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Tudo Passa
Certo dia um sacerdote percebeu a seguinte frase em um pergaminho pendurado aos peés
da cama de seu mestre:

"Isso também passa.”

Com a curiosidade de cada ser humano resolveu perguntar:
-"Mestre, o que significa essa frase?"
E o mestre sem titubear Ihe respondeu:
-A vida nos prega muitas pegas, que podem ser boas ou ndo. Mas tudo significa
aprendizado. Recebi esta mensagem de um anjo protetor num desses momentos de dor
onde quase perdi a fé. Ela é para que todos os dias antes de me levantar e de me deitar
possa ler e refletir. Para que quando tiver um problema, antes de me lamentar eu possa me
lembrar que "isso também passa". E para quando estiver exaltado de alegria, que tenha
moderagado e possa encontrar o equilibrio, pois "isso também passa". Tudo na vida é
passageiro assim como a propria vida, tanto as tristezas como também as alegrias. Praticar
a paciéncia e perseverar no bem e nas boas acgdes ter simplicidade, fé e pensamentos
positivos mesmo perante as mais dificeis situacdes € saber viver e fazer da nossa vida um
constante aprendizado. E ter a consciéncia de que todas as pessoas erram, de que o ser
humano ainda € um ser imperfeito em busca da perfeigao e por isso até saber que se muitas
vezes nos decepcionamos com pessoas € porque esperamos mais do que elas estao
preparadas para dar, dentro de seu contexto e grau de compreensdo. Deste modo, meu
amigo, toda vez que olho para essa frase, meu coragéo se aquieta e a paz me invade, pois

sei que "isso também passa".
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Souza, L.C. Sintese e Investigacdo das Atividades Biolégicas de Diidro-piran-2,4-dionas
[Synthesis and Investigation Dihydro-pyran-2,4-dione's Biological Activities]. Maceid, 2007,
177 p. Tese (Doutorado em Quimica e Biotecnologia) — Instituto de Quimica e Biotecnologia -
UFAL

Resumo

Este trabalho apresenta a sintese de sete diidro-piran-2,4-dionas e a
investigagcdo de algumas de suas atividades bioldgicas (moluscicida, antiulcera,
antioxidante e anticolinesterasica). Estes compostos foram obtidos, em rendimentos
que variaram de moderados a bons (50 — 85%), através da condensagéo alddlica do
didnion de um B-cetoéster com um aldeido ou uma cetona, seguido de hidrolise basica
do éster e lactonizagdo em meio acido. Na primeira investigagao sobre suas atividades
biolégicas, as diidro-piran-2,4-dionas foram inativas frente ao caramujo adulto da
espécie Biomphalaria glabrata, apresentando-se ativo apenas frente a sua desova. Os
estudos sobre atividade antiulcera nao foram satisfatorios pois os resultados obtidos
para as diidro-piran-2,4-dionas nao foram significativamente diferentes daqueles
observados no grupo controle. Para a determinacdo da atividade antioxidante
escolheu-se 0 ensaio espectrofotométrico com o radical estavel DPPH. Os resultados
obtidos para as diidro-piran-2,4-dionas, neste ensaio, foram similares aos observados
para o controle positivo utilizado, BHT, e mostram que estas se constituem numa
promissora classe de antioxidantes sintéticos. Os resultados obtidos apontam ainda
para uma possivel correlacado entre a concentracao da forma endlica no equilibrio, o
pKa da hidroxila deste enol e a capacidade de reducdo do radical livre DPPH.
Verificou-se que grupos retiradores de elétrons ligados ao anel aumentam a atividade,
enquanto que a introdugdo de grupos doadores de elétrons causa uma redugao da
atividade. Ao estender os ensaios para outros compostos 1,3-dicarbonilicos aciclicos,
verificou-se que estes nao apresentam atividade antioxidante frente ao radical livre
DPPH. Este fato indica que a conformacdo também pode ser decisiva para a
manifestacdo da atividade estudada. A investigagdo da atividade anticolinesterasica
ainda nao apresentou dados conclusivos, mas os ensaios preliminares mostraram
resultados bastante promissores, com porcentagem de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase entre 50% - 60%.

Palavras-chave: diidro-piran-2,4-diona, moluscicida, antitlcera, DPPH,
acetilcolinesterase
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Souza, L.C. Synthesis and Investigation Dihydro-pyran-2,4-dione's Biological Activities [Sintese
e Investigagcdo das Atividades Biolégicas de Diidro-piran-2,4-dionas]. Macei6, 2007,
177 p. Tese (Doutorado em Quimica e Biotecnologia) — Instituto de Quimica e Biotecnologia -
UFAL

Abstract

This work presents synthesis of seven dihydro-pyran-2,4-diones and
investigation of some of its biological activities (moluscicidal, antiulcer, antioxidant and
anticholinesterasic). These compounds were prepared - in yields that had varied of
moderate to good (50 - 85%) - through the aldol condensation of B-ketoester's dianion
with an aldehyde or a ketone, basic hydrolysis, followed of lactonization in acid medium.
In the first investigation about its biological activities, dihydro-pyran-2,4-diones had
been inactive on Biomphalaria glabrata adult, presenting active only on its egg masses.
Studies about antiulcer activity were not satisfactory therefore results obtained for
dihydro-pyran-2,4-diones were not significantly different of those observed in the control
group. For determination of the antioxidant activity, the spectrophotometric assay with
stable radical DPPH was chosen. The results obtained for dihydro-pyran-2,4-diones, in
this assay, were similar to the observed ones for the positive control used, BHT, and
show that these compounds constitute in a promising synthetic antioxidants. Results
obtained still point with respect to a possible correlation between enol concentration in
the equilibrium, and the capacity of reduction of free radical DPPH. It was verified that
electron withdrawing groups increase the activity, whereas introduction of electron
donators groups cause a reduction of the activity. When assays were extended for other
acyclic 1,3-dicarbonilic compounds, was verified that these don't present antioxidant
activity on free radical DPPH. This fact indicates that conformation also can be decisive
for manifestation of the studied activity. The inquiry of the anticholinesterasic activity not
yet presented results conclusive, but the preliminary assays showed resulted sufficiently
promising, with percentage of inhibition of the enzyme acetylcholinesterase between
50% - 60%.

Key words: dihydro-pyran-2,4-dione, moluscicidal, antiulcer, DPPH,
acetylcholinesterase
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Introducao 1

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A busca do homem por solugdes que pudessem aliviar suas dores e
doencas € uma constante desde os tempos mais remotos. Para este fim, a

Natureza sempre foi a principal fonte de substancias terapéuticas.

O desenvolvimento da Quimica durante o século XIX levou ao
isolamento dos principios ativos responsaveis pela atividade bioldgica
observada em plantas ou animais. Posteriormente, os avancos da Sintese
Orgénica tornaram possivel a obtengao de substéncias antes provenientes

apenas de fontes naturais e também de outras ndo encontradas na natureza.

Atualmente, os farmacos sdo desenvolvidos como parte de um esforgo
organizado para descobrir novos tratamentos para doengas especificas. Varios
meétodos sdo empregados com esta finalidade. Dentre estes podemos

destacar:
Triagem aleatoria de produto naturais ou sintéticos em bioensaios;
Isolamento e purificagdo dos principios ativos de fontes naturais;

Preparagao de novos compostos baseado na estrutura de substincias de

ocorréncia natural;

Preparagdo de analogos estruturais de substancias sintéticas com

atividades bioldgicas interessantes;

Planejamento racional de uma droga especifica para atuar num

determinado alvo terapéutico.

As propriedades biolégicas que um composto apresenta sao
determinadas pela sua estrutura quimica. Logo, uma variagdo na sua estrutura

deve provocar também uma mudanga nas suas propriedades biologicas
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(AUSTEL, 1989). Por isto, até o momento, a estratégia mais produtiva para a
sintese de novos farmacos consiste na modificagcdo molecular de um composto
protétipo que apresente uma atividade farmacoldgica. A atividade apresentada
pelo protétipo pode ser baixa e podem existir efeitos colaterais indesejaveis,
mas ele fornecera o ponto de partida. A modificacdo molecular pode aumentar
a atividade farmacologica apresentada pelo protétipo ou reduzir efeitos
colaterais indesejados, através da obtencdo de substancias analogas
(GANELLIN, 1992).

Dentro do contexto da busca por novos farmacos, o nlcleo 4-
cromanénico (1) merece destaque, uma vez que € encontrado em uma grande
variedade de produtos naturais biologicamente ativos (SOUZA, 2002). Dentre
estes produtos, destacam-se cerca de vinte acidos isolados da casca de
diferentes espécies de Calophyllum, Figura 1, (SAMARAWEERA et al, 1983;
NOLDIN et al, 2006).

OH R, OH O OH

R R, R

HO O 0] 0] O
Ry 3 R2 R
(1) (2) (3)

FIGURA 1. Estruturas basicas dos principais acidos isolados de Calophyllum sp.

Os 4cidos isolados de Calophyllum possuem diversas atividades
biolégicas. A mistura de acidos caloverticilicos A (4), B (5) e C (6), Figura 2,
isolados de Calophyllum verticillatum, exibem atividade moluscicida frente a
Biomphalaria glabrata (RAVENLOJATO et al, 1987).

Acidos caloverticilicos A (4) e B (5) Acido caloverticilico C (6)

FIGURA 2. Estrutura dos acidos isolados da C. verticillatum.
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Da Calophyllum brasiliense foram isolados os Acidos inofiloidico (7),
brasiliénsico (8) e isobrasiliénsico (9), Figura 3 (STOUT & BRECK, 1970).
Testes farmacolégicos demonstraram que fragbes contendo uma mistura
destes acidos apresentaram atividade gastroprotetora, em modelos de ulceras
induzidas por etanol, indometacina e estresse hipotérmico (MARTINS et al,
1994). Além disso, também se verificou que estes compostos apresentam acgao
analgésica periférica (OLIVEIRA & MARTINS, 1994) e baixa toxicidade por via
oral (OLIVEIRA et al, 1994).

0O~ “OH
Acido inofiloidico (7) Acido brasiliénsico (8) Acido isobrasiliénsico (9)

FIGURA 3. Estruturas dos acidos isolados da C. brasiliense.

Recentemente foram isolados quatro novos acidos de C. brasiliense, 10
— 13. Estes acidos demonstraram atividade antibacteriana frente a Bacilus

cereus e Staphylococus epidermitis, Figura 4 (NOLDIN et al, 2006).

(10) Ry =H, R, = CHj4 (12) Ry =H, R, = CHj;
(11) Ry=CH3, R, =H (13) Ry =CH3 Ry =H

FIGURA 4. Estruturas dos novos acidos isolados da C. brasiliense.

O presente trabalho tem como propdsito desenvolver uma nova

metodologia geral para a preparagao do nucleo 1, através da condensagéao de
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um B-cetoéster e uma diidro-piran-2,4-diona, Esquema 1. A principal vantagem
deste estudo reside no fato de que a nova metodologia proposta permitira a
preparagao regiosseletiva de 4-cromanonas com diferentes padrdes de
substituicdo nos carbonos C-6 e C-8 tais como aparecem nos acidos isolados
de Calophyllum. Os métodos encontrados, até o momento, na literatura para a
sintese destas substancias sao limitados, pois ndo podem ser estendidos para
a obtencao de 4-cromanonas mono-, di- ou trissubstituidas nas posi¢coes C-6 e
C-8 regiosseletivamente (JAIN et al, 1969; JOSHI & RANE, 1967; FARKAS et
al, 1966; YANG et al, 2006; XU et al, 2003; REHDER & KEPLER, 1996).

OH O

EcelVol¥e

(14) (15)

EsSQUEMA 1. Proposta para a sintese de 4-cromanonas

Além deste aspecto, a estratégia de sintese proposta acima é bastante
atraente, pois prevé a preparagdo de diidro-piran-2,4-dionas (15), unidades
estruturais importantes encontradas também em um grande numero de outros
produtos naturais (KIM et al, 1997; DOUGLAS et al, 1999). Por isto, também
faz parte da proposta deste trabalho a preparacdo de varias diidro-piran-2,4-
dionas, a fim de avaliar o seu potencial biolégico. Através dos resultados
obtidos, tentar estabelecer uma relagao entre a estrutura quimica e a atividade

bioldgica destes.
1.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE DIIDRO-PIRAN-2,4-DIONAS

O nucleo diidro-piran-2,4-diona (15) € uma pB-ceto-6-lactona, também
conhecida como B-ceto-valerolactona. Ele existe em equilibrio tautomérico com
a correspondente forma endlica, 4-hidroxi-5,6-diidro-piran-2-ona  (16),
Esquema 2, e é uma unidade estrutural encontrada em uma variedade de

substancias terapeuticamente importantes (DOUGLAS et al, 1999).
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EsQUEMA 2. Equilibrio ceto-endlico das diidro-piran-2,4-dionas

O femprocoumon (17), uma 4-hidroxicumarina, atua como um inibidor da
protease do HIV (Ki 1 uM e ICs0 100 — 300 uM) (THAISRIVONGS et al, 1994).
Quando o anel 4-hidréxicumarinico deste prototipo foi substituido pelo sistema
4-hidroxipirona como em 18 ou pelo nucleo 4-hidréxi-diidro-pirona como em 19
e 20, Figura 5, a atividade biolégica mencionada foi otimizada. Os seguintes
resultados foram observados para a interagdo entre estes compostos e a
protease do HIV (K; 38 nM e IC5 3 uM), (Ki 15 nM e IC5, 5 uM) e (1,2nM e 1Csp
0,5 uM), respectivamente (WATENPAUGH et al, 1996).

-
OH

N Ph

o)
Femprocoumon (17)

K; 1 uM e ICs5, 100 - 300 uM

OH OH OH
P Xy “Ph Ph ~
Ph 0 0 0" =0 N
HN =/
(18) (19) (20) o0

K 38nMelCgsp3uM K 15nMelCsy5uM K 1,2nM e ICs 0,5 uM

FIGURA 5. Exemplos de 4-hidréxi-diidro-piran-2-onas com atividade inibidora da
protease do HIV

Outro importante produto natural no qual se observa o esqueleto 4-
hidroxi-diidro-pirona € o acido alternarico (21), Figura 6, isolado em 1949 de
Alternaria solani (TABUCHI et al, 1994). Esta substancia exibe alta

especificidade para a inibicdo da germinacédo em certas cepas de fungos a
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concentragdes de 100 nM (TABUCHI et al, 1994). Além desta atividade, o acido
alternarico (21) mostra seletiva atividade fitotoxica (TABUCHI et al, 1994).
OH O OH

R AN ’d
HO ‘co,H o

Acido Alternarico (21)

FIGURA 6. 4-hidréxi-diidro-piran-2-ona com atividade antifungica

Diidro-piran-2,4-dionas também apresentam atividade bactericida. Fang
et al (2002) verificaram que a 3-anilinometileno-6-fenil-5,6-2H-diidro-piran-2,4-
diona (22), Figura 7, possui atividade antibacteriana.

i Ly
72 N

H
O

3-anilinometileno-6-fenil-5,6-2H-diidropiran-2,4-diona (22)

FIGURA 7. Diidro-piran-2,4-diona com atividade antibacteriana.

Outras diidro-pironas que tém atraido o interesse da industria
farmacéutica sao (+)-diidro-kavain-5-ol (23), (+)-kavaina (24), diidro-kavaina
(25) e a metisticina (26), Figura 8. Elas s&o os principais constituintes da
espécie vegetal conhecida como kava-kava (Piper methysticum), por isso s&o
conhecidas genericamente como kavalactonas. Elas apresentam uma série de
propriedades biolégicas entre as quais, anticonvulsivantes (GLEITZ et al,
1996), sedativas, ansioliticas e analgésicas (SINGH & SINGH, 2004).

