) 129,5 7,18 d (8,4) 1294
3 7,34 d (8,4) 128,9 7,35d(8,4) 128,8
4 - 144,7 - 144.,6
5’ 7,34 d (8,4) 128,9 7,35d(8,4) 128.8
6’ 7,15d (8,4) 129,5 7,18 d (8,4) 1294
NH, 7,08 s - 7,06 s -
(300 MHz 'H, (400 MHz 'H,
75 MHz °C, 100 MHz 3C,
DMSO-dy) DMSO-ds)

Este composto ja foi sintetizado e reportado por Karami e
colaboradores, ¢ como podemos observar, os dados confirmam o
sucesso da reagdo em sintetizar o composto em questdo. Para os demais
compostos desta série de aril piranocumarinas foi utilizado a mesma
técnica, e os dados correlacionados foram elucidados como apresentado
neste composto.

5.1.2.2 Caracterizacdo por Espectrometria de Massas de Alta Resolugéo

Para confirmagdo da massa molecular, o composto foi
submetido a uma analise por espectrometria de massas em sistema LC-
MS/Q-TOF. O espectrograma (Figura 27) reportou dois picoscom uma
relacdo isotropica 3:1 caracteristico do atomo de Cl. O maior pico
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apresentou um valor de relagdo massa carga (m/z) de 381.0639,
[C20H13N204°CI+H]", que teve massa tedrica calculada em m/z
381.0642. O segundo pico apresentou valor de m/z 383.0627 o qual
corresponde a massa do ion de formula [CaoH13N204’CI+H]" com
valor teorico calculado em m/z 383.0608.

O espectro ¢ caracteristico do isétopo do elemento Cloro-35 e
Cloro 37, a diferenca da intensidade dos picos ¢ explicada pela
abundancia destes isotopos na natureza, que é de 75,77% e 24,23%
respectivamente.



Figura 44 — Espectro de massas de alta resolugdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 4. Eixo Y: intensidade (%); Eixo X:

relagdo carga/massa (m/z).
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5.1.3 Sintese da 8-amino-10-(4-bromofenil)-5-hidroxi-4-metil-2-oxo-
2,10-dihidropirano[2,3-f|cromeno-9-carbonitrila (5)

Para este composto o benzaldeido utilizado foi o 4-
bromobenzaldeido, o tempo de reagdo foi de 30 minutos. A reagdo
resultou em um precipitado com uma pureza de 98,2% (Figura 45).

Figura 45 - Cromatograma da derivado 5 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.1.3.1 Caracterizacdo Estrutural por RMN

Como ja apresentado na elucidacdo estrutural por RMN do
composto anterior, foi realizada a identificagdo dos sinais do TMS e do
solvente utilizado, DMSO-ds, no espectro de 'H RMN do derivado 5. Os
valores de deslocamento obtidos foram: um s em 6 6,49 integrando pra
IH, um d em & 6,09 com constante de acoplamento de 0.90Hz
integrando pra 1H, um singleto com valor de deslocamento em &
4,62ppm integrando pra 1H e um s integrando pra 3H com delocamento
em o 2,60ppm. Estes sinais sdo idénticos aos do derivado 4
caracterizando a metilcumarina presente no derivado.
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Figura 46 — Espectro de '"H RMN (300Hz, TMS, DMSO-dy) para o derivado 5.
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Os sinais com valores de deslocamento em 6 7,47ppm e 6 7,10
sdo dois dupletos com valores de .J iguais a 8,4Hz e ambos integram pra
2H, sinais caracteristicos de hidrogénios de anel aromdtico com
substituicdo para, o que comprova a presenga do anexo aril a molécula.
Comparado ao derivado 4 houve uma leve alteracdo nos valores de
deslocamento, devido ao halogénio na posi¢do para ter sido modificado
do Cl para o Br alterando as caracteristicas de blindagem dos protons
em questdo. O valor de & 7,08 integrando pra 2H confirma a fungdo
amino também presente.

A correlagdo dos sinais entdo foi sendo confirmada por
correlagdo. Para dar maior suporte a esta caracterizagdo foi realizada a
correlagdo dos carbonos por meio da analise do espectro de '*C RMN
(75Hz, TMS, DMSO-d6) e o mapa de correlagdo HSQC.
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Figura 47 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-d;) para o derivado 5,
ampliado entre 7.6 - 6.0 ppm.

B no o 33
e e 3 egrs
L L | 1Y
I=0%Hz
I=84Hz

5]
-3
s
L)
W
3
(%]

T T T
7.5 T.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.3 6.8 6.7 6.6 6.

¥ Wy

Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Tabela 3 — Dados de 'H RMN e (300Hz, TMS, DMSO-de) para o o derivado 5.

DERIVADO 5§ DERIVADO 4
Posi¢iio 8 'H mult. d'H mult .
(ppm) (J Hz) (ppm) (J Hz)
3 6,09 d(0,9) 6,09 d(,1)
6 6,49 s 6,49 K
10 4,62 s 4,63 K
11 2,60 s 2,60 sl
> 7,10 d(84) 7,15 d(8.4)
3 747 d(8.4) 734 d(8.4)
5 7,47 d(8.4) 7,34 d(8.4)
3 7,10 d(8.4) 7,15 d(8.4)
NH, 7,08 s 7,08 K
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz 13C, 75 MHz 3C,

DMSO-dy) DMSO-dy)
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Figura 48 — Espectro de '*C RMN (75Hz, TMS, DMSO-de) o derivado 5.
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O sinal 6 4,63 ppm no composto 4 foi identificado como sinal
diagnostigo para conferir a presenca do anel aril ligado ao esqueleto da
piranocumarina sintetizada, entdo foram identificados estes pontos no
espectro de HMBC. A substituicdo do halogenado na posi¢ao 4’ provou-
se por alteracdes nos valores de deslocamento dos carbonos do anel
aromatico anexo na posi¢do C-10. O valor de maior alteragao foi o C-1’
onde o valor de deslocamento foi de & 119,6, mas sua posi¢do foi
confirmada pelo mapa de correlacio HMBC.



Figura 49 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, TMS, DMSO-dy) para o derivado 5.
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Figura 50 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz '*C, TMS, DMSO-d;) para o derivado 5, ampliado na regido de
8.1 ppm - 3.5 ppm para 'H RMN.
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Tabela 4 — Dados de 'H RMN e 3C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-ds) para o o
derivado 5, e comparac@o com derivado 4.

DERIVADO § DERIVADO 4
Posiciio 5'H - 'H -
mult .(J Hz) arc mult .(J Hz) 3vC
1 R - - R
2 - 1594 - 159,9
3 6,09 d (0.9) 111,6 6,09d(1.1) 112,1
4 - 1534 - 153,9
5 154,5 155,0
6 6,49 s 98,6 6,49 s 99,1
7 - . - -
8 - 159,6 - 160,1
9 - 56,9 - 57,5
10 4,62 s 35,9 4,63 s 36,3
11 2,60 s 24,1 2,60 s/ 24,5
12 - 120,0 - 120,5
4a - 102,0 - 102,5
6a - 157,5 - 158,0
10a 108,0 108,5
10b 147,6 148,0
1 119,7 131,6
2’ 7,10d (8,4) 1314 7,15d (8,4) 129,5
3 7,47 d (8,4) 129,4 7,34 d (8,4) 128,9
4 _ 144.6 - 144,7
5 7,47 d (8,4) 1294 7,34 d (8,4) 128,9
6’ 7,10d (8,4) 131,4 7,15d (8,4) 129,5
NH, 7,08 s - 7,08 s -
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz 13C, 75 MHz 3C,
DMSO-ds) DMSO-ds)

5.1.3.2 Caracterizagdo por Espectometria de Massas de Alta Resolugao

Para confirmacdo da massa molecular o composto foi
submetido a uma analise por espectrometria de massas em sistema LC-
MS/Q-TOF. O espectro reportou dois picos de padrao isotopico 1:1, de
praticamente mesma intensidade, caracteristico do atomo de Br, com
valores de relacio massa carga (m/z) de  425,0123
([C20H13N2047°Br+H]"), o valor teorico calculado para m/z 425.0137; ¢
outro com m/z 427,0131 ([C20H13N048'Br+H]"), com valor tedrico
calculado para m/z 427,0111).

Os picos correspondem a massa do ion de formula
Co0H14N204Br, os valores de m/z representam o padrdo isotopico do
Br e o #'Bromo, ¢ a intensidade dos picos do espectro é explicada pela



abundancia destes isotopos na natureza que € de aproximadamente 50% entre os is6topos.

Figura 51 — Espectro de massas de alta resolugdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 5. Eixo Y: intensidade (%); Eixo
X: relagdo carga/massa (m/z).
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5.1.4 Sintese da 8-amino-5-hidroxi-4-metil-10-(4-nitrofenil)-2-oxo-
2,10-dihidropirano[2,3-f|cromeno-9-carbonitrila (6)

O benzaldeido utilizado para este composto foi o 4-
nitrobenzaldeido, e a primeira avaliagdo foi o tempo de reagdo que foi
de 25 minutos. A reacdo resultou em um precipitado em forma de pod
com uma pureza de 98,7% (Figura 52).

Figura 52 - Cromatograma da derivado 6 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.1.4.1 Caracterizacdo Estrutural por RMN

A elucidagdo estrutural do derivado 6 seguiu a forma
apresentada neste estudo. As alteragdes foram confirmadas através dos
mapas de correlagdo HSQC e/ou HMBC. O derivado em questdo ja foi
sintetizado e reportado por Karami e colaboradores no ano de 2017
(FARAHI et al., 2017).

A Tnica diferenca observada, entre o derivado 4 e este, esta no
anel aril que mostra no espectro 'H RMN e ’C RMN dois
deslocamentos mais desblindados. Fram observados, 2 dupletos com
valores de C-3° e C-5° (6 8,15ppm/124,2); C-2° e C-6" (6
7,42ppm/128,9), ambos integrando pra 2H e com valor de constante de
acoplamento de 8,5Hz.
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Figura 53 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 6.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Figura 54 — Espectro de *C RMN (75Hz, TMS, DMSO-ds) o derivado 6.
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Uma vez os sinais do composto 6 identificados, os dados foram
compilados em tabela. Como mencionado anteriormente, este derivado
ja foi reportado em literatura, entao fez-se o comparativo com o
derivado 5 e com os dados de literatura.
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Tabela 5 — Dados de 'H RMN e 3C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-ds) para o o
derivado 6 e comparagdo com derivado 5 e literatura.

DERIVADO 6 DERIVADO 5§ KARAMI 2017
Posicio 5'H - 8'H " 3'H “
mult .(J Hz) 3vC mult .(J Hz) arc mult .(J Hz) 31C
1 - - R B B R
2 - 160,2 - 159,9 - 160,2
3 6,02 sl 111,1 6,09d(1.1) 112,1 6,125 112,1
4 - 153,9 - 153,9 - 153,7
5 1554 155,0 155,1
6 6,40 s 99,2 6,49 s 99,1 6,51s 99,1
7 . - - . - -
8 - 160,0 - 160,1 - 159,7
9 - 56,7 - 57,5 - 56,6
10 479 s 36,8 4,63 s 36,3 482 s 36,8
11 2,60 s/ 24,5 2,60 s/ 24,5 2,63 sl 24,4
12 - 120,3 - 120,5 - 120,1
4a - 101,4 - 102,5 - 102,4
6a - - - 158,0 - 157,9
10a 107,9 108,5 107,5
10b 148,0 148,0 147,9
I 146,6 131,6 146,7
2’ 7,42 d (8,5) 128,9 7,15d (8,4) 129,5 7,44d(8,4) 128,9
3 8,15d(8,5) 1242 7,34 d (8,4) 128,9 8,184 (8,0) 124,2
4 - 1534 - 1447 - 153,1
5 8,15d(8,5) 1242 7,34 d (8,4) 1289 8,184 (8,0) 124,2
6’ 7,42 d (8.,5) 128,9 7,15d (8,4) 129,5 7,44d(8,4) 128,9
NH, 7,08 s - 7,08 s - 717 s -
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H, (400 MHz 'H,
75 MHz °C, 75 MHz *C, 100 MHz 3C,
DMSO-ds) DMSO-dy) DMSO-ds)

5.1.4.2 Caracterizacdo por Espectrometria de Massas de Alta Resolucao

Para confimar o composto,

foi

realizada a analise de

confirmagdo de massa molecular, onde o espectro (Figura 55)
apresentou um pico com relagdo massa carga (m/z) de 392,0894 que
corresponde a massa do produto de reagdo mais uma molécula de
hidrogénio [C20H13N306tH]*, com valor tedrico de massa calculada
392,0883.