OMe OMe OMe OMe
2 z z
07 o Ph 020" N Npn 020 Ph O
(+)-diidro-kavain-5-ol (+)-kavaina diidro-kavaina metisticina
(23) (24) (25) (26)

FIGURA 8. Estrutura das Kavalactonas
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A diidro-piran-2,4-diona 27 foi identificada como um inibidor da RNA
polimerase do virus da hepatite C (HCV) com atividade apenas moderada (ICso
0,93uM). Experimentos realizados posteriormente demonstraram que 27 € um
inibidor especifico reversivel da polimerase NS5B do HCV. Uma série de diidro-
piran-2,4-dionas analogas a 27 foram preparadas e os resultados observados
nos ensaios de inibicao da enzima NS5B do HCV sao mostrados na Tabela 1

(LI et al, 2006).
OH
HO X S

0~ MO NH,
(27)
ICs0 0,93uM

FIGURA 9. Protétipo obtido a partir de HTS

TABELA 1. Diidro-piran-2,4-dionas com atividade inibidora da polimerase do HCV

o 0 OH
R MeO SR
R, 2 N
Ri Cl
R 0

| (37)

>100

(30) Ciclobutla OH 93 | (35) CI MeO 1,0

(32) Ciclo-hexila OH 52 (41)

A seguir serdo mostradas as principais estratégias para a sintese deste

nucleo.
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1.3. METODOS PARA A PREPARACAO DE DIIDRO-PIRAN-2,4-
DIONAS

1.3.1. A partir de 5-hidréxi-B-cetoésteres

Devido ao grande interesse na investigagao das propriedades bioldgicas
de diidro-piran-2,4-dionas, varios grupos de pesquisa tém se dedicado a
sintese deste nucleo. Uma analise retrossintética destes compostos revela uma
topografia molecular derivada de compostos &-hidroxi-p-dicarbonilicos. Os -
hidréxi-p-cetoésteres podem ser facilmente obtidos, em bons rendimentos,
como produto da condensagdo alddlica regioespecifica de didnions de [-
cetoésteres com aldeidos ou cetonas, em meio basico (PETERSON et al,
1988; KASHIHARA et al, 1986).

Deste modo, a metodologia de sintese mais comumente empregada
para a obtencdo de diidro-piran-2,4-dionas, consiste na condensagdo do
didnion de um B—cetoéster com um composto carbonilico (aldeido ou cetona),
seguido de hidrolise do aldol obtido, empregando hidréxido de sédio a
temperatura ambiente e ciclizagdo espontanea em meio acido (HCI), Esquema
3. A literatura mostra que os melhores rendimentos na sintese das diidro-piran-
2,4-dionas foram obtidos quando a mistura saponificada foi resfriada a 0 °C
antes da etapa de lactonizacao. Na sintese de 44 observou-se uma diminuicao
no rendimento de 76% para 52%, com a formacdo do produto de
descarboxilagdo, quando a acidificagédo foi conduzida a 23 °C (PETERSON et
al, 1988).

1.NaH, THF o
2.n-BulLi
O 0 SRACORg g OH O O 1 Naor R,
R1\)J\/U\0Me RZWLOMe o Ro
R
(42) R1(43) (44-58) °

EsQuEMA 3. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas a partir de J&-hidroxi-p-

cetoésteres
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TABELA 2. Diidro-piran-2,4-dionas sintetizadas a partir da reagdo do dianion do

acetoacetato de etila com um aldeido/cetona com seus respectivos

rendimentos

@) Ph
(44) — 76%"
(52) — 85%>

Ph

(@) Pr

(49) — 96%”°

(57) — 94%3

(46) - 53%"

(51) — 91%?2

Como pode ser observado pela andlise dos dados fornecidos na Tabela
2, este método converte aldeidos ou cetonas as correspondentes diidro-piran-
2,4-dionas, em bons rendimentos e com um reduzido numero de etapas. Por
estas caracteristicas, esta estratégia se constitui num dos melhores métodos
de sintese de diidro-piran-2,4-dionas, principalmente se o objetivo do estudo for
estabelecer relagbes entre estrutura quimica e atividade bioldgica (TURNER et
al, 1998), pois ele proporciona a sintese de uma série de analogos, num tempo

relativamente curto.

' PETERSON et al, 1988
2 KASHIHARA et al, 1986



Sintese e Investigagdo das Atividades Bioldgicas de Diidro-piran-2,4-dionas Laura C. de Souza
Capitulo 1 Introdugdo

Diidro-piran-2,4-dionas 6-substituidas, com elevada pureza
enantiomérica, podem ser obtidas a partir de 6-hidréxi-d-aril-B-oxo-pentanoatos
opticamente ativos, tais como 59 e 61, Esquema 4 (XU & YUAN, 2005). A
sequéncia de reagbes utilizadas para esta conversdo é similar a empregada
por Peterson et al (1988) descrita anteriormente: hidrélise com hidréxido de

sédio seguido de acidificagdo com acido cloridrico.

oH o O 1) NaOH g Q

o Ph O O
(59) o8% (60)
OH O O 1) NaOH ) O
98% P 0
(61) (62)

EsQUEMA 4. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas quirais a partir de &-hidroxi-p-
cetoésteres

Uma das principais estratégias para a obtencdo de o&-hidroxi-p-oxo-
pentanoatos opticamente ativos parte do dieno de Chan (63), o dianion do éster
acetoacético protegido sob a forma de vinilsilil éster, Figura 10. O dieno de
Chan é facilmente obtido a partir do 3-trimetilsililoxicrotonoato de metila
disponivel comercialmente (SORIENTE et al 2000; SORIENTE et al 2001).

MesSiO  OSiMe,

Z Me

Dieno de Chan (63)

FIGURA 10. Estrutura do dieno de Chan

A adi¢ao enantiosseletiva do dieno de Chan (63) a aldeidos na presenga
de quantidades cataliticas de complexos de Ti(OiPr)4/(R)-BINOL (8 mol%) e
peneira molecular ativada leva a aldéis sililados 64 como produto predominante
ou exclusivo. Em alguns casos, o aldol livre 65 também & detectado
(SORIENTE et al 2001), Esquema 5.

10
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o}

RCHO, Ti(lV) Me;SiO H O O

§

(R)-BINOL, THF /\)j\/u\o
Me3S|O OSlMe3 (643) (653)
s —
Me RCHO, Ti(IV) Me;SiO OH O O
(63) (S)-BINOL, THF )\/u\/u\o )\/U\/lL
* R OMe
(64b) (65b)

-

C
¢

Q\/
25

C L,
¢ O

L (R) -BINOL (S) -BINOL

ESQUEMA 5. Preparagao de 6-hidroxi-p-cetoésteres quirais a partir do Dieno de
Chan

O aldol livre 65 pode ser obtido em bons rendimentos e com satisfatérios
e.e. a partir de 64 apds tratamento com acido, Esquema 6 (SORIENTE et al
2000; SORIENTE et al 2001). No entanto, os alddis livres obtidos diretamente
de 63, embora em baixos rendimentos, mostraram excessos enantioméricos
significativamente superiores do que aqueles observados para os alddis
obtidos apds a clivagem do grupo trimetilsilla de 64 em meio acido, o que
sugere uma baixa enantiosseletividade durante a etapa de desprotecéo de 64
(SORIENTE et al 2001).

10

:

MesSiQ O O H o O

CF3;COOH, THF, 0°C

OMe

R 4 Me 13-92% (65a)

(64a) e.e. > 88%

OH O O
MesSiO O O + o
1 H", THF, 0°C
R OMe

R OMe 19 - 86% (65b)

(64b) e.e .>83%

EsQUEMA 6. Desprotecao do sililéter

Um método alternativo para a preparacdo de oJ-hidroxi-p-oxo-
pentanoatos opticamente ativos consiste na resolugao cinética biocatalitica (XU
et al, 2004; XU & YUAN, 2005). A biocatalise tem atraido a atengdo dos

quimicos  organicos  sintéticos devido as elevadas regio- e

11
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estereosseletividades alcangadas (XU & YUAN, 2005). Para a obtengao de 6-
aril-3-hidréxi-p-oxo-pentanoatos 68 com elevados excesso enantiomérico, Xu et
al (2004) tém empregado a lipase B de Candida antartic (CALB) e a lipase de
Candida rugosa (CRL), Esquema 7. As lipases catalisam a resolucdo cinética
de alcoois secundarios racémicos em meio organico superando algumas
limitagbes dos procedimentos tradicionais tais como a instabilidade das
enzimas e o elevado tempo consumido no procedimento experimental (XU et
al, 2004).

0
n-PrCO,H, DCC,DMAP(cat), PIy
OH O O CH,Cl,, TA, 1-2h nPr @ © O
> )\/U\/U\
Ar R 91-96% Ar OR
0 (66) (67)
n-Pr /'O\)Oj\/ﬁ\o + /?Oi)ol\/(l)]\ - CRL, :-OPrzo-Hzo,'
Ar R Ar OR 30°C, 24h
(69) (68)
40 - 49% 41-50%
e.e.>76% e.e.>75%

EsQUEMA 7. Resolugao cinética de 5-hidréxi-B-cetoésteres empregando CRL

Kamal et al (2006) empregaram a lipase de Pseudomonas cepacia (PS)
para a resolugdo enzimatica de &-hidroxi-p-cetoésteres. A resolugao do -
hidroxi-éster 70 empregando a lipase PS forneceu o alcool (R) 71 e o acetato
de configuracéo (S) 72. Apds a separagao, o alcool 71 foi tratado com LDA e
em seguida com acetato de t-butila para fornecer o 5-hidroxi-p-cetoéster 73.
Este foi lactonizado com TFA para gerar a (R)-diidro-piran-2,4-diona (75) (o ee
nao foi especificado). A (S)-diidro-piran-2,4-diona (76) foi obtida seguindo a
mesma sequéncia de reacbes apds a hidrolise do acetato 72, Esquema 8
(KAMAL et al, 2006).

12
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Ph AcOCH=CHo,, N/\)LO + N/'\)j\
WLOMe P10 23 Ph 5 Me Ph A OMe
(70) (71) (72)

1) K2003, MeOH

MeCO,Bu', LDA, THF, -78°C t .
2) MeCO,BU', LDA, THF, -78°C

85%
77%
(')H o' O OH O O
PhWULOtBU Py ~AA A o,
(73) (74)
TFA, CH,Cl,, 10h
TFA, CH,Cl,, 10h Zo%
76%
0]
@)
Py, J
2 (0]
(75)

EsQUEMA 8. Preparacao de diidro-piran-2,4-dionas quirais

Outra maneira de empregar B-cetoésteres como matéria-prima para a
obtencdo de diidro-piran-2,4-dionas é através da utilizagdo de enolatos de
zinco. Recentemente, Shchepin et al (2004) demonstraram a aplicabilidade da
reacao entre enolatos de zinco e diversos aldeidos aromaticos para a obtencao
de 6-aril-diidro-piran-2,4-dionas. Os enolatos de zinco 80 - 82 foram preparados
a partir da reacdao de bromo-B-cetoésteres 77 - 79 com zinco metélico. A
condensagao do enolato de zinco obtido com diferentes aldeidos forneceu os
intermediarios 83 — 91, que ap6s ciclizagao intramolecular espontanea levou as
diidro-piran-2,4-dionas desejadas como produto final, Esquema 9 (SHCHEPIN
et al 2002 e 2004).

O

o o BrZnO O o O R
B 7n R. ArCHO R R'-EtOZnBr R/
RNOR‘ — R R HY;

R A TNozZner Al ©
(T7)R=R = Me (80)R = R' = Me (83)-(85) R = R'= Me (92) - (100)
(78) R = Me e R'= Et (81)R = Me e R'= Et (86)-(88) R = Me e R'= Et
(79 R=R'=Et (82) R=R'=Et (89)-(91) R =R’ = Et

EsQUEMA 9. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas a partir de enolatos de zinco

13
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TABELA 3. Rendimentos obtidos para diidro-piran-2,4-dionas sintetizadas a
partir de enolatos de zinco

g

(95) - 51%

(93) -91%

(97) - 60%

Derivados acilados do acido de Meldrum (2,2-dimetil-1,3-dioxano-4,6-
diona) (102) também podem ser empregados como matéria-prima na sintese
de diidro-piran-2,4-dionas (SATO et al, 1990; LERMER et al, 1992). Lermer et
al (1992) aplicaram o derivado (103) do &acido de Meldrum (102), um
equivalente sintético de o-hidroxi-p-cetoésteres, como matéria-prima para a
sintese da diidro-piran-2.4-diona (15). Nesta metodologia o derivado 103 é
preparado através da conversdo do acido benziloxipropandico (101) ao seu
cloreto, o qual reage com o enolato do acido de Meldrum (102) que apds sofrer
uma hidrogendlise para a remogdo do grupo benzila levara ao composto
desejado 103. A lactonizacdo de 103 ocorre através da solvolise intramolecular,

sob refluxo de THF, da bis-lactona (103), Esquema 10.

1. COCly, Py, CH,Cly, 0°C OH O o
o) 2. Ac. de Meldrum (102), Py, CH,Cl, HO AN THF, A
. —_—
Ph VO‘HZJJ\OH 3. Hy, Pd-C, EtOH > 5 )< 87% o
(101) (103) (15)

EsQuEMA 10. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas a partir de derivados acilados
do Acido de Meldrum

14
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Derivados acilados de 102 também podem ser utilizados com sucesso
na obtencéo de diidro-piran-2,4-dionas opticamente ativas. Quando o acido de
Meldrum (102) é tratado com o diceteno 104, em presenca de trietilamina, o
derivado acetoacetilado 105 ¢é produzido. A reducdo de 105 com
Saccharomyces cerevisiae, leva ao alcool de configuragao (S), (106). O alcool
(106) sob refluxo de metanol ou tolueno, é convertido, em bons rendimentos, a
6-me til-2,4-diona (107), Esquema 11 (SATO et al, 1994).

O O OH O

r(oK + \/\’ o Et3N, CH20|2, 0°C > WJ\O
0o 1004 O O)<
(102) ( ) (105) Saccharomiyces cerevisiae,
EtOH, 35°C
o QH OH O
MeOH ou Tolueno, A, /\)ﬁio
-
% global
or(j""/ 80% globa Ao <
(107) (106)

EsQuEmMA 11. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas quirais a partir de derivados
acilados do Acido de Meldrum (o excesso enantiomérico nao foi especificado)

Diidro-piran-2,4-dionas também podem ser obtidas a partir da
bisdioxinona 110 (KIEGIEL et al 2000). A bisdioxinona 110 é obtida a partir da
reagao de cloreto de oxalila (108) com o ceteno (109) em presenga de acetona
a -60°C. O aquecimento da dioxinona 110 a 65°C em presenca de t-BuOH
levou ao éster mono t-butilico 111. A hidrogenagao assimétrica de 111 levou ao
alcool 112 em excelentes rendimentos e elevada enantiosseletividade. O &alcool
112 foi convertido a diidro-piran-2,4-diona 113 apds aquecimento com t-BuOH,
Esquema 12 (KIEGIEL et al 2000).
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o O 2; (CH %g 6)O°C 0 % o~ "0 t-BuOH, 65°C, 12h
A LR AN 57%
cl Cl 60% ¢ o) °
(108) (110)
H,, 100atm,
RuCl,[(S)-BINAP](p-cimeno
o> <o OH OrBu ?gu()),_,‘ 500(]3(f) 16h ) o><o O OtBu
2 97% OONG
(112) (111)

e.e. 87% (o) e} ‘\\\n/Ot-Bu
t-BuOH, 100°C, 6h - p o)
' 88% 4 (113)

EsQuUEMA 12. Diidro-piran-2,4-dionas a partir do cloreto de oxalila

1.3.2. A partir de carboidratos.

Muitos grupos vém empregando com sucesso carboidratos como
material de partida para a sintese de [B-ceto-d-lactonas enantiomericamente
puras (GE & KIRK, 1996; BARTOLOZZI et al 2003). A utilizagdo de
carboidratos tem como principal vantagem o emprego de fontes quirais,
comercialmente disponiveis. Ge e Kirk (1996) prepararam a diidro-piran-2,4-
diona 120 a partir do 3,4-O-isopropilideno-L-treonato de metila (114). O
composto 114 foi tratado com cloreto de acetila para fornecer o derivado 2-
acetilado 115. O tratamento de 115 com acido levou ao 2-O-acetil-L-treonato
de metila (116), Esquema 13 (GE e KIRK, 1996).

+Q 0 +q 0 OH O
oy K ope Sy 0 Ay, oo o o N,
H “OH 92% H “OAc 83% H “OAc

(114) (115) (116)

EsQuUEMA 13. Conversao do 3,4-O-isopropilideno-L-treonato de metila ao 2-O-
acetil-L-treonato de metila

O tratamento de 116 com LHMDS para gerar a diidro-piran-2,4-diona
120, levou a formacao do produto 117, resultante da adi¢gdo nucleofilica da
hidréxila em C-4 a carbonila. Para impedir esta adicao, a hidréxila em C-4 foi
protegida na forma de tritil éter. Entretanto quando 116 foi tratado com cloreto
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de tritla em presengca de DMAP observou-se que além do produto desejado
119, também houve a formagéo de 118 resultante da migragdo do grupo 2-O-
acetila. A ciclizacdo de ambos produtos, 118 e 119, mediada por LHMDS levou,
majoritariamente, a diidro-piran-2,4-diona 120, Esquema 14, (GE e KIRK,
1996).

OLi
(?)H o) LiN(SiMes)  1ig 0
Ho Ay ope  —THE o % S
(116) (117) OMe
Ph3CCI/DMAP
0Ac 0 . OH O LiN(SiMe3),  pp.co”™ F°
_ > THF
PO o PO e Ho“‘q
c o
OH
(118) (119) 0
61% 11%

EsQUEMA 14. 2-O-acetil-L-treonato de metila como matéria-prima para a sintese
de diidro-piran-2,4-dionas

Bartolozzi et al (2003) desenvolveram um método eficiente para a
conversao de monossacarideos em [B-ceto-o-lactonas, a partir do glical 121. O
glical 121 foi seletivamente protegido na forma do sililéter 122, o qual foi
convertido ao alcool benzilico 123. O alcool 123 em presenca de cloreto de
pivaloila forneceu 124, o intermediario-chave para a obtencao da lactona 127,
Esquema 15.
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Introdugdo
R' _OH t-BDMSOTY, R' _OtBDMS R OH
(o) Py, CH,Cly R (o) 1.BnBr, NaH,DMF, TA, 3hs o)
R —_—— 2. TBAF, DMF,TA, 4h

Hog/ 0°C t-BSMSOg/ * = R
(121a) R=OH R'=H (122a) R=OH R'=H, 69% (123a) R=0Bn R'=H, 98%
(121b) R=H R'=0OH (122b) R=H R'=OH, >98% (123b) R=H R'=0Bn, 97%

PivCl, Py, CHyCly,
TA, 20hs
R' OPiv R OPiv

R o) - (83a): HCI, THF/H20, 40°C, 6hs RB
HO OH (83b): BuyNHSO4, CH3CN/H0, 65°C, 15hs ~ HO =
(124a) R=0Bn R'=H, 74%

= '= 9 '
(1250) RoH R=0B, 72°% (124b) R=H R=OBn, 70%
= = , o
R' _OPiv

AgzCO3-Celite, PhH, R" _OPiv DMSO, EtsN, (CF3C0),0 o)
80°C, 2,5-5hs (0] ’ -7o°’c 1h ’ R
R . > O

HO o
(126a) R=0Bn R'=H, 74% (127a) R=OBn R'=H, 86%
(126b) R=H R'=0Bn, 97% (127b) R=H R'=OBn, 87%

EsQUEMA 15. Sintese diidro-piran-2,4-dionas a partir de monossacarideos

Ainda como exemplo do emprego de monossacarideos como matéria-
prima para a preparagdao de diidro-piran-2,4-dionas, o trabalho de Singh e
Singh (2004) mostra a sintese de todos os estereoisbmeros do diidro-kavain-5-
ol a partir da a-D-glicose. Para a sintese do estereoisémero (S,R) 135, a a-D-

pentodialdose 128 foi utilizada como material de partida, Esquema 16.

O aldeido 128 foi convertido em 129 via uma olefinacdo de Wittig,
seguida da hidrogenacdo da dupla ligagdo formada. O hemiacetal 130 foi
obtido apés a desprotecdo de 129 com acido sulfurico diluido em dioxano. Em
seguida o hemiacetal 130 foi submetido a uma clivagem oxidativa com NalO4
para fornecer o aldeido 131. O éster a,B-insaturado 132 foi obtido a partir do
aldeido 131, via reacao de Hornor-Wadsworh-Emmons. O tratamento de 132
com carbonato de potassio em metanol levou a lactona 133 em rendimentos
quantitativos. A dupla ligagdo em 134 foi introduzida através da reagédo de
fenilselenagao de 133 com NaHMDS e TMSCI, seguida de eliminag&o oxidativa
syn. A Ultima etapa da sintese consistiu na desprotegdo do grupamento éter em
134, que foi realizada com DDQ, levando ao produto 135 em 91% de
rendimento, Esquema 16 (SINGH & SINGH, 2004).
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1.Ph3PCH,PhBr, n-BuLi,
H THF30°C -2T.A opMB 0,4%H3S04, OPMB
o O%MB ' dloxano 50°C
2. Hyp, 10% Pd-C, EtOH, T.A —— O
5 95%
(129)

(128)o~4<j (130)

NalOy4, HoO/MeOH, T.A
98%

0O O
]
OMe K,CO3, MeOH OCHO (2mw%mmzb OEt OCHO
OPMB ~on. 1A ] NaH, THF, -78°C - 0°C py, CHO
. thozEt< =
99% ° OPMB
O Ph OPMB
(133) (132) (131)

1. NaHMDS, TMSCI, PhSeBr, -78°C
2. 30% Hp02, NaHCOg3, EtOAC/THF, TA
65%

OMe OMe
OH
z OPMB DDQ, CH,Clo, Tampao pH 7, T/; 7 3
91% R
o) Ph o) Ph
(134) (135)

ESQUEMA 16. Sintese do estereoisémero (S,R) do diidro-kavain-5-ol

Para sintetizar o estereoisbmero (R,R) do diidro-kavain-5-ol 139,
utilizando a mesma rota aplicada na sintese de 135 foi necessario apenas
inverter a configuragdo do p-metéxibenzil éter (PMB) em 129 e seguir a mesma
sequUéncia de reagdes. Para isto escolheu-se o composto 136 como material de
partida. A hidrogendlise do éter benzilico em 136, seguida de oxidagdo do
alcool obtido, levou a cetona 137. A reducao da cetona 137 com boroidreto de
sodio, pela face menos impedida, levou a formacdo de um uUnico produto que
foi protegido sob a forma do p-metdxibenzil éter 138, o isbmero de 129. Apds a
obtencdo de 138, todas as outras reacdes aplicadas foram semelhantes

aquelas utilizadas na sintese do isbmero (S, R), Esquema 17.
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Ph 1. Hp, Pd(OH),-C, THF, TA 1. NaBHj, MeOH, 0°C o
OBn 2. (COCI),, DMSO, DCM, O g 2 NeH. PMBBI, TBA \
0 EtsN, -78°C THF, 0°C- T.A - N
= : » Ph % )< 96% I
93% o (o) PMBO O—k
(1362~ (137) que (138)
2 -R“ < |
B
0 Ph ~€—————
(139)

EsQUEMA 17. Sintese do estereoisdmero (R,R) do diidro-kavain-5-ol

Na preparacdo do estereoisbmero do diidro-kavain-5-ol com
configuracdo (S,S) 144 foi modificada a orientacdo da cadeia lateral alquilica
em 129. O material de partida escolhido para conseguir isto foi o alcool 140.
Este foi convertido na olefina 141 apds preparacao do triflato e posterior
eliminagao deste grupo. A reagao da olefina com diisoamil-borano seguida de
oxidagdo com peroxido de hidrogénio levou ao alcool 142 como produto
exclusivo. A hidroxila em 142 foi protegida, levando ao alcool protegido 125 que
apresenta estereoquimica oposta ao composto 129. A partir dai foi empregada
a mesma sequéncia de reagdes descritas para a preparagao do isémero (R,R),
Esquema 18.

Ph
i (o}
o) 1.Tf,0, Py, DCM, -10°C 1. SiapBH, THF, 0°C - TA

OH 2.DBU, Et,O, TA Ph . 2. 30%H505/NaOH
o % U I3< o 7\@0
© “o Ph I
(140) Y (141) (142) —k

NaH, PMBBr, TBAI, THF, OOCl

99%
OMe
H _O

SO i
. o)
o) » Ph PH O—\—
(144) (143)

EsQUEMA 18. Sintese do estereoisémero (S,S) do diidro-kavain-5-ol

Para a obtengao do produto natural, o estereocisbmero (5R,6S) do diidro-
kavain-5-ol (23), Singh e Singh (2004) inverteram a configuragdo do carbono
que sustenta o grupo PMB em 143. Isto foi conseguido através da oxidagao do

alcool 142 a cetona 145 e posterior reducao da carbonila com boroidreto de
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sédio. O alcool com a configuragao desejada foi protegido e, empregando as
mesmas reagdes ja discutidas, foi transformado em (23) Esquema 19.

1. NaBHy4, MeOH, 0°C

Hi I—? (COCI)2, DMSO, EtsN, H o 2. NaH, PMBBr, TBAI H _o
_———— A
Ph 85% Ph . )< 99%

(0] (0] PMBO O
(142)+ (145) OMe (146)_k

O
A8 k

o“ o Ph
(23)
EsQUEMA 19. Sintese do estereoisémero (R,S) do diidro-kavain-5-ol

1.3.4. A partir de reacgdes de cicloadigao.

Diidro-piran-2,4-dionas do tipo geral 165 podem ser formadas a partir de
o-oxocetenos conjugados tal como o acil ceteno 163 através da adigao [4+2] a
éteres vinilicos 164 (CRIMMINS et al 2004). O ceteno 163 pode ser obtido pela
ciclorreversdo de 4-H-1,3-dioxin-4-onas (161). A obtencdo do ceteno 163 a
partir de 161 ocorre em condicbes neutras e € induzida térmica- ou
fotoquimicamente Esquema 20 (SATO et al 1997).

OH R u OH O
OR

(161) (162) (163) (165)
EsQUEMA 20. Preparagao de diidro-piran-2,4-diona a partir de cetenos

Varias diidro-piran-2,4-dionas foram preparadas por este método, como
ilustrado na Tabela 4.
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TABELA 4. Diidro-piran-2,4-dionas preparadas a partir da reagao de acil cetenos
(obtidos a partir de derivados acilados do acido de Meldrum) com éteres
vinilicos.

. Os rendimentos nao foram especificados

Liu e Xu (2000) descreveram um método para a sintese de diidro-piran-
2,4-dionas que consiste na cicloadigao intramolecular de carbindis 179 seguida
de descarboxilagdo do biciclo gerado 180. O intermediario carbinol 179 é

resultado da reagdo entre a pirandiona 178 com aldeidos aromaticos,

Esquema 21.
i Ph ArGHO, L Ph HCI, AcOH o]
HCI, AcOH, 50°C_ Ar  ACOTS A

o | 2 > L] 50°C > ro‘%OH
I H I H HO \,,
(178) (179) (180)

0 OH

. 2 P“<&|
Ar Ar H
(182) (181)

EsQUEMA 21. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas através da cicloadigao
intramolecular de carbindis.
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A Tabela 5 a seguir mostra a grande aplicabilidade desta reagéo e sua
versatilidade, ja que pode ser empregada para a sintese de inumeros
compostos (LIU & XU, 2000).

TABELA 5. Aldeidos empregados, produtos obtidos e os respectivos
rendimentos da sintese mostrada no Esquema 21.

1.3.5. A partir de outras reagoes.

A (R)-3-hexil-5,6-diidro-4-hidréxi-6-undecil-2H-piran-2-ona (201) é um
intermediario-chave na sintese da tetra-hidrolipstatina, uma substéncia
empregada no tratamento da obesidade. Landi et al (1993) reportaram a
sintese da (R)-3-hexil-5,6-diidro-4-hidréxi-6-undecil-2H-piran-2-ona (201) a
partir de outra estratégia de ciclizagdo mais acessivel para preparagdes

comerciais em larga escala.
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Landi et al (1993) prepararam a diidro-piran-2,4-diona 201 a partir da
esterificagcdo do (R)-3-hidréxi-tetradecanoato de metila (197) com o cloreto de
2-bromooctanoila (198) que leva ao bromodiéster 200. O hidroxi-éster 197
também pode ser convertido a 200 apds tratamento com o &cido 2-
bromooctandico (199). O bromodiéster 200 forneceu a diidro-piran-2,4-diona
201 apos tratamento com Zn em presenca de éter etilico e cloreto de
trimetilsilano, Esquema 22. Na Tabela 6 sdo mostradas outras diidro-piran-2,4-

dionas preparadas através desta mesma rota (LANDI et al, 1993).

X =Cl, Py, Et °

oH o 0 CL Py. E40, 0°C /%)J\o o

\(q)\/u\o * /%\HLX_ o > B
7 d L X = OH, DCC, DMAP, CH,Cl,, TA (o

(197) (198) X = Cl il (200)
(199) X = OH Zn, Et,0, TMSCI |
- 70% |
0] 10
(201)

EsQUEMA 22. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas a partir de bromodiésteres

TABELA 6. Outras diidro-piran-2,4-dionas sintetizadas a partir de bromo
diésteres.

Q 0
Brometo de 2-bromoisobutirila (202) >BHL('3 0 ﬁ(
+ hidroxi-éster 197 r s
10 (o) 0) 70
(203) -55% (204) -53%

Brometo de 2-bromobutirila (208) + /\)LO N
hidréxi-éster 197 Bf(r)\/u\o/
10 o} 10

(209) - 72% (210) - 62%
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Um método que vem sendo empregado com sucesso na obtencédo de
diidro-piran-2,4-dionas quirais consiste na condensacgédo de Dieckman seguida
de clivagem da oxazolidona de Evans (VANDERWAL et al, 1999;
VANDERWAL et al 2001; HINTERDING et al 2001). Hinterding et al (2001)
prepararam a diidro-piran-2,4-diona 213 a partir do aldol anti 211. O aldol 211
foi convertido ao acetato correspondente e submetido a tratamento com

LIHMDS para fornecer como produtos a diidro-piran-2,4-diona 213 e a

o

oxazolidona livre, Esquema 23.

OH O O o o
J Ac,0. NEts, DMAP, J\o LiIHMDS,
: N\ o/ CHxClp, T.A N, O _THF, -78°C
N 9 > 95%
\ 87% _
Ph i
(211) (212) (213)

EsQUEMA 23. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas através de Condensacao de
Dieckman

Esta estratégia de ciclizagdo intramolecular, confiavel e facilmente
executavel, ja havia sido empregada por Vanderwal et al (1999) na sintese da
diidro-piran-2,4-diona 215. A diidro-piran-2,4-diona 215 foi obtida a partir do
acetato 214, apds seu tratamento com hexametildissalazida de potassio a -
78°C, Esquema 24 (VANDERWAL et al 1999).

OAc O Bn KHMDS

B ! N' THgé;/78°C, Br.
e °
(214) d (215)

EsQUEMA 24. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas através de Condensacao de
Dieckman

Vanderwal et al (2001) sintetizaram a a-alquilideno diidro-piran-2,4-diona
220 a partir do a-bromoenoato 218, que possui em sua estrutura uma carbonila

fortemente eletrofilica, através de uma estratégia de ciclizagdo intramolecular
até entdo inédita. Quando uma solugdo de 218 em THF a -78°C foi tratada com

t-Butil Litio, ocorreu rapidamente a ciclizagdo que levou a formacao de 220 com
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uma geometria inesperada. Este processo é estereosseletivo, mas nao
esteroespecifico, pois a exposicdo do bromoenoato 219, estereocisdbmero de
218, as mesmas condicdes, também resulta na formagao do composto 220,
Esquema 25 (VANDERWAL et al 1999).