Figura 55 — Espectro de massas de alta resolugdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 6. Eixo Y: intensidade (%); Eixo X:
relag@o carga/massa (m/z).
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5.1.5 Sintese da 8-amino-10-(3,4-dimetoxifenil)-5-hidroxi-4-metil-2-
0x0-2,10-dihidropirano[2,3-flcromeno-9-carbonitrila (7)

Para a obtengao do derivado em questdo o benzaldeido utilizado
foi o 3,4-dimetoxibenzaldeido, o tempo de reagdo foi de 40 minutos. Foi
obtido através desta reacdo um produto com uma pureza de 98,6%.

Figura 56 - Cromatograma da derivado 7 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.1.5.1 Caracterizagdo por RMN

Observando o espectro de '"H RMN do referente composto, foi
possivel observar os sinais caracteristicos da pirnocumarina. Para a
caracterizacdo do sistema aromatico, o substituinte no C-10, foram
observados sinais caracteristicos de um sistema ABX, sistema de anel
aromatico com substituintes em meta, na regido dos H aromaticos.
Apesar de uma leve sobreposi¢do de sinais, 0 espectro apresentou um d
com deslocamento em & 6,84ppm, com integragdo de 1H e com
J=1,8Hz, sugerindo um acoplamento em meta com 1 hidrogénio. Apds
esse sinal foi observado o d em 6 6,83ppm integrando pra 1H com valor
de acoplamento de 8,4Hz, sugerindo um acoplamento em orto e por fim
foi observao um dd de 1 hidrogénio em 6 6,59ppm com duas contantes
de acoplamento, uma em 8,4Hz e 1,8Hz, sujerindo que este H esta
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acoplando seu sinal com outros dois H, um na posi¢do orto e outro na
posicao meta a sua posicao

Figura 57 — Espectro de '"H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 7.
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Figura 58 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-dg) para o derivado 7
ampliado na area entre 7,00-6,45ppm.
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Assim foram carcterizados estes sinais aos H do anel aromatico
em C-10, que ¢ a unica diferenca nesta molécula sintetizada.

[T W = ) L= I R
------------- - Ho® 2] wr
e ] R = =] - -
PR i il HAA o® [ @ o
AAAAAAAA A A AAA A& W ] 2]
T T T T T T T T T T T T T T
180 Lze Lao Lz0 Lz LLe Loo B z0 7o &0 zo ae 0 ppm

Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Tabela 6 — Dados de '"H RMN e *C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-ds) para o
derivado 7 e comparag@o com derivado 4.

DERIVADO 7 DERIVADO 4

Posigdo 6'H - 3 'H "
mult .(J Hz) 8 °C mult .(J Hz) 8 °C

1 - - - -
2 - 161,8 - 159,9
3 5,89 s/ 110.1 6,09d(1.1) 112,1
4 - 154,0 - 153,9
5 - 155,2 155,0
6 6,29 s 99,2 6,49 s 99,1

7 - - - -
8 - 160,6 - 160,1
9 - 58,1 - 57,5
10 4,58 s 36,2 4,63 s 36,3
11 2,56s 24,5 2,60 s/ 24,5
12 - 121,0 - 120,5
4a - 100,5 - 102,5
6a - 160,3 - 158,0
10a - - - 108,5
10b - 148,8 - 148,0
1 - 138,6 - 131,6
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2 6,60dd (84;1,8) 1124 7,15d(84) 129,
3 6,83 d (8.4) 1192 734d(84) 1289
t - 147,9 - 1447
5 . 1480  734d(84) 1289
5 6,85d(1,8) 111,8  715d(84) 1295
7 3,595 56,0 - )
8 3,595 55,9 . -

NH; 6,925 ; 7,08 s -

(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz 1°C, 75 MHz 1°C,
DMSO-ds) DMSO-ds)

5.1.5.2 Caracterizacdo por Espectrometria de Massas de Alta Resolucao

O espectro reportou um pico intenso com valor de relagdo
massa carga (m/z) de 407,1254, que ¢é atribuido ao valor do i6n da
molécula sintetizada [C2.Hi1sN2Os+H]*, onde o valor tedrico calculado
foi de 407,1243, confirmando assim a massa do produto da rea¢do como

sendo o composto 7.



Figura 60 — Espectro de massas de alta resolu¢do ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 7. Eixo Y: intensidade (%); Eixo
X: relagdo carga/massa (m/z).
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5.1.6 Sintese da  8-amino-5-hidroxi-4-metil-2-0x0-10-(3,4,5-
trimetoxifenil)-2,10-dihidropirano|2,3-f]cromeno-9-carbonitrila

®

Empregando o 3,4,5-metoxibenzaldeido como reagente, o
tempo de reagdo foi de 40 minutos e resultou em um produto reacional
com uma pureza de 98,7%.

Figura 61 - Cromatograma da derivado 8 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.1.6.1 Caracterizacdo Estrutural por RMN

O espectro de '"H NMR em 300 MHz (Figura 49) utilizando
como solvente 0 DMSO-dg, apresentou no espectro sinais caracteristicos
ja representados até a presente dissertagdo. Os sinais diferentes sdo os
com deslocamento de & 3,68ppm e & 3,60pmm, dois s com valor de
integracdo de 6H e 3H respectivamente, sdo carbonos caracteristicos de
metoxilas. Como o substituinte aril em C-10 é um anel de 6 membros
trisubstituido, nas posi¢des 3°, 4°, 5°, com 3 metoxilas. Os hidrogénios
com valor de deslocamento 63,68ppm estdo divididos igualmente nas
posi¢des 7°, 9’; e o outro singleto estd na posicdo 8’. O s com
deslocamento de 6 6,46ppm integrando pra 2 hidrogénios ¢ indicativo de
H presentes no sistema aromatico, sendo os dois identificados sendo
ligaos aos C-2’ e C-6’, pois tem o mesmo valor de deslocamento
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Figura 62 — Espectro de '"H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 8.
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053
0.523
-
0.873

0og

-
|
el of

Figura 63 — Espectro de *C RMN (75Hz, TMS, DMSO-dg) para o derivado 8.
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Tabela 7 — Dados de '"H RMN e 3C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-ds) para o
derivado 8 e comparagdo com derivado 7.

DERIVADO 8 DERIVADO 7
Posiciio 5'H - 8'H -
mult .(J Hz) 3 1C mult .(J Hz) 3 1C
1 - R - N
2 - 160,7 - 161,8
3 5,96 sl 1104 5,89 s/ 110.1
4 - 153,1 - 154,0
5 - 154,0 - 1552
6 6,41s 99,2 6,29 s 99,2
7 - - . -
8 - 160,2 - 160,6
9 - 57,0 - 58,1
10 4,63 s 36,7 4,58 s 36,2
11 2,58 s 24,5 2,56 s 24,5
12 - 120,8 - 121,0
4a - 104,7 - 100,5
6a - 1552 - 160,3
10a - 109,5 - -
10b - 148,1 - 148.,8
1 - 154,0 - 138,6
2’ 6,47 s 104,7 6,60dd (8,4;1,8) 1124
3 - 136,6 6,83 d (8,4) 119,2
4 - 141,5 - 1479
5 - 136,7 - 148,0
6’ 6,47 s 104,7 6,85 d (1,8) 111,8
7 3,68 s 56,3 3,59 s 56,0
8 3,60 s 60,4 3,59 55,9
9’ 3,68 s 56,3 - -
NH, 6,99 s - 6,92 s -
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz 3C, 75 MHz *C,
DMSO-dg) DMSO-dg)

5.1.6.2 Caracterizagdo por Espectrometria de Massas de Alta Resolugéo

Para confimar a massa do produto de reagdo e confirmar ainda
mais a caracterizagdo do derivado, foi utilizada a massa de alta
resolucdo. O espectro (Figura 64) reportou um pico com relacdo massa
carga (m/z) de 437,1348 para a massa do cation que corresponde a
massa do produto de reagdo mais uma molécula de hidrogénio,
[C23H20N207+H]" com valor teérico de massa calculada 437,1349.



Figura 64 — Espectro de massas de alta resolugdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 8. Eixo Y: intensidade (%); Eixo X:
relagdo carga/massa (m/z).
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5.1.7 Sintese da (E)-8-amino-5-hidroxi-4-metil-2-oxo0-10-estiril-2,10-
dihidropirano|2,3-flcromeno-9-carbonitrila (9)

O benzaldeido utilizado na presente reagdo foi o cinamaldeido,
e o tempo de reagdo foi de 45 minutos e o produto reacional foi obtido
com uma pureza de 90,6%.

Figura 65 - Cromatograma da derivado 9 por CLUE-PDA.

27 Sm (Mn, 2%3) 3: Diode Amray

EEG a4

&
I=

5
13
a

155
i 0.40
50N anosie 21
E =] 2455130
o 1020
I:I"" 1 T T T T T T T T T T T T T T T Lk T
000 100 200 300 400 500 600 7.00  BO0O 900

Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.1.7.1 Caracterizacdo Estrutural por RMN

Analisando o espectro de 'H RMN (Figura 66) foi possivel
observar sinais nas regides relacionadas a hidrogénios aromaticos e
também olefinicos. Sinais caracteristicos das piranocumarinas foram
observados. O sinal em & 4,24ppm integrando pra 1H, que geralmente se
apresenta como um s nesta série de derivados, mas nesta molécula ele
estd acoplando com um H viscinal (Figura 67), a sua constante de
acoplamento tem valor de 7,1Hz indica um acoplamento com o dd
integrando pra 1H com deslocamento em & 6,20ppm, que possui
constantes de acoplamento com valor de 15,7Hz e 7,1 Hz, caracteristico
de hidrogénio de metileno com dois hidrogénios viscinais, sendo um na
posi¢do trans da dupla ligcdo, sujerindo este ser o H-1". O d com valor
de deslocamento de & 6,40ppm e J=15,7Hz e integrando pra 1H
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caracteristico também de hidrogénio olefinico com acoplamento com H
na posicao trans, caracterizando este hidrogénico como o H-2’.

Figura 66 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 9.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Figura 67 — Espectro de '"H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 9,
ampliado na regido entre 6,50-4,00ppm.
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Figura 68 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 9,
ampliado na regido entre 7,50-7,08ppm.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Figura 69 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, TMS,
DMSO-ds) para o derivado 9.
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Figura 70 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, TMS, DMSO-ds) para o derivado 9.
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A elucidagdo do sistema aromatico presente no derivado em questdo, se deu na analise dos m presentes no
espectro na regido caracteristica de H de anel aromatico. O sinal com deslocamento de § 7.39, um m integrando pra
2H, com valores de J iguais a 7,3Hz e 1,2Hz, acoplando assim com os sinais 67,29ppm e o 7,20ppm. Observando as
correlagdes nos mapas bidimensionais HSQC e HMBCfoi possivel correlacionar as ligagdes J, °J e 3J.
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Figura 71 — Espectro de *C RMN (75Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 9.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Tabela 8 — Dados de '"H RMN e '*C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-d¢) para
o derivado 9 e comparagdo com derivado 4.

DERIVADO 7 DERIVADO 4

Posi¢do 5'H - 8'H -
mult .(J Hz) 3°C  urgmgn %7€

1 - - - -
2 - 160,9 - 159,9
3 6,00 1 1116  609d(1.1) 1121
4 - 153.8 - 153.9
5 - 155.0 155.0
6 641 s 99,2 649 99,1

7 - - - -
8 ] 160,1 - 160,1
9 - 548 - 57,5
10 424d(7,1) 343 463 363
1 2,56 51 24.4 2,60 s 245
12 ) 1208 - 1205
4a ; 101.7 - 102.5
6a - - 158.0
10a - 108,1 108.5
10b ; 147.9 148.0
r 6,20 dd (157,71 1312 131.6
> 6,40 d (15,7) 1289  715d(84) 1295
3 - 1279 734d(84) 1289
& 7,39 m (7,3;1,2) 1267 ; 1447
5 729 m (14.4;7.3) 120.1  734d(84) 1289

6 720m (144;7,3;12) 1278 7.15d4(84) 1295
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7 7,29 m (14,4;7.3) 129,1 - -
8 7,39 m (7,3;1,2) 126,7 . y
NH; 7,07 s - 7,08 s -
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz °C, 75 MHz C,
DMSO-dy) DMSO-dy)

5.1.7.2 Caracterizacao por Espectrometria de Massas de Alta Resolucao

Para auxiliar e confirmar que realmente este ¢ o produto obtido

da sintese proposta neste estudo,

foi

realizada a analise em

espectrometro de massa de alta resolugdo. O espectro (Figura 72)
apresentou um pico com relagdo massa carga (m/z) de 373,1172 que
corresponde a formula [C22H16N20s+H]" com valor tedrico de massa
calculada em m/z 373,1188.



Figura 72 — Espectro de massas de alta resolug¢do ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 9. Eixo Y: intensidade (%); Eixo

X: relagdo carga/massa (m/z).
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5.1.8 Sintese do metil 8-amino-10-(4-clorofenil)-5-hidroxi-4-metil-2-
0x0-2,10-dihidropirano[2,3-flcromeno-9-carboxilato (10)

Neste ponto do estudo, foi feita a proposta de substituigdo da
malononitrila por um B-cianoéster, o metilcianoacetato, ¢ como uma
observagdo geral, o tempo de reagdo para a obtencdo dos derivados a
seguir foi maior do que as rea¢des anteriores. Para este composto o
benzaldeido utilizado foi o 4-clorobenzaldeido, e o tempo de reacdo foi
de 85 minutos. A reagdo proporcionou a obtengdo de um produto
reacional com uma pureza de100%.

Figura 73 - Cromatograma da derivado 10 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.1.8.1 Caracterizacdo Estrutural por RMN

Com o espectro de 'H NMR (Figura 74) apresentou os
seguintes sinais: um singleto 6 7,62 ppm com valor de integragdo de 2H,
indicando ser um hidrogénio de NH», o sinal de d integrando pra 2H
com delocamento de & 7,40 ppm com valor de constante de acoplamento
igual 8,4Hz, o mesmo valor de J encontrado no d em 6 7,13 ppm
também integrando para 2H, caracterizando hidrogé€nios aromaticos
(sinais mais desblindados sdo explicados por halogenado na posigdo 4’
do anel) com sistema para substituido.
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Figura 74 — Espectro de '"H RMN (300Hz, TMS, DMSO-dy) para o derivado 10.
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Figura 75 — Espectro de '*C RMN (75Hz, TMS, DMSO-ds) o derivado 10.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

O sinal s com valor de § 6,52 ppm integrando pra 1H, indicando
ser um sinal de H aromatico, caracterizando o hidrogénio da cumarina
na posi¢do 6 ¢ em & 6,10 ppm um sinal de d com constante de
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acoplamento de 1.1Hz e integrando pra 1H, caracterizando olefinico
acoplando com H na posi¢do meta em relagdo a ele mesmo,
caracterizando ser o hidrogénio na posi¢do 3 da molécula sintetizada.O
singleto em 6 4,98 ppm integrando pra 1H, indicando estar ligado a um
carbono em um sistema de anéis conjugados ou carbonos ligados a
carbonos olefinicos, indicando ser o H-10.

Os sinais menos desblindados s@o caracteristicos de carbonos
em sp3, no entanto o singleto em & 3.58 ppm integrando pra 3H ¢
relacionado a hidrogénios ligados a um carbono de metoxila, cujo o C
esta ressonando com valor de deslocamento de 51,1 ppm. Essa
correlagdo foi confirmada via mapa de correlagio HSQC (Figura 76) e
assim caracteriza a modificacdo na posicdo 9 da carbonitrila pelo
carboxilato. Ja o s/ C-4 (& 2.66/24,4ppm) integrando pra 3H, ¢
indicativo de carbono sp?.

Figura 76 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, TMS,
DMSO-ds) para o derivado 10.
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O mapa de correlagio HMBC (Figura 77) apresentou as
correlagcdes do sistema carboxilato na posi¢do 9. O sinal C-13 (6
3,58ppm/d 51,1ppm), confirmado pelo mapa de correlagio HSQC
mostrou uma correlagdo forte em J3 com o C-12 (8 168,5ppm),
indicativo de carbonila de éster.

Ainda, é apresentado uma correla¢cdo muito fraca com o C o
77,2 ppm, valor indicativo de caborno olefinico e ligado a um C=0 de
éster, este carbono tem uma correlagdo muito forte com o sinal de 'H
RMN 6 4,98 ppm, caracterizando o carbono na posi¢do 9. Como reforgo
desta posi¢do, a unica correlacdo visivel nos hidrogénios do NH; é com
este carbono em & 77,2 ppm.
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Figura 77 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, TMS,
DMSO-ds) para o derivado 10.
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Tabela 9 — Dados de '"H RMN e '*C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-d¢) para
o derivado 10 e comparacao com derivado 4.

DERIVADO 10 DERIVADO 4

Posiciio &'H - 3'H -
mult.JHz) O C mult.JHz)  ° €

1 - - -
2 ; 1599 - 159,9
3 6,104d (1.1) 119.9 6,09 d (1.1) 12,1
4 ) 153.7 - 153.9
5 1545 155.0
6 6,525 98,9 6,49 5 99,1

7 - - - -
8 ; 160,9 - 160,1
9 ; 772 - 57,5
10 498 s 33.9 463 s 363
1 2,665 24.4 2,60 51 245
12 ; 168,5 - 120,5

13 3,585 51,1 - -
4a ; 102,4 - 102,5
6a ; 157.7 - 158.0
10a ; 1116 - 108.5
10b ; 148 8 - 148.0
1 ) 1312 - 131.6
2 7,13 d (8.4) 129.6 7,15 d (8.4) 129.5
3 7.40 d (8.4) 128.4 7.34 d (8.4) 128.9
& ) 145.8 - 144.7
5 7,40 d (8.4) 128.4 7,34 d (8.4) 128.9
6 713 d (8.4) 129.6 715 d (8.4) 129.5

NH, 7625 ; 7,08 s -

(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz 1°C, 75 MHz 1°C

DMSO-dy) DMSO-dy)
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Assim a reagdo de obtengdo do derivado proposto, por
consequéncia a alteracdo de grupamento funcional na posi¢ao C-9 foi
realizada.

5.1.8.2 Caracterizacao por Espectrometria de Massas de Alta Resolucao

Para confirmagdo da massa molecular o composto foi
submetido a uma analise por espectrometria de massas em sistema LC-
MS/Q-TOF, e o espectro apresentou dois picos de padrdo isotdpico 3:1,
caracteristico de atomo de Cl. O maior pico apresentou um valor de
relagdo massa carga (m/z) de 414,0744 para o i6n [C21Hi1eNO6**CI+H]",
que teve massa tedrica calculada em m/z 414,0744. O segundo pico
apresentou valor de m/z 416,0750 o qual corresponde a massa do ion
de formula [C21HsNOg*’CI+H]* com valor tedrico calculado em m/z
416,0710.

A diferenca da intensidade dos picos ¢é explicada pela
abundéncia destes isotopos na natureza, que sdo *°Cl e o ¥Cl, com
abundancia de 75,77% e 24,23% respectivamente. Portanto o espectro ¢
caracteristico da presenca do halogénio na molécula.



Figura 78 — Espectro de massas de alta resolugdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 10. Eixo Y: intensidade (%); Eixo
X: relagdo carga/massa (m/z).
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5.1.9 Sintese do metil 8-amino-10-(4-bromofenil)-5-hidroxi-4-metil-
2-0x0-2,10-dihidropirano[2,3-flcromeno-9-carboxilato (11)

Para este composto ¢ esperada a substituicdo do halogénio CI,
pelo Bromo, assim o reagente utilizado foi o 4-bromobenzaldeido, o
tempo de reacdo foi de 100 minutos. O produto de reagdo obtido foi um
solido com uma pureza de 95,6%.

Figura 79 - Cromatograma da derivado 11 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de retengo (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.1.9.1 Caracterizagdo por RMN

Os sinais apresentados pelo espectro de '"H NMR (Figura 68)
foram: o singleto em & 7,61 ppm com integracdo igual a 2H,
caracteristico de NHz; os d com valor de deslocamento de & 7,39 ppm e
d 7,13 ppm, ambos integrando pra 2H e com constante de acoplamento
igual a 8,4Hz, sdo sinais da regido dos H arométicos assim como o sinal
de s ressonando em 3§ 6,51 ppm e integrando pra 1H, todos sinais
caracteristicos da piranocumarina sintetizada.

Os demais sinais de hidrogénio sdo: 6 6.08 ppm, um dupleto
com valor de J = 0,8Hz, ¢é caracter H olefinico, o singleto & 4,97 ppm
integrando pra 1H caracteristico de carbono sp? ligado a -C=C; por fim
os dois sinais mais desblindados, o s com deslocamento de 63,57 ppm e
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o s/ em & 2,65 ppm, ambos integrando pra 3H, relacionados a
hidrogénios de metil, também caracteristicos da piranocumarina.

Figura 80 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 11.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Figura 81 — Espectro de '*C RMN (75Hz, TMS, DMSO-ds) o derivado 11.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.
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Tabela 10 — Dados de 'H RMN e 3C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-ds) para o
derivado 11 e comparagdo com derivado 10.

DERIVADO 11 DERIVADO 10
Posiciio 5'H - 'H -
mult .(J Hz) arc mult .(J Hz) 3vC
1 R - - R
2 - 159,9 - 159,9
3 6,08 d (0.8) 111,5 6,10d (1.1) 112,0
4 - 153,7 - 153,7
5 154,6 154,5
6 6,51s 98,9 6,52s 98,9
7 - - - -
8 - 160,9 - 160,9
9 - 77,2 - 77,2
10 497 s 34,0 498 s 33,9
11 2,655 24,4 2,66 s 244
12 - 168,5 - 168,5
13 3,57s 51,1 3,58s 51,1
4a - 1024 - 102,4
6a - 157,8 - 157,7
10a - 111,9 - 111,9
10b - 1482 - 148,8
1 - 1194 - 1458
2’ 7,13 d (8,4) 131,3 7,13 d (8,4) 129,6
3 7,39d (8,4) 130,1 7,40 d (8,4) 1284
Y - 146,2 - 131,2
5 7,39d (8,4) 131,3 7,40 d (8,4) 1284
6’ 7,13d (8,4) 130,1 7,13d (8,4) 129,6
NH, 7,61s - 7,62 s -
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz °C, 75 MHz 3C,
DMSO-dy) DMSO-ds)

A reacdo alcangou o objetivo e a modificagdo da posi¢ao 4’ foi

realizada.

5.1.9.2 Caracterizacao por Espectrometria de Massas de Alta Resolucao

O espectrograma de massas de alta resolugdo (Figura 82)
apresentou dois picos de padrio isotopico 1:1 de praticamente mesma
intensidade, caracteristico de atomo de Br, com valores de relagdo
massa carga (m/z) de 458,0271 ([C2:HisNOs”’Br+H]"). O valor teorico
calculado foi m/z 458,0239; e outro com m/z 460,0252 correspondente
ao ion [C21H16NO6*'Br+H]', com valor tedrico calculado para m/z
460,0214, confirmando assim a massa molecular do composto

sintetizado.
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Os picos correspondem a massa do ion de formula
Ca0H14N204Br, os valores de m/z representam o padrio isotopico do
“Br e o % Bromo, e a intensidade dos picos do espectrograma é
explicada pela abundancia destes is6topos na natureza que ¢é de
aproximadamente 50% entre os is6topos.



Figura 82 — Espectro de massas de alta resolucdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 11. Eixo Y: intensidade (%); Eixo
X: relagdo carga/massa (m/z).
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5.1.10 Sintese do metil 8-amino-10-(4-nitrofenil)-5-hidroxi-4-metil-
2-0x0-2,10-dihidropirano[2,3-f|cromeno-9-carboxilato (12)

Um novo substituinte na posi¢cdo 4’ foi proposto e o 4-
nitrobenzaldeido foi selecionado como reagente para esta reacdo. O
tempo de reacdo foi de 100 minutos, com uma pureza de 88,9%.

Figura 83 - Cromatograma da derivado 12 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.1.10.1 Caracterizagdo Estrutural por RMN

A partir da analise de '"H RMN foram observados os seguintes
sinais: um d 6 8,11 ppm integrando pra 2H e com constante de
acoplamento de 8,6Hz. E outro d 67,45 ppm integrando pra 2H e de J =
8,6Hz, caracteristicos de H aromaticos com sinal mais desblindado
devido a presenca de atomo eletronegativo na posi¢ao p; o s 6 7,70 ppm
integrando pra 2H, caracterizando os hidrogénios do NHz; o s 6 6,52
ppm integrando pra 1H, indicando ser um hidrogénio aromatico; o
singleto largo & 6,11 ppm integrando pra 1H caracteristico de H de
metileno.

Os dados restantes no espectro sdo: um s em 6 5,12ppm, com
integragdo igual a 1H, indicando um hidrogénio carbono olefinico; &
3,59ppm ¢ um singleto integrando pra 3H caracteristico de hidrogénio
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de carbono sp?, e o s/ de & 2,69ppm integrando pra 3H sujerindo
também hidrogénio ligado a carbono sp3.

Figura 84 — Espectro de '"H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 12.
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Figura 85 — Espectro de '*C RMN (75Hz, TMS, DMSO-ds) o derivado 12.
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Tabela 11 — Dados de '"H RMN e '*C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-ds)
para o derivado 12 e comparagdo com derivado 10.