EtONH (o)
EtO” 0 1.(217), Ba(OH),, THF, (216), THF/H,0, 0°C
+ Br \-OMe 2. TESCI, Et;N, DMAP, CH,Cl,

I 69% (6,5:1 ZIE) l

t-BuLi, THF, -78°C
90 - 100%

(220)
EsQUEMA 25. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas através de Condensacao de
Dieckman

Outra reagao de grande aplicabilidade para a construgdo do esqueleto
diidro-pirona é a reagao de hetero Diels-Alder (HDA) entre o dieno de Brassard
rico em elétrons 221 e 222, Figura 11, e aldeidos ou cetonas apropriados em
presenca de acido de Lewis, Esquema 26 (PIERRES et al, 2003; FAN et al
2004, WINKLER & OH, 2005).
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OMe OFEt
ML )%)J\O
TMSO OMe  TMSO Et

(221) (222)

FIGURA 11. Estruturas dos dienos de Brassard

OTMS

0]
0]
~ “OR
R G
RO R

RO

EsSQUEMA 26. Esquema geral para a reagédo de hetero — Diels — Alder entre o
dieno de Brassard e um composto carbonilico.

A reacao entre o dieno de Brassard e aldeidos foi primeiro reportada por
Midland et al (1984), mais recentemente, entretanto, foi mostrado um exemplo
de cicloadigcdo empregando o dieno suportado sobre um polimero (resina de
Merrifield modificada), uma vez que ele € um reagente muito sensivel a
manipulacédo (PIERRES et al, 2003), Esquema 27. Pierre et al nao
conseguiram reproduzir as condigdes descritas na literatura em trabalhos
anteriores (MIDLAND et al 1990; WALDMANN et al 1991) para a reagédo de
HDA entre 221 e aldeidos, para a obtencao de diidro-piran-2,4-dionas, em bons
rendimentos. Além disso, a reacdo com cetonas ocorreu lentamente e com
baixos rendimentos (PIERRES et al, 2003). Na Tabela 7 sdo mostradas as
diidro-pironas que foram obtidas, 244 — 263, com varios tipos de aldeidos ou
cetonas, 224 — 243.

OSiMe,Bu o)
O . o]
z O’o )j\ Me,AICI, CH.Cl, - | = suporte polimérico
t RTOR 78°C-TA.
Meo Meo R' Rll
(223) (224 - 243) (244 - 263)

ESQUEMA 27. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas a partir do dieno de Brassard
suportado em resina
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TABELA 7. Aldeidos e cetonas usados na reagao de HDA (Esquema 27) e as

res ectivas diidro-pironas obtidas.
(0]
ﬁ ﬁ%\
MeO eO Ph

(244) - 37% (254) — 25%
0

L Ay

(245) — 48%
(255) — 51%
0

(246) — 39%
(256) - 39%

(247) - 55% (257) —24%

%~ -

(248) 55% (258) — 20%

I e 5,

(249) — 20% (259) - 32%

Continua...
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(0]
Br
|
MeO

(250) - 52%

0
|
MeO

(251) — 45%

0
|
MeO

(252) — 35%

(0]
ﬁ@
MeO
W/

(253) - 37%

o

J@Ph
MeO

Ph
(260) — 39%

0]
%O
MeO
J

(261) — 45%

(262) — 42%

o]
|
MeO

(263) — 22%

Winkler e Oh (2005) estudaram a reagdo de uma série de acidos de
Lewis, Tabela 8, com 222, Esquema 28. Devido a baixa estabilidade do dieno
de Brassard, o grupo metoxila em 221 foi substituido pelo grupo etoxila no
dieno 222. Embora a mudanga na estrutura seja pequena, o dieno 222 é mais
estavel e mais facil de purificar do que 221. Deste modo, dispensou-se a

utilizagédo da resina como suporte (FAN et al 2004).

OTMS (0]
0 )
7 “OEt Acido de Lewis
+ HJLM/ —on omon > /@M/
Eto/<\O ° 78C-25C g5 2
(222) (264) (265)

EsQUEMA 28. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas a partir do dieno de Brassard
TABELA 8. Condigbes para a reagdo mostrada no Esquema 28.
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BF,.OEt, (100)

Et,AICI (100)

Sc(OTf)3 (5)

Os melhores resultados no trabalho de Winkler e Oh (2005) foram
obtidos usando cloreto de dietilaluminio ou ftriflato de ytérbio como
catalisadores. Devido ao longo periodo exigido para que a reagao ocorresse, 0O
cloreto de dietilaluminio foi considerado o melhor mediador para a cicloadigao
de diendfilos carbonilicos ao dieno de Brassard 222 (WINKLER & OH 2005).

Apds encontrar as melhores condigdes para a reacédo de HDA de 222,
Winkler e Oh (2005) testaram a reacédo, utilizando uma série de aldeidos,
Esquema 29. Como pode ser verificada na Tabela 9, a condigao aplicada por
Winkler e Oh (2005) fornecem as respectivas diidro-pironas em rendimentos
superiores aos obtidos por Pierres et al (2003).

OTMS o)
Z “OEt Q Et,AICI/CH,Cl, /@
e
Eto/<\o Ho R 78°C-25°C,18h " _ R
(222) (266 - 269) (270 - 273)

ESQUEMA 29. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas a partir do dieno de Brassard

TABELA 9. Rendimentos obtidos para as diidro-pironas preparadas de acordo
com o Esquema 29.
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A reacdo HDA entre o dieno de Brassard e diendfilos carbonilicos
também pode ser utilizada para a obtengcdo de diidro-pironas opticamente
ativas (FAN et al 2004; WINKLER & OH, 2005; FIN et al, 2006). Fan et al
(2004) descreveram a reagdo entre o dieno de Brassard 222 e aldeidos
aromaticos com alta enantiosseletividade empregando como catalisador um
complexo de titanio (IV)-base de Schiff (catalisador de Feng), Esquema 30.

OTMS 0
ANoe o 1. (274)-Ti(OPr)4/CH,Cl,, 0°C, 72h
t + JJ\ 2. TFA | .
EtO H R ( Ph Ph EtO R
(222) (275 - 286) (287 - 298)
—N H
t-Bu OH
(274) t-Bu
. J

EsQuUEMA 30. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas a partir do dieno de Brassard

TABELA 10. Produtos da reagao ilustrada no Esquema 30.

-
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(292) | | | | |

Winkler e Oh (2005) empregaram uma série de catalisadores quirais na
cicloadicao utilizando aldeidos alifaticos, Esquema 31. Apesar de fornecer
elevados excessos enantioméricos para a reacao de HDA entre o dieno 222 e
aldeidos aromaticos, o catalisador de Feng forneceu as diidro-pironas com
substituintes  alifaticos em C-6 em baixos rendimentos e mostrou
enantiocontrole insignificante, Tabela 11 (WINKLER & OH, 2005).

OTMS
0o )
7 “OEt Acido de Lewis O
+ HJLM5/ OOC, 72 h > I *
EtO EtO 5
(222) (264) (265)

EsQUEMA 31. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas a partir do dieno de Brassard

TABELA 11. Acidos de Lewis quirais empregados na reacéo entre o dieno 222 e
0 heptanal

Catalisador de Feng (10) 14% 8,0%
(+)-Eu(hfc); (5) 6,5%
Catalisador de Jacobsen (1,5) 4,5%

O dieno de Brassard 221 pode ser modificado pela adigdo de um grupo
metila adicional para gerar o dieno 299. Lin et al (2006) empregaram a reagao
de HDA entre o dieno 299 com aldeidos para gerar diidro-pironas 5,6-
dissubstituidas com elevada enantio- e diastereosseletividade, Tabela 12,
utilizando como catalisador complexos de Cu (lll)-base de Schiff quiral 300 e
301, Esquema 32.
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0 1. 5mol% (300) ou (301)-Cu(OTf),
Z “OMe J\ tolueno, -78°C, 72h |
~ + H” R > »
MeO 2. TFA MeO R

(299) (302 - 311)

“OH

|
zy,

tBu OH  (300) R"= t-Bu

(301) R"= \@

EsQUEMA 32. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas a partir do dieno de Brassard,
empregando um catalisador quiral.

TABELA 12. Produtos da reacdo de HDA assimétrica entre o dieno 299 e
aldeidos aromaticos promovida pelo ligante 300 ou 301-Cu(OTf),, Esquema 32.

Cr

(302) - 70%

>91% (5R,6S)
>94:6

98% (5R,6S)
95:5

(307) - 65%

94% (5R,6S)
89:11

96% (5R,6S)
98:2

o)

(304) - 40%

(309) - 64%

>97% (5R,6S)
>97:3

>94% (5R,6S)
>95:5

ey

(306) - 55%

(311) - 63%

Cefalo et al (2001) prepararam a diidro-piran-2,4-diona 317, uma
unidade estrutural presente no agente anti-HIV tipranavir (318), Figura 12, a
partir do ciclopenteno 312. O ciclopenteno 312 foi rearranjado
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enantiosseletivamente, através de uma metatese catalisada pelo complexo de
molibdénio 313, para formar o pirano insaturado 314. Apds uma sequéncia de
seis etapas, o pirano 314 foi convertido a diidro-piran-2,4-diona 317, Esquema
33.

Ph
AN
5mol % (313), \ N\
CgHe, 50°C, 6h :/\\[OJ PCC, CH,Cl,, 80°C \/\\‘\-(Ojo
-
95% 88%
(312) Ph™ " (314) Ph™  (315)

e.e 91%
1.H,0,, NaOH, MeOH

2.1 mol% PPTs, CgHs | 78%,
3. (PhSe),, NaBH,, THF

1.5 mol% (PPhg),RhCI, H, \/\ o. _O

0__0
\/\\ - 2. TFAA, DMSO, Et3N, CH,Cl, o
J 71% J
Ph Ph
ol OH

317) ( i-Pr \ (316)
i-PrQ
P ~Fh
>Mo'{0(j
"IPh
i-Pr
. (313) )

EsQuUEMA 33. Sintese de diidro-piran-2,4-dionas a partir de ciclopenteno

Tipranavir (318)

FIGURA 12. Diidro-piran-2,4-diona com atividade anti HIV
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A conversao do ciclopenteno 312 no pirano insaturado 314 ocorre de
acordo com o mecanismo ilustrado no Esquema 34. O ciclopenteno 312 apds
sofrer abertura do anel por metatese assimétrica (AROM) leva
preferencialmente a formacdo de 319, o qual sofre uma metatese de
fechamento de anel (RCM) para gerar o pirano 314 (Cefalo et al 2001).

| S

R O
N R
R O ——— \\‘ RCM ’ | :. O
é LnMoZ N\ =
(328)

EsQUEMA 34. Reacao de metatese do ciclopenteno

Apesar de ser uma estrutura conhecida ha muitos anos, observou-se
apos este levantamento bibliografico que a quantidade de estudos sobre este
nucleo ainda é muito reduzida. Os diversos produtos obtidos a partir de diidro-
piran-2,4-dionas, no entanto, apontam para a grande reatividade desta classe
de compostos e mostra que elas podem ser empregadas nas reagdes classicas
de compostos B-dicarbonilicos, dando origem a uma série de compostos

heterociclicos.
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Objetivos 2

2.0 OBJETIVOS

> Sintetizar diferentes diidro-piran-2,4-dionas.
> Investigar as atividades biologicas das diidro-piran-2,4-dionas sintetizadas.
> Avaliar a influéncia da estrutura quimica (padréo de substituicdo, natureza

do substituinte) nas atividades biologicas observadas em diidro-piran-2,4-dionas.

> Desenvolver uma nova metodologia segura e eficiente para a preparagao

de 5,7-diidroxi-4-cromanonas.
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Resultados e Discussao 3

3.1 TENTATIVAS DE SINTESE DO NUCLEO 4-CROMANONICO

No Esquema 1 mostrado na pdagina 4 e reproduzido abaixo, esta
representada a proposta inicial de trabalho que visa a sintese do nucleo 4-
cromandnico (1). Num primeiro momento, estava prevista a reagao de

condensacgao do acetoacetato de etila (14) com a diidro-piran-2,4-diona (15).

OH O 0 o)

S 4
D L L)
HO}@@ o 0“0
(1) (14) (15)

ESQUEMA 1. Proposta para a sintese de 4-cromanonas

Para realizar esta primeira etapa fez-se necessario a obtenc¢ao da diidro-
piran-2,4-diona (15). No entanto, devido as dificuldades encontradas na
purificacdo e isolamento da diidro-piran-2,4-diona (15) por apresentar baixa
solubilidade em solventes orgénicos, elevada instabilidade em silica-gel ou
alumina e decompor-se a temperaturas elevadas (SOUZA, 2002), decidiu-se
preparar a pinocembrina (320), um analogo de (1), que utiliza como matéria-

prima a 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona (44), Esquema 35.

OH O O 0]
OO, 2L L)
HO O Ph 0] (@) Ph
(320) (14) (44)

ESQUEMA 35. Proposta para a sintese da pinocembrina
3.1.1 Sintese da 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona

Numa etapa anterior deste trabalho (SOUZA, 2002) vérias estratégias
para a sintese e a purificacao de 44 foram testadas. Apds inumeras tentativas,

verificou-se que os melhores rendimentos eram obtidos quando o 5-hidréxi-3-
oxo-5-fenil-pentanoato de etila (322), preparado através da condensagao do
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didnion do acetoacetato de etila (321) com benzaldeido, foi hidrolisado sob
condigbes de alta diluigdo (500 mL de solugédo 0,1 mol/L de NaOH : 5 mmol do
B-cetoéster). Os subprodutos foram separados da mistura reacional através de
extragdo com éter etilico. O hidréxi-acido, extraido da fase aquosa, foi
lactonizado usando HCI concentrado até atingir pH 6, a 0°C. Durante a reagao
de lactonizagéo a diidro-piran-2,4-diona (44) pode decompor-se em meio acido,
levando ao produto de descarboxilagdo. Para contornar este problema,
adicionou-se éter etilico, como co-solvente na etapa de lactonizagdo. Deste
modo, a medida que a lactona fosse formada, passaria para a fase organica e
diminuiria o risco de decomposicdao em meio acido. A 6-fenil-diidro-piran-2,4-
diona (44) foi obtida como um solido amorfo incolor, apds sucessivas lavagens
do produto bruto com éter etilico a 0°C, seguida de secagem sob vacuo, em
84% de rendimento, Esquema 36.

oL
) KH, THF, 0°C ) PhCHO, 0°C
n-BuLl 0°C | X H20 TA
OEt +K'O OEt OEt
(14) (321) (322)
0]
1) NaOH, H,O, T.A
- 2) HCI, 0°C
(@) Ph
(44)
84%

ESQUEMA 36. Sintese da 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona

A metodologia acima descrita ja foi utilizada em outros trabalhos.
Peterson et al (1988) sintetizaram a 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona (44), em 76%

de rendimento, usando as mesmas condi¢cdes empregadas acima.

3.1.2 Tentativa de condensagao da 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona com o
acetoacetato de etila.

Apds a obtencgao da diidro-piran-2,4-diona 44, iniciou-se o estudo da sua
condensagao com o acetoacetato de etila (14). A primeira tentativa de sintese
do nucleo cromanénico 320 foi realizada usando como base NaH em THF a

0°C, para a desprotonagdo da diidro-piran-2,4-diona 44, seguido de adigdo do
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acetoacetato de etila (14). A mistura reacional foi lentamente aquecida até a
temperatura ambiente, durante seis horas. Apds este periodo, toda a matéria-
prima havia sido consumida, com formacdo de um produto principal com Rs
superior ao de 44 conforme pode ser observado via analise em CCD
(30%AcOEt/Hexano). Através da comparacdo do espectro de RMN H' em 60
MHz do material bruto com espectros previamente reportados na literatura para
320 (JUNG & McLAUGHLIN, 1990; HANAWA et al, 2001), infelizmente, nao foi

possivel identificar o produto desejado, 320, Esquema 37.

(o} 0
o 1) NaH, THF, 0°C - 25°C, 6hs OH O

0707 “Ph X HO 0~ “Ph

(44) (320)
EsSQUEMA 37. Tentativa de condensagdo da 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona com o
acetoacetato de etila

Numa tentativa de aumentar a solubilidade de 44 no meio reacional, foi
empregado um co-solvente de elevada polaridade, DMSO, entretanto, neste
caso também nao foi possivel identificar o produto desejado 320. Varias outras
tentativas de condensacdo em meio basico foram realizadas, KH/THF,
NaH/Et,O/DMSO, KyCO3z/DMSO ou em acetona, NaHCO3z/DMSO, t-
BuOK/DMSO ou em uma mistura de PhH/DMSO. Em todas elas observou-se,
via analise em CCD, que havia a formacdo de mais de um produto. Como a
reacao era realizada em escala de mmol, nao foi possivel o isolamento de cada
um dos produtos formados em quantidades suficientes para que fossem
identificados via RMN H' em 60 MHz. Entretanto na andlise do espectro do
produto bruto, em nenhuma dessas condicbes foi possivel identificar a
formacao de 320.

Em todas as reagdes verificou-se, via RMN H' em 60 MHz, que um
mesmo produto parecia ser formado. Este produto era caracterizado pela
presenca de um simpleto de trés hidrogénios em & 1,3 e um simpleto de dois

hidrogénios em 6 2,4. De posse desta informagéo, imaginou-se que o produto
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formado seria 323, resultante da alquilacdo da carbonila ceténica do
acetoacetato de etila (14) pelo anion de 44, Esquema 38.

OH O
KH, THF, 0°C X
0 NaH, Et,0, DMSO HO 320 Ph
O O K,CO,, DMSO (320)
+ )j\/U\OEt K>,COj3, Acetona o
o Ph NaHCO5,DMSO HO 0
(44) (14) t-BuOK, DMSO EtO
t-BuOK, PhH, DMSO
, > ¢} Ph
(323)

EsQUEMA 38. Outras tentativas de condensacéo da 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona com
0 acetoacetato de etila

3.1.3 Sintese do etilenoacetal do acetoacetato de etila

Com estes resultados, resolveu-se proteger a carbonila cetdnica do
acetoacetato de etila (14) na forma do etilenoacetal 325 para evitar a reacéo de
alquilagdo. Para isto, uma mistura de etilenoglicol (324), acetoacetato de etila
(14) e acido p-toluenossulfénico em benzeno foi aquecida sob refluxo em um
aparelho de Dean-Stark, para remogao da agua, até que ndo fosse observada
mais a formagao de agua. Sob estas condigbes, o acetal 325 foi obtido, apds
destilagdo, em 74% de rendimento, Esquema 39.

T OH P-TSOH, PhH, A cg’\ o
)J\/U\OEt + HO/\/ 74% > )QJ\OEt
(14) (324) (325)

EsQUEMA 39. Sintese do etilenoacetal do acetoacetato de etila

3.1.4 Tentativa de condensagao da 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona com o
etilenoacetal do acetoacetato de etila.

Apds a obtencdo do acetal 325, foi realizada uma nova tentativa de
sintese de 320. O anion da diidro-piran-2,4-diona 44 foi gerado usando trés

procedimentos diferentes:
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/) NaH em THF a 0°C;
i) NaH em dioxano/HMPA 0°C e em seguida sob refluxo
iiiy NaH em DMSO a 60°C e a 100°C

Em seguida, foi adicionado o acetaléster 325 em HMPA. Tentou-se
também a condensagdo empregando K;COs;, como base, em DMSO.
Infelizmente, sob estas condi¢cbes, o produto de acoplamento entre 44 e 325
desejado, 326, ndo pode ser observado. Apds elaboragao da mistura reacional,

sé foi possivel identificar via RMN H' 60 MHz os materiais de partida,

Esquema 40.
o NaH, THF, 0°C
NaH, Dioxano/HMPA O —
NaH, DMSO, 60°C ) 6P 1
TR + SN
02N~ Nph | NaH, DMSO, 100°C OEt
(44) K,CO3, DMSO 0 Ph (325)
o.o§ ©
020" Ph
(326)

ESQUEMA 40. Tentativa de condensacdo da 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona com o
etilenoacetal do acetoacetato de etila.

Numa tentativa de ativacdo da carbonila do acetaléster 325 para o
ataque nucleofilico, preparou-se o correspondente cloreto de acila. O éster foi
hidrolisado em meio basico, NaOH aquoso em MeOH. O acido assim obtido foi
tratado com cloreto de tionila a fim de converté-lo no cloreto de acila
correspondente 328. Quando foi adicionado o cloreto de tionila ao acido 329, a
mistura reacional ficou inicialmente castanha passando para preto. A tentativa
de purificacdo do produto bruto por destilacao foi mal-sucedida, pois nao foi
possivel isolar o composto desejado, o cloreto 328, Esquema 41.
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: Q 0 Yy o
0)&1\ NaOH, MeOH, A, 4hs >o)<3)j\o SOCl,, A o)QJ\C
OEt 56% H + |

(325) (327) (328)
ESQUEMA 41. Tentativa de ativagdo da carbonila do acetaléster

Apds estes sucessivos resultados negativos na tentativa de
condensagdo entre o [p-cetoéster e a diidro-piran-2,4-diona, decidiu-se
investigar as atividades biolégicas das diidro-piran-2,4-dionas. Para a
realizacéo destas investigagdes, outras diidro-piran-2,4-dionas 6-substituidas

foram preparadas.
3.2 SINTESE DA 6-PROPENIL-DIIDRO-PIRAN-2,4-DIONA

Um dos modelos escolhidos foi a 6-propenil-diidro-piran-2,4-diona (329).
A estratégia usada para sintese de 329 foi a mesma empregada na sintese de
44: geragcdo do dianion do acetoacetato de etila (14), reagdo com o
crotonaldeido seguido da hidrélise basica do hidréxi-éster e lactonizagdo em
meio acido. O produto bruto foi recristalizado em CHCI; para se obter a diidro-
piran-2,4-diona 329, desejada, como cristais amarelos, em 80% de rendimento,

Esquema 42.
e} 1) NaH, THF, 0°C 0
2) n-BuLi, 0°C
3)CHOCH=CHCH,4 -
0P ot 4 NaOH, H,0, TA o “
(14) 5)HCI, -10°C (329)
80%

ESQUEMA 42. Sintese da 6-propenil-diidro-piran-2,4-diona

Os cristais de 329 foram analisados e sua estrutura foi confirmada por
difragdo de raios X. Como resultado da analise cristalogréfica, verificou-se que
a diidro-piran-2,4-diona 329 cristalizou na forma endlica e que o anel tem uma
conformagao de meia cadeira, com o grupo propenila em C-6 na equatorial. Os
atomos C-6, C-7, C-8 e C-9 estédo contidos num mesmo plano, figura 13.

42



Sintese e Investigagdo das Atividades Bioldgicas de Diidro-piran-2,4-dionas Laura C. de Souza
Capitulo 3 Resultados e Discussdo

02

FIGURA 13. Estrutura molecular da diidro-piran-2,4-diona 329 em sua forma endlica.

3.3 SINTESE DA 5,6-DIMETIL-DIIDRO-PIRAN-2,4-DIONA

Outra diidro-piran-2,4-diona sintetizada foi a 5,6-dimetil-diidro-piran-2,4-
diona (332). Ela foi preparada a partir do 3-oxo-pentanoato de etila (331),
seguindo a mesma sequéncia de reagdes descritas para a sintese de 44 e 329,
Esquema 43. A diidro-piran-2,4-diona 332 foi obtida como um sdélido amorfo

incolor em 48% de rendimento.

1) NaH, THF
1) NaH, THF 2) n-BuLi, -10°C
0 2) n-BulLi, -10°C o} 3) CH3CHO 0
3) CH;l 4) NaOH, H,0O
4) H,0 5) HCI, 0°C
- ——
O~ “OEt 85% O~ “OEt 48% 0~ O
(14) (331) (332)

ESQUEMA 43. Sintese da 5,6-dimetil-diidro-piran-2,4-diona

3.4 SINTESE DA 6-(4-METOXI-FENIL)- E DA 6-(3,4-DIMETOXI-
FENIL)-DIIDRO-PIRAN-2,4-DIONA

Além das diidro-piran-2,4-dionas 44, 329 e 332, a 6-(4-metdxi-fenil)-
diidro-piran-2,4-diona (333) e a 6-(3,4-dimetoxi-fenil)-diidro-piran-2,4-diona
(334) também foram sintetizadas. Estes compostos foram preparados usando a
mesma metodologia utilizada anteriormente nas sinteses de 44, 329 e 332:
condensacao do dianion do acetoacetato de etila (14) com aldeido, hidrdlise do
hidréxi-éster em meio basico e lactonizagdo em meio acido aquoso. O produto
bruto foi recristalizado em CHCI; para se obter como um sdlido amorfo a 6-(4-
metdxi-fenil)-diidro-piran-2,4-diona (333) em 42% de rendimento e a 6-(3,4-
dimetoéxi-fenil)-diidro-piran-2,4-diona (334) em 69% de rendimento, Esquema
44.
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O  1)NaH, THF, 0°C 0
ﬁ 2) n-BuLi, 0°C
3) ArCHO
o0P~oEt 4) NaOH, H,0, TA > 5 R
5) HCI, -10°C
(14) R'

(333) -R=H, R'=0CHj; - 42%

(334) -R=R'=0CHj3; -69%
ESQUEMA 44. Sintese da 6-(4-metodxi-fenil)-diidro-piran-2,4-diona e da 6-(3,4-dimetoxi-
fenil)-diidro-piran-2,4-diona

3.5 AVALIAGAO DA ATIVIDADE MOLUSCICIDA DAS DIIDRO-
PIRAN-2,4-DIONAS.

Com cinco diferentes diidro-piran-2,4-dionas disponiveis, foram iniciados
estudos para a determinagédo de possiveis atividades bioldgicas. Inicialmente,
motivados pela atividade moluscicida apresentada pelos acidos Caloverticilicos
A, B e C, (4), (5) e (6), respectivamente, decidiu-se investigar o potencial
moluscicida das diidro-piran-2,4-dionas sintetizadas. Para estes ensaios foram
utilizados caramujos da espécie Biomphalaria glabrata, hospedeiro
intermediario no ciclo de vida do parasita causador da esquistossomose
mansénica, criados no Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais da

Universidade Federal de Alagoas.

O caramujo Biomphalaria glabrata tem sido frequentemente utilizado
como alvo de bioensaios em laboratérios que visam a obtencao de novos
agentes moluscicidas que possam combaté-lo. A utilizagdo de substancias
moluscicidas impedem o desenvolvimento das fases larvais (esporocistos) e as
fases larvais de vida livre (cercarias e miracidios) do Schistosoma mansoni, o

agente transmissor da esquistossomose mansdnica.

Os ensaios moluscicidas foram realizados utilizando a desova do
caramujo Biomphalaria glabrata. Em ensaios preliminares, as diidro-piran-2,4-
dionas mostraram-se inativas frente aos caramujos adultos (SOUZA et al,
2004).

O ensaio biolégico para avaliagdo da atividade moluscicida sobre a

desova do caramujo consistiu na imersao da desova do caramujo nas solugdes
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em teste por 24 horas. Decorrido este periodo, as desovas foram colocadas em
agua desclorada, permanecendo em observagao pelas 72 horas seguintes,
com registro dos exemplares mortos. Foi utilizada uma desova por solugao-
teste. As desovas foram recortadas de folhas de polietileno incolor colocadas
previamente nos aquarios. A temperatura da agua foi registrada no inicio e ao
final de cada experimento, variando de 24-25°C, tendo pH entre 6 e 7.
Paralelamente a cada experimento foi realizado controle negativo com agua

desclorada e agua desclorada a 1% de DMSO (v/v).

As desovas foram examinadas e contadas com o auxilio de microscopio
estereoscopico, sendo consideradas mortas quando suas células tornavam-se
opacas ou desagregavam-se. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela
13.

TABELA 13. Comparagéao dos potenciais moluscicida das substancias avaliadas
frente a desova de B. glabrata apds 96 horas de exposigao.

R1 = H; R2 =Ph
PDP - (44)

100

1 OO 1 OO !! -----

100 | 100 100 100 97,6

Ry =Ry, =Me
DMDP - (332)

Ry = H; R, = 3,4-(MeO)2-CeH4
DMPDP - (334)

Dentre as diidro-piran-2,4-dionas avaliadas, a 6-fenil-diidro-piran-2,4-
diona (44) foi aquela que apresentou maior atividade moluscicida (CLgo = 39,40
ppm)*, ndo diferindo significativamente (p < 0,05) da atividade exibida pela 6-
propenil-diidro-piran-2,4-diona (329) (CLgy = 40,26 ppm). A 5,6-dimetil-diidro-

45



Sintese e Investigagdo das Atividades Bioldgicas de Diidro-piran-2,4-dionas Laura C. de Souza
Capitulo 3 Resultados e Discussdo

piran-2,4-diona (332) e a 6-(3,4-dimetdxi-fenil)-diidro-piran-2,4-diona (334)

foram consideradas inativas frente a desova do B. glabrata, Tabela 14.

TABELA 14. Comparagéao dos potenciais moluscicida das substancias avaliadas

frente a desova de B. glabrata.

Substancia Atividade frente ao B. glabrata apés 96 horas
O
Ry
CL1o ppm CLso ppm CLgo ppm
o) R,
R1 = H, R2 =Ph
PDP - (44) 15,486 24,700 39,399
R1 = H; R2 = CH=CHCH3
PrDP - (329) 13,175 23,031 40,262
R1 = R2 = Me
DMDP - (332) 40,417 62,599 96,954
R1 = H; R2 = 4-(MeO)-C5H4
MPDP - (333) 36,918 45,030 54,924
R =H; Re = 3,4-(MeO);-CeH, Inativo Inativo Inativo

DMPDP - (334)

Este é o primeiro relato de atividade moluscicida encontrado na literatura
para diidro-piran-2,4-dionas. Para a obtenc¢ao de resultados mais conclusivos a
respeito dessa atividade bioldgica, novos ensaios com outros modelos de
diidro-piran-2,4-dionas deveriam ter sido realizados, entretanto, um problema
na criagdo dos caramujos do Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais

impediu o prosseguimento desse estudo.

3.6 AVALIACAO PRELIMINAR DA ATIVIDADE ANTIULCERA DAS
DIIDRO-PIRAN-2,4-DIONAS

Martins et al (1994) verificaram que os 4&cidos inofiloidico (7),
brasiliénsico (8) e isobrasiliénsico (9) apresentam atividade antiulcerogénica. A
fim de verificar a influéncia da unidade pirona na manifestacao desta atividade,
as diidro-piran-2,4-dionas 44, 329 e 332 foram submetidas a ensaios para a
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verificagdo da atividade antiulcera. Os ensaios foram realizados na

Universidade Federal do Mato Grosso pela equipe do Prof. Domingos Tabajara.

Os principais modelos de Ulceras utilizados para medir a capacidade de
prevencdo das lesdes sdo os modelos de ulceras agudas induzidas por
antiinflamatorios ndo esteroides (AINEs) e por etanol. Nestes ensaios foram

utilizados modelos de ulceras induzidas por indometacina (AINE) ou etanol.

As Ulceras induzidas por AINEs, como a indometacina, ocorrem por
multiplos mecanismos, incluindo acao irritante local, aumento da secrecao
ciclooxigenases, responsaveis pela sintese das prostaglandinas. As
prostaglandinas tém efeito citoprotetor da mucosa gastrica, principalmente, por
aumentar a quantidade de muco (ROBERT, 1979).