DERIVADO 12 DERIVADO 10
Posiciio 5'H . 'H -
mult .(J Hz) 3 =C mult .(J Hz) 8 +C
1 - - - R
2 - 159,8 - 159,9
3 6,11 s/ 110,6 6,10d(1.1) 112,0
4 - 153,7 - 153,7
5 154,4 154,5
6 6,52 s 98,9 6,52s 98,9
7 - - - -
8 - 160,8 - 160,9
9 - 76,5 - 77,2
10 5,12 34,8 4,98 s 33,9
11 2,69 sl 24,4 2,66 s 24,4
12 - 168,4 - 168,5
13 3,59s 51,2 3,58s 51,1
4a - 102,4 - 102,4
6a - 157,9 - 157,7
10a - 111,9 - 111,9
10b - 148,1 - 148,8
1 - 146,2 - 145,8
2’ 7,45 d (8,4) 129,2 7,13 d (8,4) 129,6
3 8,11d(8,4) 123,8 7,40 d (8,4) 128,4
4 - 1549 - 131,2
5 8,11d(8,4) 129,2 7,40 d (8,4) 128,4
6’ 7,45d (8,4) 123,8 7,13d (8,4) 129,6
NH, 7,70 s - 7,62 -
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz °C, 75 MHz 3C,
DMSO-ds) DMSO-de)

5.1.10.2 Caracterizacdo por Espectrometria de Massas de Alta
Resolugdo

O espectro reportou um pico com valor de relagdo massa carga
(m/z) de 425,0966, que ¢ atribuido ao valor da formula
[C21H16N2Os+H]", onde o valor teodrico calculado foi de 425,0985,
confirmando assim a massa do produto da reagdo como sendo o
composto 12.



Figura 86 — Espectro de massas de alta resolucdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 12. Eixo Y: intensidade (%); Eixo
X: relagdo carga/massa (m/z).
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5.1.11 Sintese do metil 8-amino-10-(3,4-dimetoxifenil)-5-hidroxi-4-
metil-2-0x0-2,10-dihidropirano|2,3-f]cromeno-9-carboxilato (13)

Para este composto o benzaldeido utilizado foi o 3.4-
dimetoxibenzaldeido e o tempo de reagéo foi de 120 minutos. Assim, foi
obtido o produto reacional com uma pureza de 98,8%.

Figura 87 - Cromatograma da derivado 13 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.1.11.1 Caracterizagdo Estrutural por RMN

O espectro de 'H RMN apresentou os seguintes dados: o
singleto & 7,50 ppm integrando pra 2H, indicativo de hidrogénio de
NHb», 0 d 6 7,02 ppm integrando pra 1H e com constante de acoplamento
igual a 1,7Hz, o d integrando pra 1H § 6,76 ppm com valor de J =
8,4Hz,e o H dd & 6,63ppm com constantes de acoplamento de 8,4Hz e
1,7Hz, sdo caracteristicos do sistema aromatico ABX.

Os dados seguintes apresentados pelo espectro de 'H RMN
foram: o singleto 6 6,21 ppm integrando pra 1H, indicando ser um
hidrogénio aromatico; o s/ & 5,75 ppm integrando pra 1H, sujere um H
de carbono olefinico; o s 6 5,06 ppm integrando pra 1H. Os sinais:
singleto com deslocamento em & 3,65 ppm integrando pra 6H, indicativo
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de hidrogénios de carbono sp3 ligado a um O, assim como o s em & 3,58
ppm (s, 3H); ja o s & 2,59 ppm integrando pra 3H ¢ indicativo de
hidrogénio de carbonos sp3, metil.

Figura 88 — Espectro de '"H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 13.
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Figura 89 — Espectro de *C RMN (300Hz, TMS, DMSO-d¢) para o derivado
13.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.
Tabela 12 — Dados de 'H RMN e *C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-ds)
para o derivado 13 e comparagdo com derivado 10.

DERIVADO 13 DERIVADO 10
Posiciio 5'H . 'H -
mult .(J Hz) 3°C mult .(J Hz) 3vC
1 R N B B
2 - 160,7 - 159,9
3 5,75 sl 112,2 6,10d (1.1) 111,5
4 - 1534 - 153,7
5 - 1539 - 154,5
6 6,21s 98,7 6,52 5 98,9
7 - - - -
8 - 161,8 - 160,9
9 - 78,2 - 77,2
10 5,06 s 333 498 s 339
11 2,59 sl 24,4 2,66 s 24,4
12 - 169,1 - 168,5
13 3,58 s 50,9 3,58 s 51,1
4a - 99,3 - 102,4
6a - 1554 - 157,7
10a - 112,0 - 111,9
10b - 1483 - 148,1
1 - 140,3 - 130,9
2’ 6,76 d (8,4) 119,0 7,13d (8,4) 129,6
3 - 148.4 7,40 d (8,4) 128,4
4 - 1473 - 145,8
5 7,02d(1.7) 1139 7,40 d (8,4) 128,4
6’ 6,63 dd (8.4;1.7) 107,7 7,13d (8,4) 129,6
7 3,655 55,7 - -
8 3,655 55,9 - -
NH, 7,50 s - 7,62 s -
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz 13C, 75 MHz 3C,
DMSO-ds) DMSO-dy)

5.1.11.2 Caracterizagio por Espetrometria de Massas de Alta Resolugdo

No espectro de massas de alta resolugdo apresentou um pico
intenso com valor de relacdo massa carga (m/z) de 440,1331, que ¢
atribuido ao valor da férmula i6nica da molécula [Co3H2NOg+H]". O
valor tedrico calculado foi de 440,1345, confirmando assim a massa do

derivado 13.



Figura 90 — Espectro de massas de alta resolu¢cdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 13. Eixo Y: intensidade (%); Eixo
X: relagdo carga/massa (m/z).
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5.1.12 Sintese do metil 8-amino-10-(3,4,5-trimetoxifenil)-5-hidroxi-
4-metil-2-0x0-2,10-dihidropirano[2,3-f|cromeno-9-carboxilato (14)

A reacdo a seguir propds adicionar mais uma hidroxila em
relacdo ao derivado 13, o 3,4,5-trimetoxibelzaldeido foi empregado
como reagente ¢ o tempo de reagdo foi de 120 minutos. O produto
reacional foi obtido com uma pureza de 91,9%.

Figura 91 - Cromatograma da derivado 14 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.1.12.1 Caracterizagdo Estrutural por RMN

O espectro de 'H RMN mostrou picos com valores de: § 7,61
ppm sendo este um s integrando pra 2H caracteristico de NHo>, o sinal de
singleto 8 6,57 ppm integrando pra 1H, caracteristico de hidrogénio
aromatico e o s 0 6,50 ppm integrando pra 2H, ¢ indicativo também de
hidrogénios aromaticos; o outro s em & 6,08 ppm integrando pra 1H é
caracteristico de hidrogénio olefinico.

Os delocamentos de carbonos de ligagdes simples como o sinal
de s & 5,06 ppm integrando para 1H, caracteristico do C vizinho a
metoxila, hidrogénios ressonando como s 6 3,70 ppm integrando pra 6H,
caracterizando hidrogénios de metoxila, assim como os sinais: em s &
3,66 ppm integrando pra 3H e o s 6 3,61 ppm também integrando pra
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3H. Os 3 hidrogénios ressonando em & 2,68 como forma de s (séo
caracteristico de carbono sp’.

Figura 92 — Espectro de '"H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 14.
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Figura 93 — Espectro de '*C RMN (75Hz, TMS, DMSO-d;) para o derivado 14.
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Tabela 13 — Dados de 'H RMN e '*C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-ds)
para o derivado 14 e comparagdo com derivado 10.

DERIVADO 14 DERIVADO 10
Posiciio 5'H . 'H -
mult .(J Hz) 3 =C mult .(J Hz) 8 +C
1 - - - R
2 - 160,0 - 159,9
3 6,09 s/ 112,2 6,10d (1.1) 111,5
4 - 153,7 - 153,7
5 - 154,4 - 154,5
6 6,58 s 99,0 6,52s 98,9
7 - - - -
8 - 1614 - 160,9
9 - 77,5 - 77,2
10 5,06 s 34,2 4,98 s 33,9
11 2,68 s/ 24,4 2,66 s 24,4
12 - 168,7 - 168,5
13 3,60 s 51,1 3,58s 51,1
4a - 102,4 - 102,4
6a - 157,9 - 157,7
10a - 111,8 - 111,9
10b - 1484 - 148,1
1 - 142,4 - 130,9
2’ 6,50 s 104,9 7,13 d (8,4) 129,6
3 - 152,9 7,40 d (8,4) 128,4
4 - 136,4 - 145,8
5 - 152,9 7,40 d (8,4) 128,4
6’ 6,50 s 104,9 7,13d (8,4) 129,6
7 3,70 s 56,2 - -
8 3,665 60,3 - -
9 3,70 s 56,2 - -
NH, 7,61 s - 7,62 s -
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz °C, 75 MHz 3C,
DMSO-ds) DMSO-ds)

5.1.12.2 Caracterizacdo por Espectrometria de Massas de Alta
Resolugdo

Para confirmagdo da massa molecular do derivado foi realizada
a andlise em espectrometro de massa de alta resolug¢do, que apresentou
um pico no espectro (Figura 94) com relacdo massa carga (m/z) de
470,1472 para a massa do i6n que corresponde [C24H23sNOg+H]" com

valor tedrico de massa calculada em m/z 470,1451.



Figura 94 — Espectro de massas de alta resolucdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 14. Eixo Y: intensidade (%); Eixo
X: relagdo carga/massa (m/z).

SEM-32 144 (5301) Cm (143:148) 1: TOF MS ES+
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Mass Calc. Mass | mDa | PPM | DBE | Formula
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5.2 OBTENCAO DOS DERIVADOS BENZOPIRANOS, GRAU DE
PUREZA E CARACTERIZACAO

Assim como na reagdo para a obtengdo dos derivados
piranocumarinicos, a proposta de mecanismo de formacao desta série de
cromenos parte da formacdo do produto condensagdo através da
condensagdo de Knoevenagel. Esta condensagdo ocorre entre o
metilcianoacetato com o benzaldeido. Apds a formagdo do produto de
condensacdo ocorre uma adicdo de Michael com o floroglucinol, na
posicdo B da hidroxila, assim também como ocorreu na reaccao com 0s
derivados da metilcumarina. Por final h4 uma ciclizagdo para obtenc¢do
da imina, onde o tauterismo iminia-enamina ocorre para a conformacao
mais estavel da molécula, e assim obtivemos os derivados 4H-cromeno-
3-carboxilatos para este estudo (MASESANE; MIHIGO, 2015)
(KURTI; CZAKO, 2005) (KEERTHY et al., 2014).

O solvente utilizado, H20:MeOH (1:19, v/v), favoreceu esta
reacdo de multi componentes em uma via. Isobe e colaboradores
realizaram um estudo do efeito do solvente na condensagdo de
Knoevenagel em sistema heterogéneo. Eles afirmam que o emprego de
agua como solvente traz beneficios, uma vez que a agua ¢ um solvente
economicamente vidvel, ndo tdxico e ambientalmente correto. A agua é
um solvente protico, e como ja descrito no estudo é um solvente que tem
efeito direto sobre a reagdo, como alteragdes no tempo de reacdo
(ISOBE et al., 2005).

Figura 95 - Esquema de reacao dos derivados 4-aril-4H-cromenos.
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Figura 96 - Proposta de mecanismo de formagao para obtengdo dos derivados 4-
aril-4H-cromenos.
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5.2.1 Sintese do metil 2-amino-4-(4-clorofenil)-5,7-dihidroxi-4H-
cromeno-3-carboxilato (16)

Para a obtencdo deste derivado o benzaldeido utilizado foi o 4-
clorobenzaldeido, e o tempo de reagcdo foi de 18 horas. O produto
reacional apresentou uma pureza de 58,7% através de analise LC-MS.
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Figura 97 - Cromatograma da derivado 16 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.2.1.1 Caracterizacdo Estrutural por RMN

O espectro de '"H NMR apresentou dados na regido de entre 9-
10ppm caracteristicos de H de hidroxila, como so s integrando pra 1H
com valor de deslocamento de 6 9,64 ¢ 6 9,43 ppm.. Em 6 7,55 ppm um
singleto integrando pra 2H, incativo de de hidrogénio ligado a N em
funcdes NHy; Na regido dos H aromaticos o espectro apresentou 0s
sinais: um d integrando pra 2H & 7,23 ppm, com constante de
acoplamento de 8,3Hz; um d integrando pra 2H & 7,12 ppm, com J igual
a 8,3Hz, sinais correlacionando entre si em um sistema aromatico e
integrando pra 2H, indicativo de anel aromatico substituido em p.

Outros sinais apresentados foram: um s/ & 6,04 ppm com
integracdo igual a 1H, caracterizando hidrogénios aromaticos, o s (sl,
1H), assim como o singleto largo 6 5,96 ppm integrando pra 1H; o sinal
s 8 4,83 ppm integrando pra 1 ¢ indicativo de carbono com C viscinais
olefinicos e/ou C ligados a -C=0 com ligagdes sp’ € por fim o s § 3,52
ppm integrando pra 3H caracteristico hidrogénios de C sp® também.