O modelo de ulcera induzida por etanol é um dos testes mais comuns
aplicados para a avaliagdo de atividade antiulcera/citoprotetora. O etanol
provoca as lesdes por solubilizagdo do muco protetor e desta forma a mucosa
fica vulneravel a acao hidrolitica e proteolitica do acido cloridrico e da pepsina,
respectivamente. O contato com o alcool também leva ao aumento da secrecao
acida e alteragao da rede vascular local, por rompimento dos vasos sanguineos
que irrigam a mucosa gastrica (OATES & HAKKINEN, 1988).

Para os testes em modelos de ulceras induzidas por indometacina,
Rattus norvegicus (10/grupo), em jejum por 16 horas, receberam, por via oral,
veiculo ou a diidro-piran-2,4-diona a ser avaliada. Apds uma hora, todos os
animais receberam o agente ulcerogénico indometacina (Sigma®) (30 mg/kg),
pela mesma via. Trés horas apds a administragcao do agente lesivo, repetiu-se

o tratamento.

Os animais foram sacrificados, por deslocamento cervical, seis horas
apos a primeira administragdo. Os estdbmagos foram removidos, abertos ao
longo da curvatura maior, lavados com solugao de cloreto de sddio 0,9%. Estes

foram inspecionados para atribuicdo de pontos as lesdes, obtendo-se um
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indice mediano de ulcera (IU), conforme a pontuagcédo descrita na Tabela 15
(DJAHANGUIRI, 1969).

TABELA 15. Critérios para atribuicdo de pontos as lesdes gastricas.

Normal
Hiperémica
Descorada
Leve 1 ponto
Petéquias Moderado 2 pontos
Intenso 3 pontos
Leve
Moderado
Intenso
Leve 1 ponto
Hemorragia Moderado 2 pontos
Intenso 3 pontos
Leve
Moderado
Intenso
Até 1 mm 1 ponto
Lesbes necro-hemorragicas >1mm 1,5 pontos x
(ulceras) mm
Perfuradas S pontos x
mm

No grupo controle, nos testes com a 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona 44 e
com a 6-propenil-diidro-piran-2,4-diona (329), as ulceragdes induzidas por
indometacina apresentaram indice de ulcera igual a 12. A diidro-piran-2,4-diona
44, na dose de 50 mg/kg, via oral, reduziu o indice de ulcera para 5,5. Com 10

mg/kg de 6-fenil-diidro-piran-2,4diona (44), o valor observado foi de 6,5.

Na dose de 50 mg/kg v.o., a 6-propenil-diidro-piran-2,4-diona (329)
reduziu o indice de ulcera para 5,1. Usando-se 10 mg/kg de 329, o valor da
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obtido para o indice de ulcera foi de 7,6, ndo diferindo significativamente do
grupo controle (p < 0,01).

O indice de ulcera por indometacina no grupo tratado com 5,6-dimetil-
diidro-piran-2,4-diona (332) foi de 9,5 e no grupo controle foi de 33,5 . Isto
significa que na ulcera induzida por indometacina, a diidro-piran-2,4-diona 332

reduziu em 72% as lesdes gastricas.

Nos estudos com modelos de Ulceras induzidas por etanol,
camundongos Mus musculus (n=10/grupo), mantidos em jejum por 16 h, foram
tratados, por via oral, com veiculo ou com as diidro-piran-2,4-diona avaliadas.
Uma hora apés os tratamentos, os animais receberam, pela mesma via, etanol
75% (1 mL/100 g) e, uma hora depois, foram sacrificados. Os estdbmagos foram
retirados e atribuidos pontos as lesbGes, conforme pontuagcdo descrita
anteriormente, Tabela 15. A mediana do indice de ulcera por etanol no grupo
controle foi de 78, nao diferindo do grupo tratado com 332, cuja mediana do
indice de ulcera foi de 53 (p > 0,05).

Na avaliagédo da atividade antiulcera da 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona (44)
ou 6-propenil-diidro-piran-2,4-diona (329), os estdbmagos foram removidos,
abertos ao longo da maior curvatura, lavados com uma solugéo de cloreto de
sodio 0,9% e a area da Ulcera medida através de planimetria (mm?). Os
resultados foram expressos em porcentagem em relagdo a area total do
estbmago. A area ulcerada nas lesdes gastrica induzida por etanol foi 10+1%

no controle.

A area ulcerada nas lesdes foi de 8+t1% e 5+0,5% nos grupos em que se
administrou a 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona (44) em doses de 10 e 50 mg/kg,
respectivamente. Nos grupos em que foi administrada a 6-propenil-diidro-piran-
2,4-diona (329) a area ulcerada observada foi de 8+1% e 6+1%, para as doses
de 10 e 50 mg/kg, respectivamente. Em ambas avaliagdes, os valores obtidos
ndo foram significativamente diferentes do controle. Os dados obtidos na
avaliagdo da atividade antitulcera sdo resumidos na Tabela 16, mostrada a

seqguir.
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TABELA 16. Resultados da avaliacao da atividade antiulcera de diidro-piran-2,4-
dionas

Indometacina
10mg/kg 45% 20%
(0] (0]
(44) 50mg/kg 54% 50%
O
J/ijj\/\ 10mg/kg 37,5% 20%
o ~Z

50mg/kg 58% 40%

(329)

O

. 100mg/kg 72% 33%

(332)

As lesdes induzidas pelo etanol sao ocasionadas pelo dano direto as
células da mucosa gastrica, resultando no desenvolvimento de radicais livres.
Compostos antioxidantes podem ser ativos neste modelo experimental,
complexando-se com os radicais livres e, assim, produzindo efeitos
antiulcerogénicos (AL-HARBI et al, 1997; MATSUDA et al, 1999; PARK et al,
2000; GONZALEZ et al, 2001; OLIVEIRA et al, 2004). Deste modo, é
interessante investigar a capacidade de sequestrar radicais livres das diidro-
piran-2,4-dionas, uma vez que estas podem agir como agentes antioxidantes

no modelo de ulcera induzida por etanol.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE DIIDRO-
PIRAN-2,4-DIONAS

Os radicais livres sdo produzidos continuamente no organismo, via a
acao de enzimas durante os processos de transferéncia de elétrons que
ocorrem no metabolismo celular e pela exposi¢cao a fontes exégenas. A grande

maioria dos radicais livres, devido a presenca de elétrons desemparelhados,
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possui como caracteristica uma meia-vida muito curta, indo de minutos a
nanossegundos. Eles sao capazes de reagir rapidamente com varios
compostos ou atingir alvos celulares como proteinas, lipideos, carboidratos e
moléculas de DNA. O seu alvo celular estd relacionado ao seu sitio de
formagcao (SHAMI e MOREIRA, 2004).

No organismo s&o produzidos radicais livres de oxigénio, carbono,
enxofre e nitrogénio, mas dentre todos estes, os radicais derivados do oxigénio
ganham maior destaque, devido a reatividade e aos danos que podem causar
(VASCONCELOS et al 2000). Embora uma pequena quantidade de radicais
livres seja necessaria para a manutengdo das fungdes vitais, sua produgao
excessiva, maior do que a velocidade com que é consumido, pode levar a

diversas formas de dano celular.

Em condig¢des fisiologicas, os radicais livres gerados no processo normal
do metabolismo formam-se em proporcoes controladas pelos mecanismos
defensivos celulares. Mas em algumas condigdes patoldgicas, eles podem ser
produzidos em excesso. Quando ha uma falta de equilibrio dinAmico entre a
producao de oxidantes e a concentragdo de defesas antioxidantes, como uma
diminuicdo nos niveis das enzimas antioxidantes, por exemplo, ocorre um

processo conhecido como estresse oxidativo (SHAMI e MOREIRA, 2004).

O estresse oxidativo pode conduzir a oxidacdo macica de substratos
biolégicos. A cronicidade desse estresse oxidativo, no ambiente celular, pode
causar severos problemas metabdlicos e estar envolvida na origem e no
desenvolvimento de numerosas doencas (SHAMI e MOREIRA, 2004). Dentre
0s processos patolégicos relacionados ao disturbio do equilibrio entre a
formacao e a remocao de EROs, pode-se citar por exemplo cancer, isquemia,
arteriosclerose, diabetes, mal de Alzheimer entre outras desordens
neuroldgicas e nao-patolégicas, como, por exemplo, o envelhecimento, Figura
14 (HERMES-LIMA & STOREY, 1998; PAWLAK et al., 1998; BECKMAN &
AMES, 1998; SALVADOR & HENRIQUES, 2004).
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Lipidios Proteinas Enzimas DNA

Peroxidacao Degeneragido Desativacao Mutagao

Danos as membranas e outros componentes
celulares tais como lipoproteinas.

Infarto, apoplexia cerebral, arteriosclerose Cancer

FIGURA 14. Efeito das EROs sobre os componentes celulares.

Um dos meios de proteger o organismo dos efeitos do estresse oxidativo
consiste na utilizagcado de substancias antioxidantes (ELLNAIN-WOJTASZEK, et
al, 2003). Os antioxidantes sdo substancias que, presentes em baixas
concentracdes, quando comparada a um substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidacdo desse substrato de maneira eficaz (AUST et al 2001). Estas
substancias desempenham um papel importante na prevencado e tratamento
das doencas associadas a superproducao de radicais livres, tais como, cancer,
hipertensdo, infartos, reumatismo, cataratas e outras (SOLER-RIVAS et al,
2000), através da reducéo dos danos causados aos componentes celulares por
espécies oxidantes reativas (HOLLMAN, 2001).

O mecanismo de acdo dos antioxidantes permite ainda classifica-los
como antioxidantes de prevengao (impedem a formacéo de radicais livres),
varredores (impedem o ataque de radicais livres as células) e de reparo
(favorecem a remocao de danos da molécula de DNA e a reconstituicdo das
membranas celulares danificadas) (KOURY e DONANGELO, 2003).

A pesquisa por substancias antioxidantes é de grande interesse néo s6
por seus efeitos na saude humana, mas também devido ao seu envolvimento
em processos industriais importantes. Na industria, principalmente a
alimenticia, a autoxidacao de dleos e gorduras implica na deterioragao de seus

produtos durante o processamento e a armazenagem, o que leva a formagao
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de derivados que podem iniciar processos oxidativos in vivo (WANG et al,
1999).

Alguns antioxidantes sintéticos tém sido amplamente utilizados na
industria, para a preservagao de alimentos ou cosméticos. Entre os que tém
sido mais comumente utilizados pode-se citar: 2-t-butil-p-hidréxi-anisol - BHA
(335), 2,6-di-t-butil-p-hidréxi-tolueno - BHT (336), 2-t-butil-hidroquinona - TBHQ
(337) os quais sao adicionados a substancias oleosas para impedir a
peroxidagao lipidica, Figura 15. No entanto, existem relatos que apontam
propriedades carcinogénicas nestes antioxidantes (CHEUNG et al, 2003).
Assim, pesquisas que busquem por novos antioxidantes sintéticos tém

recebido atencao da comunidade cientifica.

OH OH OH
OMe OH
BHA BHT TBHQ
(335) (336) (337)

FIGURA 15. Estrutura dos principais antioxidantes sintéticos utilizados industrialmente

A avaliagdo da atividade antioxidante, de produtos naturais ou de
substancias sintéticas, in vitro vem sendo efetuada por diferentes ensaios
(ARUOMA, 2003), Figura 16, no entanto, este tipo de investigacéo € repleto de
desafios e dificuldades (ANDERSON e PHILLIPS, 1999). As reacdes
envolvidas em processos de oxi-redugao sao extremamente sensiveis ao meio
no qual elas ocorrem, particularmente, a concentragdo de oxigénio
(ANDERSON e PHILLIPS, 1999). Apesar de a maioria dos ensaios realizados
in vitro ndo serem validos para a realizagédo em modelos in vivo, os resultados
dos métodos in vitro podem permitir a avaliagdo da potencial eficacia in vivo
(ARUOMA, 2003).
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FIGURA 16. Principais ensaios empregados para avaliagdo da atividade antioxidante

Apesar de existirem tantos ensaios para a avaliacdo da atividade
antioxidante, ndo existe um método universal pelo qual a atividade antioxidante
possa ser mensurada qualitativa e quantitativamente, pois a eficacia de
substancias sequestradoras de radicais livres é determinada n&o apenas pela
sua reatividade mas também pela concentragdo na qual é testada. Além disso,
a eficacia do antioxidante também depende de sua localizagdo. Por exemplo, a
vitamina C é um potente sequestrador de radicais hidrofilicos, mas nao atua tao

bem frente a radicais lipofilicos (NIKI, 2002).

Alguns dos ensaios mais aplicados para a avaliagdo da atividade
antioxidante in vitro investigam a eficiéncia dos compostos testados em
sequestrar um determinado radical livre, considerado estavel, como, por

exemplo, o DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) (338), ou “gerado” in vitro, como
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resultado da decomposi¢cao térmica de azo iniciadores, tais como ABAP,
AMVN, AAPH. Estes ensaios sao genericamente designados de “ensaios
armadilha” (Trap Assay) (SILVA et al, 1999).

O ensaio com o radical livre DPPH (338) tem recebido muita atencao e é
um dos mais amplamente utilizados para a determinacdo preliminar da
atividade antioxidante in vitro devido a sua rapidez, facilidade de execucgéao e
elevada reprodutibilidade, aliado ao fato de ndo envolver condigdes drasticas
de temperatura e oxigenagdo quando comparado a outras técnicas (BRAND-
WILLIAMS et al, 1995). O modelo para avaliagcdo da atividade antioxidante
utiizando DPPH® (338) é baseado na sua capacidade em reagir com

substancias doadoras de atomos de hidrogénio, Esquema 45.

O,N H
Q Qo
N=N NO, + RH—> N—N\‘ i + R
@ O2N @ O,N NO,
(338) (339)
ou
O,N R
| NO,
N—N NO, + R: ——3 —N
O o ol
(338) (340)

ESQUEMA 45. Redugao do radical DPPH

O consumo de DPPH"* é, portanto, um indice para estimar a capacidade
antioxidante na captura de radicais livres presentes no meio. Neste ensaio a
atividade antioxidante ¢é avaliada espectrofotometricamente através do
monitoramento do decréscimo da absorbancia a 515 nm resultante da
transformagcdo do radical DPPH- (338), coloragdo purpura, em sua forma

reduzida, DPPH-H (339), coloragdo amarela, Figura 17.
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FIGURA 17. Diferenca de coloracao entre a solu¢do de DPPH- e DPPH-H

3.7.1 Avaliagao qualitativa da atividade antioxidante de diidro-piran-2,4-
dionas

O ensaio antioxidante qualitativo, baseado no método descrito por Soler-
Rivas et al (2000), foi realizado para trés diidro-piran-2,4-dionas, 44, 329 e 332,
Figura 18. Inicialmente 2uL de solugdo etandlica 1mg/mL das diidro-piran-2,4-
dionas foram aplicadas em placas de CCD de silica gel, eluidas com uma
mistura 40% de AcOEt em Hexano e imersas durante dez segundos em uma
solucédo 0,4 mM do radical livre DPPH em metanol. Apds evaporacao do
solvente (cerca de 5 min), a atividade antioxidante foi verificada através do
aparecimento de manchas amareladas sob fundo violeta, de acordo com a
Figura 18. O ensaio qualitativo revelou que todas as amostras testadas
reagiram com o radical DPPHe semelhantemente ao controle positivo,

catequina.

0" "0

FIGURA 18. Resultado do ensaio antioxidante qualitativo
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3.7.2 Avaliagao quantitativa da atividade antioxidante das diidro-piran-2,4-
dionas

Apds 0 sucesso no ensaio qualitativo, foram realizados ensaios
quantitativos com todas as diidro-piran-2,4-dionas disponiveis em nosso
laboratdrio. A avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Brand-Williams et al (1995) e Sanchez-
Moreno et al (1998), com algumas modificagoes.

As diidro-piran-2,4-dionas foram avaliadas como solu¢édo etandlica em
diferentes concentragdes (2, 4, 8, 10, 16 e 20 mM). Os niveis de inibicdo da
descoloragdo do DPPH pelo BHT (336), um dos antioxidantes sintéticos mais
empregados na industria cosmética e alimenticia, foi aplicado como controle
positivo para comparagdo com as amostras e para a validacao do método. Os
ensaios foram realizados numa solugao 0,1 mM de DPPH- em EtOH anidro,
recém-preparada e acondicionada em recipiente protegido da luz. Todos os

resultados sédo apresentados como média de trés experimentos.

Em primeiro lugar decidiu-se analisar a cinética da reacdo entre os
compostos avaliados e o radical estavel DPPH. Segundo Bondet et al (1997),
existem trés comportamentos cinéticos diferentes para a reagao com o radical
DPPH, cuja evolugdo depende da natureza do antioxidante testado. Os
antioxidantes de cinética rapida, reagem com o radical DPPH, atingindo o
equilibrio em menos de um minuto. Como exemplo pode-se citar o acido
ascorbico (341), acido isoascérbico (342) e isoeugenol (343), Figura 19.

QH P MeO
HO A0 Ho XN O o0 y
HO"  ©OH HO  OH
acido ascorbico acido isoascorbico isoeugenol
(341) (342) (343)

FIGURA 19. Antioxidantes de cinética rapida

Nas reagdes com o segundo tipo de cinética, intermediaria, o equilibrio é

alcangado entre cinco e trinta minutos. S&o classificados como antioxidantes de
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cinética intermediaria, o acido rosmarinico (344) e o é-tocoferol (345), Figura
20, (BRAND-WILLIAMS et al 1995).

H H HO
O)@\OIO i M
HO 07 N\Z o 0O

acido rosmarinico

H o-tocoferol
(344)

(345)

FIGURA 20. Antioxidantes de cinética intermediaria

Todos os compostos que levam mais de trinta minutos para alcangar o
equilibrio sao classificados como de cinética lenta (ISHIKAWA et al ,1997).
Dentre os antioxidantes de cinética lenta, pode-se citar o BHT (336), o controle
positivo utilizado em nossos ensaios, e o eugenol (346), Figura 21 (BRAND-
WILLIAMS et al 1995).

OH
MeQO
HO—<‘E >—/ _
BHT eugenol
(336) (346)

FIGURA 21. Antioxidantes de cinética lenta

O comportamento cinético da reag¢ao pode ser verificado observando-se
a diminuicdo da absorbancia em funcdo do tempo numa determinada
concentragcdo. Entretanto uma analise mais detalhada da cinética da reacéo
pode ser alcancada se plotarmos a concentragdo de DPPH remanescente no
sistema em funcdo do tempo. Deste modo, pode-se visualizar ndo apenas o
momento em que se atinge o equilibrio, mas também o consumo do radical
DPPH. A porcentagem de radical DPPH remanescente na mistura reacional (%
DPPH:em) apds um tempo t € calculada de acordo com a Equacgao 1.

% DPPH..  — [DPPH], <100 [DPPH]; = concentragdo do radical livre DPPH no tempo t
° em [DPPH], [DPPH];,= concentragéo inicial do radical livre DPPH

EQuAcAo 1
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A concentragao do radical livre DPPH na mistura reacional foi calculada
a partir da curva de calibragdo Asis nm = 10,10591 [DPPH]); + 0,05942 (R =
0,99895). Esta equacéo foi determinada por regresséo linear usando medidas
em ftriplicata, onde [DPPH‘; é expressa em mmol/L, Grafico 1. Apds a
obtencao da curva de calibracado, determinou-se a concentragao do radical livre

DPPH a partir dos valores de absorbancias determinados nos experimentos.

1,24
1,0 4 /
] ™
g
0,8 - g
5 /I/
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GRAFICO 1. Curva de calibracao

A fim de tragar o perfil cinético da reagao entre o radical DPPH (338) e
os compostos avaliados, calculou-se a %DPPH remanescente no sistema
reacional na maior, Grafico 2, e na menor concentracdo, Grafico 3, de
antioxidante testada, 20mM e 2mM, respectivamente, a cada cinco minutos,

durante uma hora.
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GRAFICO 2. Comparagao do comportamento cinético das diidro-piran-2,4-dionas
avaliadas a 20mM
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GRAFICO 3. Comparagao do comportamento cinético das diidro-piran-2,4-dionas
avaliadas a 2mM

Dentre os trés diferentes tipos de cinéticas previamente descritas
(BRAND-WILLIAMS et al 1995), as diidro-piran-2,4-dionas enquadram-se no
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grupo das substancias que apresentam um mecanismo reacional lento pois
levaram mais de trinta minutos para alcancgar o equilibrio, Graficos 2 e 3. A
cinética da reagao entre o radical DPPH e o BHT (336) ou com a diidro-piran-
2,4-diona 334 é muito influenciada pela concentragao, pois quando os ensaios
foram realizados utilizando-se os antioxidantes na concentragao 20 mmol/L, a
reagao atingiu o equilibrio aos dez e trinta minutos, respectivamente. Deste
modo, eles seriam classificados como compostos de cinética intermediaria.
Para as diidro-piran-2,4-dionas 44, 329 e 333 o equilibrio sé foi atingido apés

50 minutos de reagéo.

Para a comparacao entre a atividade antioxidante das diidro-piran-2,4-
dionas e o padréo, a atividade antioxidante (AA) foi expressa em fungédo da
poténcia anti-radical (PAR). Este parédmetro mostra a eficiéncia de um
composto como antioxidante e o inverso da ECs (concentragdo de antioxidante
necessaria para diminuir a concentracao inicial de DPPH- em 50% apdés um
periodo de tempo). Os valores de ECso foram obtidos plotando a porcentagem
de DPPH remanescente apds trinta minutos versus a concentracao de

antioxidante, Grafico 4.
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GRAFICO 4. Porcentagem do radical DPPH remanescente na mistura reacional apds
30 minutos como fungdo da concentragdo de antioxidante testada.
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Pela Equagao 2 mostrada anteriormente, se pode notar que quanto
menor o termo ECso, mais eficiente sera o antioxidante (maior PAR). A Tabela
17 a seguir mostra os valores de ECs, e da PAR obtidos para as diidro-piran-

2,4-dionas nos testes utilizando o radical DPPH.

TABELA 17. Eficiéncia dos compostos testados como antioxidantes frente ao

radical DPPH

PDP (44) 8,248 0,121
PrDP (329) 6,806 0,147
MPDP (333) 8,714 0,115

DMPDP (334) | 1,361 0,735
¥ Média (n = 3)

Nenhum dos dois valores se prestou a comparacido entre a atividade
antioxidante das diidro-piran-2,4-dionas e a atividade do padrao, que
apresentou ECsp < 0,0 neste ensaio. Nao é confiavel utilizar para fins de
comparacao valores de ECsy encontrados na literatura, pois a representacao do
ECso varia de um trabalho para outro, visto que depende da concentracio
inicial do radical DPPH e das concentragcdes do antioxidante testado. Por isto, a
comparacao do ECs; encontrados por outros pesquisadores pode ser
inconsistente. Logo, a maneira mais adequada seria representar a atividade

antioxidante pela quantidade de radical DPPH reduzido pela amostra testada.

Deste ponto em diante, a atividade antioxidante serd expressa através
da porcentagem de redugdo da absorgéao inicial do radical DPPH resultante da
reagao com o composto testado. A porcentagem de redugdo (PR) do radical

DPPH é calculada empregando a Equagao 3.

Abs , = absorbancia medida a 515 nm, com o branco (1mL de EtOH +

(Abs _ Abs ) 1mL da solugdo 1mM de DPPH)
PR = fo fomn/ %100 Abs ¢ = absorbancia medida a 515 nm, num tempo t qualquer, com a
Abstg mistura reacional (1mL da solugdo do antioxidante na concentragéo
especificada + 1mL da solugdo de DPPH 1mM)
EQuUAGAO 3
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A PR pode ser calculada apdés trinta minutos de reacao ou apenas
quando a reagdo alcangar o equilibrio (BRAND-WILLIAMS et al 1995).
Inicialmente verificou-se a PR das diidro-piran-2,4-dionas apods trinta minutos

de reacéo, Grafico 5.
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GRAFICO 5. Atividade antioxidante determinada em fung&o da porcentagem de redugdo da absorgéo inicial do

radical DPPH, a 515 nm, ap6s 30 min, por diferentes concentragdes das diidro-piran-2,4-dionas. (O BHT foi usado
como controle positivo; os dados mostrados sao relativos a média de trés experimentos e ja corrigidos em relagéo a
decomposicédo natural do radical DPPH).

Através da analise dos dados fornecidos pelo Grafico 4, pode-se notar
que ap6s trinta minutos de reacao, a 2mM, todas as diidro-piran-2,4-dionas
avaliadas sado bem menos ativas do que o BHT (controle positivo),
apresentando apenas atividade moderada (PR < 40%). E interessante notar
que a atividade sequestradora de radicais livres das diidro-piran-2,4-dionas
ap6s os trinta primeiros minutos de reacdo € bastante influenciada por
variagbes na concentragdo. Este fato pode ser claramente observado no
aumento da AA de todas as diidro-piran-2,4-dionas avaliadas a medida que se
aumenta a concentragao. Por outro lado, variagdes na concentracido do BHT

nao alteraram significativamente (p < 0,05) sua AA.
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O efeito da concentragéo sobre a PR é bastante evidente na diidro-piran-
2,4-diona 334. Em concentragdes > 10 mmol/L este composto apresenta PR >

60%, nao diferindo significativamente do controle positivo, BHT (p < 0,05).

Apesar da maioria dos autores determinarem a PR, e também outros
parametros que expressam a atividade sequiestradora de radicais livres, apds
trinta minutos, é importante ressaltar que estas medidas podem nao levar a
resultados errbneos em compostos que reagem rapidamente com o DPPH
(338). Entretanto, em compostos que apresentam um comportamento cinético
lento, podem acarretar diferengas significativas quando comparadas a analises
feitas apods intervalos de tempos maiores, pois a reacao ainda poderia estar em
curso. A fim de evitar este problema, calculou-se a PR do radical DPPH frente

as diidro-piran-2,4-dionas apo6s sessenta minutos de reagao, Grafico 6.
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GRAFICO 6. Atividade antioxidante determinada em fungéo da porcentagem de redugdo da absorcéo inicial do

radical DPPH, a 515 nm, ap6s 60 min, por diferentes concentragdes das diidro-piran-2,4-dionas. (O BHT foi usado
como controle positivo; os dados mostrados sao relativos a média de trés experimentos e ja corrigidos em relagéo a
decomposicédo natural do radical DPPH).

Apds 60 minutos de reacao, os compostos estudados exibiram atividade
inibidora de radicais livres comparavel ao BHT em concentracbes > 16,0

mmol/L. Em concentragcdes < 16,0 mmol/L apenas a 6-propenil-diidro-piran-2,4-
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diona (329) e 3,4-dimetdxi-6-fenil-diidro-piran-2,4-diona (334) apresentaram

atividade comparavel ao BHT.

Na concentracdo 2 mmol/L, as diidro-piran-2,4-dionas 44, 329 e 333
apresentaram baixa atividade antioxidante (PR < 40%), mesmo apds sessenta
minutos. Em concentracdes superiores a 4,0 mM, as diidro-piran-2,4-dionas
causaram uma reducao da absorbancia inicial > 50% o que representa uma
atividade apenas moderada. Um fato que merece destaque, € o aumento na
atividade exibido pela 6-propenil-diidro-piran-2,4-diona 329 com o passar do
tempo, conforme se verifica ao comparar os Graficos 4 e 5. Este fato fortalece
a hipétese de que as analises, a fim de fornecerem resultados mais proximos
da realidade, devem ser feitas, sempre que possivel, apds a reagao ter atingido

0 seu equilibrio, ao invés de se tomar valores num tempo t qualquer.

Nesta segunda analise os valores da PR foram pouco afetados pelas
variacdes na concentracao dos antioxidantes. Para cada composto testado nao
se alcangou a inibicdo completa apés 60 minutos nem mesmo nas maiores

concentracoes testadas.

De acordo com a analise das informacdes sobre a cinética da reacao,
dos dados fornecidos na Tabela 17 e da porcentagem de redugdo, pode-se
observar que os diferentes substituintes localizados em C-6 nao alteram
significativamente a atividade antioxidante das diidro-piran-2,4-dionas
avaliadas, exceto pela 3,4-dimetdxi-6-fenil-diidro-piran-2,4-diona (334) que
mostrou um comportamento diferente, sendo tdo ativa quanto o controle

positivo.

Ao observar o esqueleto das diidro-piran-2,4-dionas na tentativa de
explicar sua capacidade em atuar como sequestrador de radicais livres,
verifica-se que as posi¢coes C-3 e C-6 sdo bastante reativas se considerarmos
que a reagao entre as diidro-piran-2,4-dionas e o radical DPPH ocorre via a
transferéncia de um atomo de hidrogénio. Pois os radicais formados em C-3

seriam mais estabilizados por ressonancia e em C-6, pelo atomo de oxigénio

65



Sintese e Investigagdo das Atividades Bioldgicas de Diidro-piran-2,4-dionas Laura C. de Souza
Capitulo 3 Resultados e Discussdo

adjacente. Assim sendo, tém-se entdo duas possibilidades para a ocorréncia
desta reacao, Esquema 46.

DPPH-

ESQUEMA 46. Posicoes reatlvas nas d||dro-piran-2,4-dionas para a reagao com o
radical DPPH via a transferéncia de um atomo de hidrogénio.

Com o objetivo de determinar em que posi¢cao da diidro-piran-2,4-diona
ocorre a abstragdo de hidrogénio pelo radical DPPH, decidiu-se sintetizar
diidro-piran-2,4-dionas com padrbes de substituicdo diferentes daquelas que
foram testadas inicialmente. Os compostos escolhidos para o prosseguimento
da investigacdo deveriam ser capazes de mostrar se a abstragédo do atomo de
hidrogénio ocorre em C-3 ou C-6. Os modelos escolhidos para o
prosseguimento do estudo foram a 6,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona (347) e a
3,3-dimetil-6-fenil-diidro-piran-2,4-diona (348), Figura 22.

) )
ﬁph h
0“No 07 N0” Ph

Ph

(347) (348)
FIGURA 22. Diidro-piran-2,4-dionas com padrdes de substituicdo diferentes

3.8 SINTESE DA 6,6-DIFENIL-DIIDRO-PIRAN-2,4-DIONA

A escolha da diidro-piran-2,4-diona 347 forneceu um excelente modelo
para a verificacdo da hipotese delineada anteriormente, ela foi prontamente
obtida pela adicdo da benzofenona ao dianion do acetoacetato de etila, seguido
de hidrélise basica e lactonizacdo em meio acido, Esquema 47. A diidro-piran-
2,4-diona 347 foi obtida apos sucessivas lavagens do produto bruto com éter
etilico a 5°C e posterior secagem a pressao reduzida, como um sélido amorfo
incolor, de ponto de fuséo 131 °C, em 75% de rendimento.
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ESQUEMA 47. Sintese da 6,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona (347)

Apds a obtencdo do produto puro 347, este foi submetido a
recristalizagdo, utilizando como solvente éter etilico. A diidro-piran-2,4-diona
347 foi solubilizada a temperatura ambiente e em seguida resfriada até -18°C.
Foram obtidos cristais incolores de 347. A determinagao estrutural por difracao
de raios-X mostrou que a diidro-piran-2,4-diona 347 cristalizou na forma

endlica, Figura 23.
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FIGURA 23. Estrutura determinada por difragio de raios-X para 347

3.9 TENTATIVA DE SINTESE DA 3,3-DIMETIL-6-FENIL-DIIDRO-
PIRAN-2,4-DIONA

Apdés a obtencdo de 347 em bons rendimentos, a etapa seguinte
consistiu na obtencao da diidro-piran-2,4-diona 348. Através de um rapido
exame na estrutura de 348 imaginou-se em duas estratégias possiveis que

poderiam ser empregadas em sua sintese:

a. Dimetilagdo do acetoacetato de etila (14) e posterior sintese de 348
empregando este como matéria-prima, seguindo a mesma sequéncia de
reacdes previamente utilizada para a obtencao das outras diidro-piran-2,4-

dionas, Esquema 48.
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ESQUEMA 48. Proposta de sintese da 3,3-dimetil-6-fenil-diidro-piran-2,4-diona (348)

b. Dimetilagdo da 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona (44), Esquema 49.