145

Figura 98 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 16.
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Figura 99 — Espectro de *C RMN (75Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado 16.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

O mapa de correlagdo HSQC correlacionou os carbonos ligados
nos hidrogénios da molécula. Assim pode-se correlacionar os sinais de
hidrogénio nas sua posi¢des como: o sinal d 3,52 ppm correlacionando
com o C 6 50,8 (C-10), o 6 4,83 ppm correlaciona com o C 3 33,9 ppm
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(C-4); o sinal & 5,96 ppm correlaciona com o C 6 94,1 ppm (C-8), e 0 C
899,0 ppm com o 'H & 6,04 ppm (C-6).

Figura 100 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz *C, TMS,
DMSO-ds) para o derivado 16.
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Observando o mapa de correlagio HSQC pode-se, ainda,
correlacionar os sinais de hidrogénio do anel aromatico substituinte em
C-4, o sinal 6 7,23 ppm com os dois C 6128,1 e os dois sinais ¢ 7,12
com cabonos em C 6 129,6 ppm. Para as correla¢des J3 e caracterizar o
derivado o mapa de correlagio HMBC (Figura 100) apresentou
correlagdes °J, 2J ou *J e a confirmagio de alguns *J.

Uma correlagdo J3 é observada entre o 'H da posi¢do C-10 e
uma correlagdo mais fraca com o H-4, o sinal em 6168,9ppm, que é
caracteristico de carbonila de éster, indicando ser o carbono da posicao
9. O mapa mostra também uma correlagdo >/ do H-4 com o sinal & 161,9
ppm este sinal, caracteriza sendo o C-2, confirmado pela correlagdo com
os H do NH .0 sinal do C 6 157,5 ppm, indicativo de carboxila presente
em anel tem correlagdo com os sinais de H 89,43 ppm, e correlacdes
mais fracas com os sinais 6 6,04 ppm e 35,96ppm, caracterizando na
posi¢do C-7. O sinal 'H: & 9,64 ppm ¢ indicativo da posigdo C-5 devido
a sua correlagdo com o C 8105,3 ppm, sendo que o H 89,43 ppm nao
posui esta correlagdo. Correlagdes em *J com o C § 155,4 ppm, sinal
indicativo também de carbonila aromética, sdo observadas com os 'H: §
9,64 ppm, 84,83 ppm, e um correlagio menos intensa com o 'H & 6,04
ppm, indicando a posigao C-5.



Figura 101 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz 3*C, TMS, DMSO-ds) para o derivado 16.
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Uma correlagdo *J com o sinal & 150,8ppm, indica carbono de carboxila aromatica, é observado no 'H §
4,83ppm, e correlagdes mais fracas com o 'H § 5,96ppm e com o 8 9,64ppm, caracterizando a posi¢do 8a. O sinal de
13C § 147.2ppm tem duas correlagdes fortes, 2/ com os sinais de "H 7,23ppm e & 4,83ppm, sendo identificado com o
C-1°. Os sinais de 'H aromaticos & 7,23 ¢ 7,12ppm tem acoplamento com o sinal '3C & 130,3ppm, carbono de anel
aromatico ligado a halogenado, indicando a posigdo C-4’.

Lyl
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Figura 102 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H € 75 MHz *C, TMS,
DMSO-ds) de para o derivado 16, ampliado nas areas 'H 8,00 - 4,50 ppm e de
13C 120 - 180 ppm.
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Figura 103 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz BC, TMS,
DMSO-ds) de para o derivado 16, ampliado nas areas 'H 7,50 - 3,00 ppm e de '*C
25-115 ppm..
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Correlagdes com o sinal & 105,3 ppm foram observadas nos
sinais de 'H: § 9,64; 8 6,06; 5 5,96; & 4,83 ppm, caracterizando a posi¢do
C-4a e por fim é possivel observar sinais confirmatorios de 'J para os
sinais de 'H & 7,23 ppm, 6 4,8 3ppm, & 3,52 ppm. O sinal *C & 77,7
ppm, indicativo de carbono olefinico ligado a 4tomo de oxigénio, tem
uma correlagdo com o 'H 8 4,83 ppm, caracterizando a posi¢do C-3.

Os dados obtidos na analise de RMN relacionados cada um em
sua posi¢do estdo compilados e apresentados na tabela 14, e a
caracterizag¢do do derivado por RMN foi considerada satisfatoria.
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Tabela 14 — Dados compilados de 'H RMN e 3C RMN (300Hz, 75Hz, TMS,
DMSO-ds) para o derivado 16.

DERIVADO 16

Posicio 8'H "
mult .(J Hz) 3vC
1 B -
2 - 161,9
3 -l 71,5
4 4,83 s 33,9
5 - 155,4
6 6,04 s/ 99,0
7 - 157,5
8 5,96 sl 94,1
9 - 168,9
10 352s 50,8
4a - 105,3
8a - 150,9
r - 147,2
2’ 7,12d (8.3) 129,6
> 7,23 d(8.3) 128,1
4 - 130,3
5 7,23d(8.3) 128,1
I3 7,12d (8.3) 129.,6
NH, 7,55s -
OH 943 s -
OH 9,64 s -
(300 MHz 'H,
75 MHz 13C,
DMSO-dy)

5.2.1.2 Caracterizacdo por Espectrometria de Massas de Alta Resolucao

A analise do espectro (Figura 104) observou-se dois picos, de
padrdo isotrépico 3:1, caracteristicos de atomo de Cl. O pico de maior
intensidade apresentou um valor de relagdo massa carga (m/z) de
348,0642, [C17H14NOs*3CI+H]" e teve massa teorica calculada em m/z
348,0639. O segundo pico apresentou valor de m/z 350,0642 o qual
corresponde a massa da formula [C17H1sNOs*’CI+H]" com valor tedrico
calculado em m/z 350,0604.

O espectrograma ¢é caracteristico do isétopo do elemento 3°Cl e
3Cl, a diferenga da intensidade dos picos é explicada pela abundancia
destes isO6topos na natureza, que € de 75,77% e 24,23% respectivamente.



Figura 104 — Espectro de massas de alta resolugdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 16. Eixo Y: intensidade (%); Eixo 9
X: relagdo carga/massa (m/z). i
SEM-35 153 (5.631) Cm (152:155) 1: TOF MS ES+
1001 348.0642 1.41e6

350.0626 Mass Calc.Mass | mDa | PPM | DBE | Formula
343.0642 348.0639 0.3 09 105 CITHISNOS
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5.2.2 Sintese do metil 2-amino-4-(4-bromofenil)-5,7-dihidroxi-4H-
cromeno-3-carboxilato (17)

Como estratégia para a substituicdo do halogenado na posicéo
4’ esta reacdo fez uso do 4-bromobenzaldeido, o tempo de reagdo foi
padrao de 18 horas. A reagdo resultou em um produto com uma pureza
de 69,6%.

Figura 105 - Cromatograma do derivado 17 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.2.2.1 Caracterizagdo Estrutural por RMN

O espectro de 'H RMN apresentou sinais com valor de
deslocamento: singleto 6 9,65 ppm integrando pra 1H, & 9,44 ppm
integrando pra 1H, ambos valores indicativos de hidrogénios de
hidroxila; um s & 7,55 ppm integrando pra 2H, indicativos de
hidrogénios NH,, caracteristicos dos cromenos sintetizados neste estudo.

Outros sinais observados foram: um d & 7,37 ppm com
constante de acoplamento com valor de 8,2Hz integrando pra 2H, e d 6
7,08 ppm integrando pra 2H e com J=8,2Hz, sdo caracteristicos de H
aromaticos integrando entre eles com sinais levemente mais
desblindados; um d em & 6,05 ppm integrando pra 1H, com valor de J =
1,6Hz, e outro dupleto & 5,97 ppm integrando pra 1H com J = 1,6Hz,
indicando sinais de H aromaticos acoplando entre eles em posi¢do orto.
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Figura 106 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado
17.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Figura 107 — Espectro de '*C RMN (75Hz, TMS, DMSO-de) para o derivado
17.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.
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O singleto em & 4,82 integrando pra 1H indicativo de
hidrogenio de metino, e um ultimo sinal s em 6 3,52ppm integrando pra
3H caracteristico de carbono sp’. O espectro de 3C RMN apresentou
sinais indicativos de carbonos de carbonilas, de carboxilas de carbonos

aromatico e olefinicos e carbonos sp*.

Tabela 15 — Dados de 'H RMN e '3C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-ds) para o
derivado 17 comparados aos dados do derivado 16.

DERIVADO 17 DERIVADO 16
Posicio 8'H 3 3'H "
mult .(J Hz) 3 1C mult .(J Hz) 3 1C
1 - - R -
2 - 161,8 - 161,9
3 - 77,4 -1 77,5
4 4,825 33,9 4,83 s 33,9
5 - 155,5 - 155,4
6 6,05 d (1.6) 99,0 6,04 s/ 99,0
7 - 157,6 - 157,5
8 5,97 d (1.6) 94,0 5,96 s/ 94,1
9 - 168.,9 - 168,9
10 352s 50,8 352s 50,8
4a - 105,2 - 105,3
8a - 150,8 - 150,9
1 - 147,6 - 147,2
2’ 7,08 d (8.2) 131,1 7,12 d (8.3) 129,6
3 7,37d(8.2) 130,1 7,23 d (8.3) 128,1
Iy - 118.8 - 130,3
5’ 7,37d(8.2) 130,1 7,23 d (8.3) 128,1
6’ 7,08 d (8.2) 131,1 7,12 d (8.3) 129,6
NH, 7,55s - 7,55s -
OH 9,44 s - 943 s -
OH 9,65 s - 9,64 s -
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz 13C, 75 MHz 3C,
DMSO-ds) DMSO-ds)

5.2.2.2 Caracterizagdo por Espectrometri de Massa de Alta Resolugéo

O espectro de massa de alta resolugdo (Figura 108) apresentou
dois picos de padriao isotopico 1:1, caracteristico de atomo Br, de
praticamente mesma intensidade e com valores de relagdo massa carga
(m/z) de 392,0124 para [C17H1sNOs"Br+H]", o valor tedrico calculado
foi m/z 392,0134. O pico com m/z 394,0113 correspondente ao i6n
[C17H1sNOs¥'Br+H]*, com valor teorico calculado para m/z 394,0108,
confirmando assim a massa molecular do composto sintetizado.



Os valores de m/z representam o padrdo isotopico do Br e o ¥'Bromo, e a intensidade dos picos do
espectrograma ¢ explicada pelaabundancia destes istopos na natureza que ¢ de aproximadamente 50% entre os
is6topos.

Figura 108 — Espectro de massas de alta resolugdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 17. Eixo Y: intensidade (%); Eixo
X: relagdo carga/massa (m/z).
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5.2.3 Sintese do metil 2-amino-4-(4-nitrofenil)-5,7-dihidroxi-4H-
cromeno-3-carboxilato (18)

A obtengdo deste derivado se deu pela substituicdo do atomo
halogenado na posic¢do 4’ por um grupo NO; para tal foi utilizado como
reagente o 4-nitrobenzaldeido, o tempo de reagdo foi de 18 horas. O
produto reacioal foi obtido com uma pureza de 56,6%.

Figura 109 - Cromatograma da derivado 18 por CLUE-PDA.
37 Sm (Mn, 2¢3)
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.2.3.1 Caracterizacdo Estrutural por RMN

Os dados obtidos no espectro de '"H RMN foram: um d & 8,08
integrando pra 2H e com constante de acoplamento de 8.6Hz; outro d o
7,37 integrando pra 2H e com J = 8,6Hz, indicativos de hidrogénio
aromaticos com sinais mais desblindados devido a atomo ou grupo
eletronegativo presente no sistema de anel, indicando a modifica¢do no
sistema aril.

O sinal s & 7,64 ppm integrando pra 2H, indicando ser um
hidrogénio NH»; um sinal de d 6 6,04 ppm integrando pra 1H com J =
2,0Hz, caracteristico de H aromatico acoplando com o d em d 5,99ppm
com J = 2,0Hz integrando pra 1H, também indicativo de hidrogénio
aromatico, caracteristicos dos cromenos deta série.
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Figura 110 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado
18.
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Figura 111 — Espectro de '"H RMN (300Hz, TMS, DMSO-d¢) para o derivado
metil 18, ampliado entre 8,20 - 5,90 ppm.
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Os sinais mais desblindados foram um s em 6 4,95 integrando
pra 1H, caracteristico de carbono metinico e 6 3,52 integrando pra 3H
tmbém indicativo de carbono sp>.

Figura 112 — Espectro de '*C RMN (75Hz, TMS, DMSO-d¢) para o derivado
18.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Tabela 16 — Dados de 'H RMN e "*C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-dy)
para o derivado 18, comparados aos dados do derivado 16.

DERIVADO 18 DERIVADO 16

Posi¢do 6'H . 5'H "
mult .(J Hz) 8 °C mult .(J Hz) 8 °C

1 - - R -
2 - 161,8 - 161,9
3 - 76,8 -1 71,5
4 4,95s 34,8 4,83 s 33,9
5 - 155,7 - 1554
6 6,04 d (2.0) 99,1 6,04 s/ 99,0
7 - 158,0 - 157,5
8 5,99d (2.0) 94,2 5,96 s/ 94,1
9 - 168,8 - 168,9
10 352s 50,9 3,52s 50,8
4a - 104,3 - 105,3
8a - 150,8 - 150,9
1 - 156,0 - 147,2
2’ 7,37 d (8.6) 129,1 7,12 d (8.3) 129,6
3 8,08 d (8.6) 123,7 7,23 d (8.3) 128,1
4 - 145,9 - 130,3
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5 8,08 d (8.6) 1237 7,23 d (8.3) 128,1
3 7,37 d (8.6) 129,1 7,12d (8.3) 129,6
NH, 7,64 5 - 7,558 -
OH - - 9,43 s -
OH - - 9,64 5 -
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz °C, 75 MHz °C,
DMSO-d,) DMSO-dy)

5.2.3.2 Caracterizacdo por Espectrometria de Massas de Alta Resolugéo

O espectro reportou um pico com valor de relagdo massa carga
(m/z) de 359,0893, que ¢ atribuido ao valor do i6n da molécula
[C17H14N,O7+H]*, onde o valor tedrico calculado foi de m/z 359,0879,
confirmando assim a massa do produto da reagdo como sendo o

composto 18.




Figura 113 — Espectro de massas de alta resolu¢do ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado derivado 18. Eixo Y: intensidade
(%); Eixo X: relag@o carga/massa (m/z).
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5.2.4 Sintese do metil 2-amino-4-(3,4-dimetoxifenil)-5,7-dihidroxi-
4H-cromeno-3-carboxilato (19)

Continuando a estratégia de modificar o substituinte aril na
posicao 4, para este derivado foram adicionados duas metoxilas, um na
posicdo 3’ e outro na 4’. Para isto o reagente selecionado foi o 3,4-
hidroxibenzaldeido, o tempo de reacdo foi de 18 horas, e o produto
reacional foi obtido com uma pureza de 86,5%.

Figura 114 - Cromatograma da derivado 19 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.2.4.1 Caracterizacdo por RMN

O espectro de 'H NMR (Figura 113) apresentou os sinais
caracteristicos desta série de cromenos em 6 9,35, & 9,30 ppm, ambos
integrando pra 1H, e um s em & 7,40 ppm integrando pra 2H.

Outros sinais apresentados sdo: um d em 6 6,82 ppm integrando
pra 1H com J = 1,2Hz, um d & 6,75 ppm J=8,4Hz, integrando pra 1H; e
um sinal dd & 6,55 ppm integrando pra 1H e com constantes de
acoplameno de 8,4Hz e 1,2Hz em com sdo sinais caracteristico de
sistema ABX ; o sinal de d ¢ 6.05 ppm integrando pra 1H e com J =
1,7Hz, acoplando com d & 5,95 com J = 1,7Hz, 1H.
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Figura 115 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-d) para o derivado
19.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Figura 116 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-d¢) para o derivado
19, ampliado na regido entre 8 7,05 - 6,48 ppm.
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Outros sinais observados foram: um s 3 4,83 integrando pra 1H;
um s em & 3,66 ppm integrando pra 3H, e um s em 3,65 ppm integrando
pra 3H, & 3,55 ppm integrando pra 3H todos indicativos de hidrogénio
metinicos.

Figura 117 — Espectro de *C RMN (75Hz, TMS, DMSO-dg) para o derivado
19.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Tabela 17 — Dados de 'H RMN e 3C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-ds) para o
derivado 19, comparados aos dados do derivado 16.

DERIVADO 19 DERIVADO 16

Posicéo 8'H - 5 'H -
mult .(J Hz) 3 1C mult .(J Hz) 8 °C

1 - - - -
2 - 162,0 - 161,9
3 - 78,1 - 71,5
4 483 s 33,5 4,83 s 339
5 - 155,3 - 155,4
6 6,05d(1.7) 99,0 6,04 s/ 99,0
7 - 157,2 - 157,5
8 5,95d(1.7) 94,0 5,96 s/ 94,1
9 - 169,1 - 168,9
10 352s 50,8 352s 50,8
4a - 106,2 - 105,3
8a - 151,1 - 150,9
1 - 140,9 - 147,2
2’ 6,82 d(1.2) 112,0 7,12 d (8.3) 129,6
3 - 148,4 7,23 d(8.3) 128,1
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e - 147.2 - 130,3
5 6,75 d (8.4) 112,1 723d(8.3) 128,1
15 6,55dd (8.4,12) 1192 7,12.d (8.3) 129,6
7 3,66 5- 55,9 - .
8 3,655 55,8 - -
NH, 7,64 5 - 7,555 -
OH 9,355 - 9,43 s -
OH 9,30 5 - 9,64 5 -
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz °C, 75 MHz C,
DMSO-d,) DMSO-dy)

5.2.4.2 Caracterizacdo por Espectrometria de Massas de Alta Resolucao

O espectrograma reportou um pico com valor de relagdo massa
carga (m/z) de 374,1252, que ¢ atribuido ao valor do i6n da molécula
[C19H19NO7+H]*, onde o wvalor tedrico calculado foi de 374,1240,
confirmando assim a massa do produto da reagdo como sendo o
composto 19.



Figura 118 — Espectro de massas de alta resolugcdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado derivado 19. Eixo Y: intensidade
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5.2.5 Sintese do metil 2-amino-4-(3,4,5-trimetoxifenil)-5,7-dihidroxi-
4H-cromeno-3-carboxilato (20)

Um novo derivado foi sintetizado, adicionando uma metoxila
na posicao 5°, e para realizar esta adi¢do o reagente utilizado foi o 3,4,5-
trimetoxibelzadeido. O tempo de reagdo foi de 18 horas. A reagdo
resultou em um derivado com uma pureza de 91,7%.

Figura 119 - Cromatograma da derivado 20 por CLUE-PDA.

39.5m (M, 243) 3: Diode Amay
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.2.5.1 Caracterizagdo por RMN

Os seguintes sinais foram identificados no espectro de 'H
RMN: um s em 98 9,65 ppm integrando pra 1H, um s & 9,41 ppm
integrando pra 1H, ambos hidrogénios de hidroxila. O sinal em & 7,51
ppm intregando pra 2H, indicativo de C-O; um sinal de s em 6 6,42,
indicando ser H de anel aromatico. Ainda é possivel observar um d em &
6,07 com J=1,8Hz integrando pra 1H, um d em 6 5,97 com J=1,8Hz
integrando pra 1H, indicando hidrogénios aromaticos com acoplamento
entre si em orto.
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Figura 120 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado
20.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Figura 121 — Mapa de correlagio HSQC (300 MHz 'H e 75 MHz "3C, TMS,
DMSO-de) de para o derivado 20.
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Figura 122 — Mapa de correlagio HMBC (300 MHz 'H e 75 MHz 3C, TMS, DMSO-ds) de para o derivado 20.
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indicando hidrogenios ligados a carbonos metinicos.
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Figura 123 — Espectro de *C RMN (75Hz, TMS, DMSO-dg) para o derivado
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

O processo de recuperagdo dos compostos derivados deste série
apresentou ndo ser totalmente efetivo para retirar todos os reagentes, ¢
possivel ver sinais de produto de partida, provavel produto de partida.
Correlacionando com um valor mais baixo de pureza, assim fez uso dos
mapas de correlagdo para caracterizar este derivado. No mapa de
correlagao HMBC foi possivel identificar as ligagdes spin-spin C-H.

O mapa de correlagdes HMBC apresentou as correlgdes do 'H &
4,86 com os 3C: §169,1; 162,2; 77,8ppm sdo caracteristicos para as
posicdes do carboxilato e da fun¢do amino. Este mesmo sinal tem
correlagdes com os '3C: § 151,5; 105,9; 155,4 ppm indicativos de anel
aromatico ¢ de C com hidroxilas ligadas ao anel e ainda ha correlacdes
com o aril: & 1439, 104,8 ppm. Os dois ultimos sinais sao
caracteristicos do sistema aril trisubstituido, possuem correlagdo com o
sinal de 'H 86,42 ppm integrando pra 2H ele estd ligado ao carbono
104,8 ppm, apresentado pelo mapa de correlagdo HSQC, confirmando
sua posi¢do pela correlagdo com o '*C & 34,3 ppm, carbono este onde
esta presente o H 8 4,86ppm. Ja os sinais de correlagdo dos 'H 66,02 e
5,97ppm confirmam o anel benzénico ligado ao anel pirano
principalmente pelas correlagdes °J com o sinal em §105,9 ppm e com o
8151,5 ppm respectivamente, e dados apresentados na tabela 18.
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Tabela 18 — Dados de 'H RMN e '*C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-d¢)
para o derivado 20, comparados aos dados do derivado 19.

DERIVADO 20 DERIVADO 19
Posi¢io 3'H " 5'H a
mult .(J Hz) 8 °C mult .(J Hz) 3 °C
1 - - R -
2 - 162,2 - 162,0
3 - 77,8 - 78,1
4 4,86 s 34,3 4,83 s 33,5
5 - 1554 - 1553
6 6,02 d(1.9) 99,1 6,05d(1.7) 99,0
7 - 157,4 - 157,2
8 5,97d(1.9) 94,1 5,95d(1.7) 94,0
9 - 169,1 - 169,1
10 357s 50,8 3,52s 50,8
4a - 105,9 - 106,2
8a - 151,3 - 151,1
1 - 143,9 - 141,9
2’ 6,42 s 104,8 6,82d(1.2) 112,0
3 - 152,7 - 148.4
4 - 136,0 - 147,2
5 - 152,7 6,75 d (8.4) 112,1
6’ 6,42 s 104,8  6,55dd (84,12) 1192
Ik 3,665 56,1 3,66 s- 55,9
8 357s 60,3 3,65s 55,9
9 3,665 56,1 - -
NH, 7,64 s - 7,64 s -
OH 9,35s - 9,35s -
OH 9,30 s - 9,30 s -
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz 3C, 75 MHz *C,
DMSO-ds) DMSO-ds)

5.2.5.1 Caracterizagdo por Espectrometria de Massas de Alta Reslugéo

Para confirmagdo da massa molecular do derivado foi realizada
a analise em espectrometro de massa de alta resolucdo, que apresentou
um pico no espectro (Figura 124) com relagdo massa carga (m/z) de
404,1350 para a massa do i6n que corresponde [C20H21NOs+H]" com
valor tedrico de massa calculada em m/z 404,1345.



Figura 124 — Espectro de massas de alta resolugdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 20. Eixo Y: intensidade (%); Eixo
X: relagdo carga/massa (m/z).
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5.2.6 Sintese do metil 2-amino-5,7-dihidroxi-4-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-4 H-cromeno-3-carboxilato (21)

Para este composto o benzaldeido utilizado foi o seringaldeido,
e o tempo de reagdo foi de 18 horas, e a reacdo resultou em um produto
com uma pureza de 93,6%.

Figura 125 - Cromatograma da derivado 21 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.2.6.1 Caracterizagdo por RMN

Os sinais apresentados pelo espectro de 'H RMN sdo
caracteristicos dos derivados sintetisados desta série, os sinais em: 9§
9,61; 9,38; 8,06 ppm s3o indicativos de H de hidroxilas, suas
correlagdes confirmam suas posigoes C-5, C-7 e C-4’ respectivamente.
Os sinais 1H & 6,07 ¢ 5,97 ppm com constante de acoplamento em
1,7Hz indicativo de hidrogénios de anel aromatico acoplando entre si na
posicdo orto, sendo estes nas posi¢des 6 e 8 respectivamente. Outros
sinais caracteristicos sdo os H de carbonos sp? ligados a oxigénios, por
isso sinais mais desblindados, o s § 3,57 ppm ¢ 0 s em & 3,64 ppm
integrando pra 2H, sendo eles C-10, C-7’ e C-9’ respectivamente.

O sinal em 6 4,82 ppm, onde apresenta correlgoes com & 169,2;
162,1; 147,8; 138,4 e 106,3 ppm indicativo da posi¢ao 4. O sinal 5 7,48
ppm nao faz correlagdo com nenhum C, apenas correlagoes fracas com o
0 162,1 ppm e com o 78,2 ppm caracteristico dos H do NH», estes dados
foram compilados na tabela 19.
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Figura 126 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado
21.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Figura 127 — Espectro de '*C RMN (75Hz, TMS, DMSO-d¢) para o derivado
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.
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Tabela 19 — Dados de 'H RMN e '*C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-d¢)
para o derivado 21, comparados aos dados do derivado 19.

DERIVADO 21 DERIVADO 19
Posicio 5'H " 8'H o
mult .(J Hz) 8 °C mult .(J Hz) 3 +C
1 - - R -
2 - 162,1 - 162,0
3 - 78,2 - 78,1
4 4,82 33,8 4,83 s 33,5
5 - 1554 - 1553
6 6,07 d (1.7) 99,1 6,05d(1.7) 99,0
7 - 157,2 - 157,2
8 5,97d(1.7) 94,0 5,95d(1.7) 94,0
9 - 169,2 - 169,1
10 357s 50,8 3,528 50,8
4a - 106,3 - 106,2
8a - 151,3 - 151,1
1 - 138,4 - 141,9
2’ 6,39 s 147,8 6,82d(1.2) 112,0
3 - 105,3 - 1484
4 - 134,2 - 147,2
5’ - 105,3 6,75 d (8.4) 112,1
6’ 6,39 s 147,8  6,55dd (8.4,12) 119,2
Ik 3,645 56,4 3,66 s- 55,9
8 - - 3,65s 55,9
9 3,645 56,4 - -
NH, 7,48 s - 7,64 s -
OH 9,6ls - 935s -
OH 9,38 s - 9,30 s -
(0): 8,06 s - - -
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz °C, 75 MHz 3C,
DMSO-dy) DMSO-dy)

5.2.6.2 Caracterizacdo por Espectrometria de Massas de Alta Reslugdo

O espectrograma reportou um pico com valor de relagdo massa
carga (m/z) de 390,1197, que ¢ atribuido ao valor do i6n da molécula
[C19H19NOg+H]", onde o valor tedrico calculado foi de m/z 390,1189,
confirmando assim a massa do produto da reagdo como sendo o
composto 21.



Figura 128 — Espectro de massas de alta resolugdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 21. Eixo Y: intensidade (%); Eixo
X: relagdo carga/massa (m/z).
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5.2.7 Sintese do metil 2-amino-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-5,7-
dihidroxi-4 H-cromeno-3-carboxilato (22)

Para este composto o benzaldeido utilizado foi a vanilina e o
tempo de reacdo foi de 18 horas. A reacdo resultou em um precipitado
em forma de p6 com uma pureza de 94,5%

Figura 129 - Cromatograma da derivado 22 por CLUE-PDA.
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Cromatograma adquirido em comprimento de onda de 240 nm; Eixo Y: intensidade;
Eixo X: tempo de reteng@o (minutos).As areas de todos os picos foram integradas e
a porcentagem de cada pico foi calculada.

5.2.7.1 Caracterizagdo por RMN

Os sinais apresentados no espectro de "H RMN foram: § 9,57 e
9,36 ppm para os H das hidroxilas do anel benzeno ligado ao anel
pirano; o sinal em & 8,62 ppm ¢ indicativo da hidroxila na posi¢do para
do anel aril, ja o "H 8 7,46 ppm ¢ caracteristico dos hidrogénios ligados
ao nitrogénio no NHo.

Os sinais seguintes sdo caracteristicos de sistema ABX em anel
aromatico, o d em J 6,78 ppm com constante de acoplamento de 1,4Hz
integrando pra 1H, juntamente com o sinal em & 6,56 ppm com J =
8,1 Hz apresentando um efeito telhado com o sinal em 6 6,43 ppm que
possui duas constantes de acoplamento uma igual a 1,4Hz e outra com
valor de 8,1 Hz e integrando pra 1H.

Os dois s, ambos integrando pra 1H, com deslocamento em 6
6,05 e 6,05 ppm, ambos com constantes de acoplamento de valor de
2,0Hz, indicando H de aromaticos com acoplamento em orfo,
caracteristicos ds hidrogénios do anel benzeno ligado ao anel pirano.
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Figura 130 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado
22.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Figura 131 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-d¢) para o derivado
22, ampliado na regido entre 8,00 - 5,90 ppm.
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Ainda e ainda ¢ possivel observar a presenga do sinal em 6 4,80
ppm que ¢ caracteristico do sinal em C-4, tendo em vista suas
correlagdes com o C do éster e com o C do anel pirano ligado a funcao
amino, e dois sinais em & 3,67 ¢ 3,56 ppm indicativos de hidrogénios
ligados a carbonos metinicos ligado a heterodtomos eletronegativos,
ambos integrando pra 3H. O sinal em & 3,56ppm devido a sua correlagdo
com o C em 6169,2 ppm eh indicativo da posi¢do C-10, sendo assim a
outra metoxila est4 na posi¢ao C-3°.

Figura 132 — Espectro de '*C RMN (75Hz, TMS, DMSO-de) para o derivado
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.

Tabela 20 — Dados de 'H RMN ¢ "*C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-dy)
para o derivado metil 2-amino-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-5,7-dihidroxi-4H-
cromene-3-carboxilato (22), comparados aos dados do derivado 19.

DERIVADO 22 DERIVADO 19
Posi¢io 3'H - 8'H "
mult .(J Hz) 3vC mult .(J Hz) 3 1C
1 R - - R
2 - 162,1 - 162,0
3 - 78,4 - 78,1
4 4,80 s 33,4 483 s 33,5
5 - 1554 - 1553
6 6,05 d (2.0) 99,0 6,05d (1.7) 99,0
7 - 157,1 - 157,2
8 5,94 d (2.0) 94,0 595d(1.7) 94,0
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9 - 169,2 - 169,1
10 3,565 50,8 3,525 50,8
4a - 106,5 - 106,2
8a - 151,2 - 151,1
r - 1393 - 141,9
2 6,78 d (1.4) 12,4 6,82d(1.2) 112,0
3 - 144,8 - 1484
e . 147,1 y 1472
5 6,58 d (8.1) 1153 6,75 d (8.4) 112,1
5 643dd (8.1;1.4) 1195 6,55dd (84,1.2) 1192
7 3,67s 55,9 3,66 5- 55,9
8 - - 3,655 55,9
NH, 746 s . 7,64 s -
OH 9,36 5 - 9,43 s -
OH 9,57 s . 9,64 s .
oW’ 8,62 s . - .
(300 MHz 'H, (300 MHz 'H,
75 MHz °C, 75 MHz °C,
DMSO-dy) DMSO-dy)

5.2.7.2 Caracterizacdo por Espectrometria de Massa de Alta Resolucdo

O espectrograma de massas de alta resolugdo (Figura 132)
apresentou um pico com valor de relagdo massa carga (m/z) de
360,1092 correspondente ao i6n [CisHi7NO7+H]*, o valor tedrico
calculado foi de m/z 360,1083.



Figura 133 — Espectro de massas de alta resolugdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado 22. Eixo Y: intensidade (%); Eixo
X: relagdo carga/massa (m/z).
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5.2.8 Sintese do (2E,4E)-metil 2-ciano-5-fenilpenta-2,4-dienoate (15)

Este derivado foi obtido como subproduto de uma reagéo, sendo
identificado como o produto intermediario da condensagdo de
Knoevenagel entre o benzaldeido, o cinamaldeido e o metilcianoacetato.
Este subproduto foi identificado e posteriormente também enviado para
testes de atividade bioldgica. Ndo ocorrendo entdo a cicloadiagéo, este
subproduto reacional, identificado como produto intermedidrio obteve
pureza de 62,6%.

Figura 134 — Cromatograma do derivado 15 por CLUE-PDA.
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5.2.8.1 Caracterizacdo por RMN

A analise de "H RMN (Figura 133) mostra sinais de multipleto
em o 8,04; 7,61; 7,31; 7,29 ppm; ¢ um singleto em & 3,91 ppm
integrando pra 3H. Os sinais 67,61 ppm e 67,31 ppm integram pra 2H e
o sinal em 8§ 7,44 ppm integra pra 3H. O espectro de '3C RMN
apresentam sinais com deslocamento em & 53,1; 104,0; 114,5; 123,0;
128,6 (2C); 129,2 (2C); 131,3; 134,6; 149,2; 155,7; 162,9. Este é um
composto ja sintetizado e elucidado quimicamente, e foi caracterizado
de acordo com a literatura (MOTOKURA et al., 2005).
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Figura 135 — Espectro de 'H RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado
15.
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Figura 136 — Espectro de '*C RMN (300Hz, TMS, DMSO-ds) para o derivado
15.
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Deslocamento quimico, expresso em ppm relativo ao TMS.
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Tabela 21 — Dados de 'H RMN e '*C RMN (300Hz, 75Hz, TMS, DMSO-ds)
para o derivado 15, comparados aos dados da literatura.

DERIVADO 15 (MOTOKURA et al., 2005)
Posi¢do 8 'H . 5'H -
mult .(J Hz) 3 =C mult .(J Hz) 8 +C
1 - 162,3 - -
2 - 104,0 - -
3 8,04 m 155,7 8,01 dd (4.4) -
4 7,29 m 123,0 724-729m -
5 731 m 149,2 724-729m -
6 - 134,6 - -
7 7,61 m 128,6 7,57 -7,59 m -
8 7,44 m 129,2 741-743m -
9 7,44 m 131,5 741-743m -
10 7,44 m 129,2 7,41-743 m -
11 7,61 m 128,6 7,57-1,59 m -
12 - 114,5 - -
13 391s 53,1 3,89 -
(300 MHz 'H, (400 MHz 'H,
75 MHz °C, 100 MHz °C,
CDCl;) CDCl3)

5.2.8.2 Caracterizacdo por Espectrometria de Massas de Alta Resolucao

O espectro de massas de alta resolugdo (Figura 137) apresentou
um pico, com valor de relagdo massa carga (m/z) de 214,0850
([Ci3H1INO+H]"), o wvalor teérico calculado foi m/z 214,0868,
confirmando assim a massa molecular do produto intermediario.



Figura 137 — Espectro de massas de alta resolugdo ESI-Q-TOF (modo positivo) para o derivado (2E,4E)-metil 2-ciano-5-
fenilpenta-2,4-dienoate, derivado 15. Eixo Y: intensidade (%); Eixo X: relagdo carga/massa (m/z).
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Quadro 3 - Estrutura dos Derivados Aril-Cromenos Sintetizados.
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5.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS
5.3.1 Citotoxicidade

A citotoxicidade dos derivados 3-22 assim como a doxorubicina
(farmaco controle positivo) foram determinadas em celilas leucémicas
em linhagem de celulas sensiveis a droga e em linhagens de células
multiresistentes CCRF-CEM e CEM/ADRS5000 respectivamente. Os
compostos 10 11, 12, e 15 apresentaram atividade citotoxica significante
em ambas as linhagens celulares CCRF-CEM e CEM/ADRS000 (Tabela
22).

O valor de ICso ¢ um dado importante para avaliar a poténcia da
atividade testada do derivado, quanto menores estes valores mais
eficiente ¢ a a¢do do derivado. Valores de ICso menores que 1 uM foram
observados nos compostos 12 (0.78 uM), 15 (0.61 puM), e na
doxorrubicina (0.02 uM) frente as celulas CCRF-CEM, o menor valor
foi observado no derivado 15 que apresentou um valor de ICso de 0.56
uM frente a células leucémicas resistentes CEM/ADRS000. Esta
linhagem celular de células leucémicas apresentou hipersensibilidade ao
composto 15 (Tabela 22) com um grau de resisténcia inferior a 0.90,
sugerindo um potencial efeito na inibi¢do da expressdo glicoproteina-P
(MBAVENG; KUETE; EFFERTH, 2017).

Tabela 22 - Citotoxicidade das piranocumarinas ¢ da doxorrubicina frente a
células leucémicas, determinada pelo ensaio de resazurina.

Linhagens Celulares, valor de ICsy expressos em

Derivados UM e grau de resisténcia* (entre parenteses)
CCRF-CEM CEM/ADRS5000

3 33.75+0.93 >90 (nd)
4 1.65+0.56 32.49 £ 0.04 (19.63)
5 2.02+0.57 44.29 +5.20 (21.90)
6 722+1.21 67.87 = 8.09 (9.40)
7 6.75+3.01 76.99 +2.12 (11.40)
8 624141 >90 (nd)
9 4.81+2.35 17.87 +1.08 (3.72)
10 1.52+0.39 5.65+1.16 (3.71)
11 1.37+£0.22 5.10£0.76 (3.71)
12 0.78+0.11 3.12£0.95 (4.02)
13 >90 29.33 +1.26 (nd)
14 10.43+£0.59 61.63+7.41(5.91)
15 0.61+0.07 0.56 +0.03 (0.92)
16 10.70 £ 1.57 13.58 +1.28 (1.27)
17 15.46 +0.67 16.00 + 1.03 (1.03)
18 1146 £2.35 38.85+2.25(3.39)

19 27.40 129 >90 (nd)




186

20 2141 +£7.17 >90 (nd)

21 2722+ 10.75 69.40 + 4.36 (2.55)

22 22.71+1.77 >90 (nd)
Doxorrubicina 0.02  0.00 66.83 + 2.20 (3341)

(*): O grau de resisténcia foi determinado pela razdo do valor de ICso nas células
resistentes CEM/ADRS5000 divido pelo ICso nas células sensiveis, CCRF-CEM. nd.
nao determinado

Além do derivado 15, as células resistentes CEM/ADRS5000
apresentaram uma sensibilidade moderada aos compostos de 9 a 12,
com valores de ICso de 17.87, 5.65, 5.10, e 3.12 uM, respectivamente.
No entanto, todos estes valores sdo maiores que o encontrado para o
composto 15 frente a linhagem celular CEM/ADRS5000. Estes
compostos mostraram aividade significante também nas células
sensiveis CCRF-CEM. Assim como o derivado 15 apresentou menores
valores de ICsop quando comparado com os derivados de 9-12, esta
observacdo permaneceu quanto aos seus graus de resisténcia (3.72, 3.71,
3.71, and 4.02, respectivamente).

Continuando a avali¢do da atividade citotdxica, os compostos
16 e 17 apresentaram praticamente o mesmo grau de atividade que foi
moderada contra a células sensiveis e multiresistentes. O mais
importante observado foi que a linhagem celular resistente
CEM/ADRS5000 aprensentou-se mais sensivel aos derivados 4, 5, ¢ 9-18
do que a doxorrubicina (Tabela 22).

O sistema altamente conjugado que ¢é caracterizado por uma
alta transicdo eletronica do derivado 15 pode ser o parametro estrutural
que promove a acdo citotdxica contra ambas as linhagens celulares,
sensivel e resistente, e esta caracteristica explicaria o porqué deste
composto ser mais ativo do que os outros.

Exceto pelo derivado 13, que ndo foi ativo contra as células
sensiveis, todos os outros derivados piranocumarinicos foram
citotoxicos. Ainda, os compostos 4-12, e 14 foram mais ativos do que os
compostos derivados 4-aril-4H-chromene (16-22). Os derivados 10-12
que possuem um grupo &ster (CO2Me) na posicdo 9 foram mais potentes
que os seus semelhantes (4-6) que possuem um grupo CN na mesma
posicdo. E importante mencionar que os derivados 10-12 que obtiveram
atividade significativa frente a linhagem de células leucémicas sensiveis
CCRF-CEM contém respectivamente 4-CIC¢Hs, 4-BrCsHs, and 4-
NO2CsHs como substituintes no carbono CH sp3, na posigdo 10.
Contudo, entre os derivados com atividade citotoxica moderada, as
piranocumarinas angulares com o grupos aril metoxilados adjacentes ao
grupo CN (7 e 8) demonstraram uma citoxicidade maior do que aqueles
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que trazem o mesmo grupo aril metoxilado adjacente a um grupo éster
CO>Me (13 ¢ 14). Assim, foi obervado que os grupos OH e MeO
desfavorecem a atividade citotoxica.

Enquanto os derivados 3, 8, 19, 20, ¢ 22 ndo apresentaram
citotoxicidade frente a células resistentes, os outros compostos
heterociclicos bem como o produdo intermediario, apresentaram
atividade. As piranocumarinas 10-12 possuem o grupo éster CO,Me e
foram mais ativas contra a linhagem resistente de células leucémicas do
que todos os derivados 4-aril-4H-chromenes (16-18 and 21), que por sua
vez foram mais potentes que os piranocromenos (4-7) que possuem o
grupo CN. Os derivados heterociclicos mais citotoxicos (10-12) contém
em sua molécula o 4-CIC¢Hs, 0 4-BrCsH4, € 0 4-NO,CsHs como
substituintes ao lado do grupo CO;Me. Sendo assim, a linhagem
resistente de células leucémicas CEM/ADRS5000 se mostrou mais
senssivel aos piranocromenos angulares com o grupo éster na posi¢ao 9
do que os que possuem o grupo CN. Os inativos ou com atividade
citotoxica fraca foram os derivados que contém o grupo MeO na porg¢ao
aril (7, 8, 13, 14, and 19-22). Ainda, entre os derivados heterociclicos
que possuem o grupo CN, o piranocromeno com o grupo estireno
demonstrou ser mais ativo na linhagem celular CEM/ADRS5000 do que
os que continham OH e MeO.

Os 4-aril-4H-cromenos que possuem halogénios e grupo nitro
(16-18) apresentaram atividade contra células CCRF-CEM com mesmo
grau de intensidade, porém o derivado 18, que possue um grupo NO- foi
2 vezes menos ativo contra células CEM/ADRS5000 do que os derivados
16 e 17. Cromenos contendo outros substituintes foram 2 vezes menos
ativos nas células sensiveis CCRF-CEM, e ao mesmo tempo estes
compostos ndo apresentaram atividade ou foram de intensidade fraca
contra as células resistentes CEM/ADRS5000.

Como préximo passo, foi estudado a distribuicdo do ciclo
celular da CCRF-CEM na presenga dos compostos mais citotoxicos (12
e 15). Os derivados 12, 15, e doxorubicina causaram alterag@o nas fases
do ciclo celular de maneira dose dependente causando o aumento da
populagdo de células na fase sub-G0/G1. O derivado 12 causou a parada
do ciclo celular entre GO/G1, isto ocasionou uma diminui¢do de células
nas fases S e G2/M quando comparado ao controle, sugerindo que estas
células ndo sofriam sintese de DNA e nem realizavam mitose (apoptose
celular) na presenga do derivado 12. Além disso, o derivado 15 induziu
a parada do ciclo celular nas fases S e G2/M, enquanto que o dobro de
ICsp induziu a diminuicdo da populagdo de células na fase GO/G1
comparando com o controle.



188

Como indicagdo de apoptose, foi utilizada a porcentagem de
células na fase subG0/G1. Porcentagem esta que apds o tratamento com
o derivado 12 estava em uma faixa de 4.76% (% x 1Cso) a 18.84% (2 x
ICsp), uma faixa de 4.56% (Y% x ICsp) a 25.40% (2 x ICsp) apds o
tratamento com o derivado 15, e uma faixa de 4.81% (Y4 % ICso) a
10.35% (2 x ICs0) quando tratado com doxorrubicina. Nas células nao
tratadas, a porcentagem destas células na fase sub-G0/G1 foi de 1.78%
(Figura 137). Os dados obtidos, no geral, destacam a possibilidade de
utilizar, especialmente, o derivado 12 para desenvolver novos farmacos
para combater a leucimia e a leucemia multi-resistente.

Figura 138 - Distribuig¢do do ciclo celular de células leucémicas CCRF-CEM
tratadas com os derivados 12, 15 e doxorrubicina por 24h.
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Estudos que visaram estudar simultaneamente quimioterapias
contra o cancer e contra doengas parasitarias revelaram que compostos
utilizados na terapia anticAncer podem apresentar-se como potencial
agentes antiparasitarios. Sdo exemplos a alsterpaulona, relatado como
inibidor de células CDK em células cancerosa, € aminobifosfonados,
descritos como agentes apoptoticos em osteoclastos, que apresentaram
otimos efeitos antiparasitarios em Leishmania mexicana amasonensis €
T. cruzi. Uma caracteristica semelhante entre células de cancro e os
parasitas ¢ que ambos vivem e se multiplicam de maneira independente
no hospedeiro, sendo assim a carcinogenése tem sido repetidamente
associada com doengas infectoparasitarias (KLINKERT; HEUSSLER,
20006).
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Por tanto o presente estudo achou apropriado também avaliar a
atividade antiparasitaria dos derivados 3-22 em parasitas amastigotas
intracelulares de L. amazonensis e T. cruzi. As células utilizadas como
hospedeiro para os parasitas foi de linhagem celular de monodcitos
humanos de leucemia THP-1.

5.3.2 Atividade Antiparasitaria

Doze dos 20 derivados testados foram ativos contra 7. cruzi,
enquanto que apenas 5 destes vinte apresentaram atividade contra L.
amazonensis. Os compostos 4, 10, e 12 demonstraram significante
atividade tripanocida com um valor de ICso de 4.42, 8.16 ¢ 9.31 uM,
respectivamente (Tabela 23). Estes 3 derivados foram mais potentes que
o benznidazol, utilizada como droga controle, o qual inibiu 50% dos
parasitas com uma concentragdo de 11.05 pM. A atividade
antitripanossoma dos derivados 5, 6, 11, 13-18 foram fracas ou
moderadas com o valor de ICso variando entre 11.43 e 42.21 uM. Todos
os derivados testados foram citotoxicos para a célula hospedeira,
apresentando indices de seletividade (SI) menores que 6.

Tabela 23 - Efeito de inibicdo dos derivados 3-22 contra amastigotas
intracelulares de T. cruzi e L amazonensis e seus indices de seletividade (SI) em
células THP-1.

T. cruzi THP-1 L. amazonensis
Derivados 1Csp (UM) SI CCso (uM) 1Cso (UM) SI

4.42+1.51 <3.53 <15.60 - -
4221196  <0.37 <15.60 - -
34.20+3.61 <0.45 <15.60 - -

3

4

5

6

7

8

9 - - - -
10 8.16£1.75 <1.91 <15.60 38.43+4.20 <0.40
11 21.73+3.78 <0.72 <15.60 33.21+1.72 <047
12 9.31£1.56 <1.67 <15.60 33.10+£1.52 <0.47
13 11.43+1.37 <1.36 <15.60 - -
14 34.70+2.30 0.74 25.65+8.77 - -
15 28.42+2.51 <0.55 <15.60 53.75+¢1.85 <0.29
16 35.54+0.11 2.13 75.62+7.18 - -
17 39.58+1.52 1.95 77.45+8.94 - -
18 15.45+0.60 5.78 89.26+9.96 | 52.274+2.07 1.71
19

20

21 - - - - -

Benznidazol 11.05£0.22  >45.24 >500 - -
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Anfotericina B - - | 27.86+0.98 | 0.14+0.02 199

Atividade antileishmania foi observada nos derivados 10-12,
15, ¢ 18 com ICso em uma faixa de 33.10 a 53.75 uM. Estes sao valores
que caracterizam atividade fraca se comparados com o farmaco controle
anfotericina B. Ainda, estes compostos antileishmania mostraram
apenas uma fraca seletividade para as células THP-1.

O mais ativo derivado, o 4, contra 7. cruzi possui um 4-
clorofenil na por¢do adjacente ao grupo carbonitrila, e esta atividade
caiu pela metade, quando o grupo CN foi substituido pelo grupo CO,Me
(derivado 10). Porém, o oposto foi observado quando analisada a
atividade tripanocida dos derivados 5 e 6, comparados aos derivados 11
e 12, respectivamente. O grupo estireno presente no derivado 18 reduziu
a toxicidade nas células THP-1, embora a atividade tripanocida (15.45
uM) tenha sido moderada.
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6 CONCLUSOES

. A estratégia sintética utilizada neste estudo foram adequadas
para sintetizar 20 novos compostos cromenos, € posteriormente foram
caracterizados.

* A npartir desta estratégia sintética, quanto a sintese das
piranocumarinas foi possivel sintetizar 11 compostos, 4-14. Sendo 9
novos.

*  Quanto a sintese dos 4-aril-4H-cromenos, mostrou-se adequada
para a obtencdo de 7 compostos novos, 16-22.

* A sintese de benzopiranos também proporcionou a formagéo de
um subproduto (15), identificado e caracterizado.

. A citotoxicidade foi determinada para todos os compostos, com
exce¢do do composto 13, todos foram citotoxicos para células CCRF-
CEM. Sendo que os dois mais ativos em células CEM/ADRS5000, o
metil 8-amino-10-(4-nitrofenil)-5-hidroxi-4-metil-2-0x0-2,10-
dihidropirano[2,3-f]cromeno-9-carboxilato (12) e o subproduto 15,
foram selecionados para avaliacdo das alteragdes das fases celulares e
relagdo estrutura atividade.

. A série de compostos proporcionou a obten¢ao do composto 12
e o mesmo foi selecionado para a realizagdo da analise do ciclo celular
sob a a¢do do referido composto. O teste aplicado se mostrou adequado
para avaliar as fases celulares e como indicagdo de apoptose, foi
utilizada a porcentagem de células na fase subG0/G1, porcentagem esta
que apds o tratamento com o derivado 12 estava em uma faixa de 4.76%
(Ya x 1Cs0) a 18.84% (2 x ICsp), e uma faixa de 4.81% (% x ICso) a
10.35% (2 x ICso) quando tratado com doxorrubicina. Nas células ndo
tratadas, a porcentagem destas células na fase sub-G0/G1 foi de 1.78%
(Figura 137). Os dados obtidos entdo demonstraram que o derivado 12
induz a apoptose e que este é um possivel prototipo para desenvolver
novos farmacos para combater a leucemia e a leucemia multi-resistente

. A atividade antiparasitaria foi observada em 12 dos 20
compostos descritos neste trabalho. Sendo os compostos 4, 10 ¢ 12 mais
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ativos contra o Trypanosoma cruzi do que o medicamento referéncia, o
Benznidazol.Atividade antileishmania foi observada nos derivados 10-

12,15,¢ 18.
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