0] )
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2) Mel
ij\ --------- - j/ib\
O Ph O Ph
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ESQUEMA 49. Proposta de sintese da 3,3-dimetil-6-fenil-diidro-piran-2,4-diona (348)

Como a alquilagdo do enolato do acetoacetato de etila (14) com haletos
de alquila, € um método bem estabelecido para a formagéao de ligagdes C-C, o
meétodo descrito no item (a) acima foi a primeira escolha a fim de obtermos a
diidro-piran-2,4-diona 348. Antes de iniciar a alquilacao do acetoacetato de etila
(14), preparou-se o iodeto de metila (351), o agente alquilante escolhido para
esta reacdo. O iodeto de metila (351) foi sintetizado a partir da reagdo do
dimetilsulfato (350) com iodeto de potassio na presenga de carbonato de calcio
e agua destilada em um intervalo de temperatura de 60 - 70°C, Esquema 50. O
produto bruto foi continuamente destilado da mistura reacional e apds o término
da reacao, destilado sob pentéxido de fosforo e armazenado em presenca de
cobre metélico. O iodeto de metila (351) foi obtido em baixos rendimentos,

40%, provavelmente devido a sua alta volatilidade (PE 41° C).

1) Kl
Me,SO, _2%_“&» Mel
(350) (351)

40%
ESQUEMA 50. Sintese do iodeto de metila

Apds obtengdo do iodeto de metila (351), preparou-se o 2,2-dimetil-

acetoacetato de etila (349), matéria prima da diidro-piran-2,4-diona (348), a
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partir da dialquilagdo do anion do acetoacetato de etila (14), usando carbonato
de potassio como base e o iodeto de metila (351) como agente alquilante e
acetona como solvente. Quando a reagéao foi realizada a temperatura ambiente,
mesmo apos longos periodos, observou-se, via cromatografia gasosa, a
formacao de uma mistura de produtos mono e dialquilados. Tentou-se separar
cada um dos componentes desta mistura por meio de técnicas de destilacao
fracionada ou cromatografia em coluna de silica gel, mas infelizmente,

observou-se através de RMN H' e CG que ndo houve separacio.

Na tentativa de aumentar a velocidade da reacao e favorecer a formacao
do produto de dialquilagdo, a reagao foi conduzida sob refluxo de acetona.
Nesta situagao verificou-se por cromatografia gasosa que durante o processo
estava ocorrendo uma perda continua de iodeto de metila devido a sua alta
volatilidade (PE 41°C). Para contornar esta situagdo, decidiu-se utilizar doze
equivalentes de iodeto de metila (351). Com estas modificagdes o composto
desejado, 349, foi obtido apds 48 horas e destilagao do produto bruto em 53%,

Esquema 51.

O O 1) K,CO3, (CH3),CO
2) Mel, A, 48hs %
)j\/U\OEt 539, >
(14) ° (349)

ESQUEMA 51. Sintese do 2,2-dimetil-acetoacetato de etila

Apds a obtencdo do 2,2-dimetil-acetoacetato de etila (349), este foi
utilizado para a obtengcdo de 348 através da reagdo com LDA, gerada in situ,
adicao ao benzaldeido, seguida de hidrdlise basica do hidréxi-éster e posterior
lactonizagdo do hidroxi-acido, em HCI concentrado. O produto bruto foi
submetido a purificagdo em coluna cromatografica de silica gel, no entanto,
através da andlise via RMN H', das fragdes recolhidas, ndo foi possivel
detectar em nenhuma delas a formagao do produto desejado 348 e sim do

acido o,B-insaturado 352, Esquema 52.
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ESQUEMA 52. Tentativa de sintese da 3,3-dimetil-6-fenil-diidro-piran-2,4-diona

Apds este resultado negativo, decidiu-se preparar a pirona 348 através
da alquilacao direta de 44. Como o produto desejado 348 era o resultante
de C-alquilacdo da diidro-piran-2,4-diona 44, a primeira tentativa de sintese
empregou condicbes que favorecessem a formagdo deste produto. Deste
modo, o iodeto de metila foi escolhido como agente alquilante. Como solvente,
empregou-se THF, que também favorece a C-alquilagdo pois diminui a
dissociacdo do par ibnico. Contrariando todas as expectativas, infelizmente,
nas condicdes testadas observou-se apenas a formacdo do produto de O-
alquilacao 353 em 68% de rendimento, Esquema 53.

Além desta, outras condigbes (K.CO3/DMSO; K,COs/Acetona;
K2CO3/THF/HMPA; NaH/THF) foram testadas, mas em nenhuma delas foi
possivel identificar o produto de C-alquilagdo 348. A principal explicagao para a
formacao do produto O-alquilado na alquilagcao da diidro-piran-2,4-diona 44
mesmo sob condigcdes que favorecem a formacdo de produtos C-alquilados
pode estar relacionada ao efeito da conformagéo sobre a reagédo de alquilagao.
Os enolatos de diidro-piran-2,4-dionas apresentam-se, exclusivamente, na
conformagao em W (E,E), enquanto os enolatos de compostos p-dicarbonilicos
aciclicos podem se apresentar em trés conformagdes distintas: U (Z,Z); foice
(Z,E) e W (E,E). Na conformacéo U (Z,Z), o cation metélico estd muito mais
associado ao enolato, devido a quelagéo, Figura 24, logo, a carga fica menos
deslocalizada, favorecendo a ocorréncia de C-alquilagdo. Por outro lado, na
conformacdo em W nao ha a possibilidade de formacao de quelatos. Deste
modo, 0 anion estard mais livre e, consequentemente, ha uma predominancia

na formacao de produtos O-alquilados.
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ESQUEMA 53. Tentativa de sintese da 3,3-dimetil-6-fenil-diidro-piran-2,4-diona

A 6-fenil-4-metdxi-5,6-diidro-piran-2-ona (353) foi obtida como cristais
incolores apds recristalizagdo em cloroférmio, a 25°C, Figura 25. Através da
analise da estrutura obtida por difracido de raios-X pode-se observar que 353

encontra-se numa conformag&o em barco.

FIGURA 25. Estrutura determinada por difragdo de raios-X para o composto 353

3.10 AVALIACI\O DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS DIIDRO-
PIRAN-2,4-DIONAS 347 E 353

A obtengao do produto O-alquilado 353 n&o inviabilizou a possibilidade
de investigacdo do mecanismo de abstragdo de atomo de H pelo radical livre
DPPH. Como as diidro-piran-2,4-dionas existem em equilibrio com a
correspondente forma endlica, o composto 353 trata-se da forma endlica de 44,

protegida como um metilvinil éter, que também € um bom modelo para estudos
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sobre o mecanismo da reagdo, ja que pode fornecer informag¢des a cerca da
importancia da hidroxila endlica na manifestacdo da atividade antioxidante.

A fim de comprovar as hipéteses levantadas a respeito do mecanismo
da reacao entre as diidro-piran-2,4-dionas e o radical DPPH, iniciou-se o
estudo da reacao dos compostos 347 e 353 com o radical estavel DPPH.
Preparou-se uma solugcdo 20,0mM de 347 e 353 em etanol e a partir desta
preparou-se solucdes nas concentracées 2,0; 4,0; 8,0; 10,0 e 16,0 mM. O
radical DPPH foi utilizado sob a forma de solugdo etandlica a 0,1 mM. A
atividade antioxidante dos compostos avaliados foi determinada como
porcentagem de reducgdo da absorgao inicial do radical DPPH pelo composto
testado, apés 60 minutos, de acordo com a Equagado 3, os resultados séo

mostrados no Grafico 7 a seguir.

PR apés 60 minutos

100
a0 4
w5 B —+—6,6DPDP
= 3 OFDP
a0 A g— P DP
20 A
D ] S
2 4 a 10 16 20
[ ] mM
(0] (0] OMe
0) Ph (0] Ph O” ~O Ph
PDP (44) 6,6-DPDP (347) OPDP (353)

GRAFICO 7. Atividade antioxidante das diidro-piran-2,4-dionas. (Os dados mostrados
sdo relativos a média de trés experimentos e ja corrigidos em relagdo a decomposi¢ao
natural do radical DPPH)

Através da analise dos dados fornecidos pelo Grafico 7, observa-se que
a inclusdo de um grupo fenila adicional na posigdo C-6 da 6-fenil-diidro-piran-
2,4-diona (44) nao altera significativamente sua atividade antioxidante. Logo, a

reagao com o radical DPPH ndo ocorre através da abstracdo do hidrogénio
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ligado ao C-6 do heterociclo. Por outro lado, a protegédo da hidroxila em C-4 sob
a forma de metiléter, causa uma redugao drastica da atividade. A partir deste
resultado, surgiu a hipétese de que uma maior concentracdo da forma endlica
no equilibrio ceto-endlico das diidro-piran-2,4-dionas favoreceria a reagcdo com
o radical estavel DPPH e que esta reacdo ocorre com a abstracao do
hidrogénio da hidroxila endlica.

Para confirmar a hipétese acima, um bom modelo que poderia ser
empregado seria diidro-piran-2,4-dionas com grupos retiradores de elétrons em
C-5, Figura 26, desta forma, no equilibrio a forma enolizada predominaria
devido ao aumento do carater acido do hidrogénio ligado a C-3. Se a hipotese
proposta for verdadeira, espera-se entdo um aumento da atividade antioxidante
observada. Assim, espera-se correlacionar o pKa destas espécies com a

reatividade frente ao radical livre estavel DPPH.

O
GRE
GRE = Grupo retirador de elétrons
o} O Ph
(354)

FIGURA 26. Modelo escolhido para estudar a relagio estrutura-atividade antioxidante

3.11 SINTESE DE DI,[IDRO-PIRAN-2,4-DIONAS COM GRUPOS
RETIRADORES DE ELETRONS EM C-5

O primeiro modelo analogo a 354 escolhido foi a 5,5,6-trifenil-diidro-
piran-2,4-diona (355). Uma rapida andlise no esqueleto do composto 355
revela duas possiveis rotas de sintese, a e b, ambas partindo da mesma
matéria-prima, o 4,4-difenil-acetoacetato de etila 356, Esquema 54.
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ESQUEMA 54. Retrossintese da 5,5,6-trifenil-diidro-piran-2,4-diona

A rota (a), que em primeira andlise parece ser a mais simples, consiste
na substituicdo nucleofilica de uma das etoxilas do malonato de dietila pelo
anion do difenilmetano (359). Deste modo, esta rota foi escolhida para a
sintese de 355.

3.11.1 Sintese do difenilmetano

A primeira tentativa de sintese do difenilmetano (359) foi através da
reagdo do benzeno (358) com brometo de benzila, usando aluminio
amalgamado como catalisador, de acordo com a literatura (HARTMAN &
PHILLIPS, 1943). O amalgama de aluminio foi preparado agitando-se, por
cerca de cinco minutos, aluminio metalico em uma solugdo de cloreto
mercurico a 5%, entdo lavado com agua destilada e em seguida com metanol.
O benzeno foi aquecido junto com o amalgama, quando o sistema entrou em
ebulicao, adicionou-se lentamente brometo de benzila. Infelizmente, sob estas
condigbes nao foi possivel detectar a formagdo do produto desejado, o
difenilmetano (359), Esquema 55.

1)Al(Hg)
© 2)PhCH,Br xX—

(358) (359)
ESQUEMA 55. Sintese do difenilmetano
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Aplicou-se entdo outra metodologia alternativa que utiliza papel aluminio
e iodo como catalisador. Nestas condi¢des, o difenilmetano (359) foi obtido em
48% de rendimento, apds destilacido do material bruto, Esquema 56.

DAL, I, A
2PhCHBr
(358) (359)

48%
ESQUEMA 56. Sintese do difenilmetano

A fim de preparar o difenilmetano em maiores quantidades, houve a
necessidade de sintetizar mais haleto de benzila, uma vez que ndo havia mais
brometo de benzila no laboratério. O cloreto de benzila (361) foi preparado a
partir da reagéo do alcool benzilico (360) com acido cloridrico, sob refluxo, em

86% de rendimento, apds destilacao, Esquema 57.

©/\0H M» ©/\cl
86%
(360) (361)
ESQUEMA 57. Sintese do cloreto de benzila

Na segunda tentativa, agora empregando o cloreto de benzila (361), o
rendimento da reagdo aumentou consideravelmente. O rendimento bruto da
reagao foi de 98%. O difenilmetano (359) foi obtido em 87% de rendimento,
ap6s destilacdo a pressao reduzida, em elevada pureza, 98%, conforme
analise em CG, Esquema 58.

DA, 15, A
2)PhCH,CI
—»
87%
(358) (359)
ESQUEMA 58. Sintese do difenilmetano

Numa tentativa de suprimir a necessidade de utilizagdo do cloreto de
benzila na sintese do difenilmetano (359) a reagao foi realizada empregando
benzeno e diclorometano usando aluminio e iodo como catalisador. Nesta

tentativa, o difenilmetano foi obtido, apds destilacdo do produto bruto, em
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rendimentos moderados, 45 — 47%, com pureza de 97%, verificada através de
CG, Esquema 59.

DAL, 1,
Q-3
—eeee
45 - 47%
(358) (359)

ESQUEMA 59. Sintese do difenilmetano

3.11.2 Tentativa de fenilagdo do malonato de dietila utilizando
difenilmetano

Apds a obtencao do difenilmetano (359) foi dado inicio a sintese do 4,4-
difenil-acetoacetato de etila (356). Para isto, o primeiro passo consistiu na
sintese do anion de 359, usando n-BuLi como base. O anion gerado foi levado
a reagir com malonato de dietila (357). Através da analise do produto bruto via
RMN H' ndo foi possivel detectar a formacdo do produto desejado 356,

Esquema 60.

n-BuLi, THF,
Ph”Ph G o-10Cc o >9 + EtOJJ><U\ X )uk(

(359) (357) (356) "
EsQUEMA 60. Tentativa de fenilagdo do malonato de dietila utilizando difeniimetano

Com o objetivo de compreender por que motivo a reagao nao funcionou,
decidiu-se repetir o mesmo procedimento, sob as mesmas condi¢cdes e ao seu
término adicionar iodeto de metila. Neste experimento identificou-se como
produto majoritario o 2-metil malonato de dietila (362). Isto mostra que o anion
do difeniimetano (359), frente ao malonato de dietila (357), age
preferencialmente como base, abstraindo um hidrogénio de C-2, ao invés de

atuar como um nucledfilo e atacar a carbonila, Esquema 61.

O O
n-BuLi, THE, Ph /\
Ph” NP ———— + EtO —> EtoMo

0-10°C

(359) \\/ (357) (362)

ESQUEMA 61. Reagéo entre malonato de dietila, difenilmetano e iodeto de metila
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Apds constatar a inviabilidade da aplicagdo desta estratégia sintética
(rota a) para a obtengado 4,4-difenil-acetoacetato de etila (356), decidiu-se
estudar a rota sintética (b), que consiste em duas fenilagbes consecutivas. Esta
estratégia consiste na dupla fenilagdo do acetoacetato de etila (14). Para isto,
decidiu-se empregar o iodobenzeno (363) como agente de fenilagdo. A
fenilacdo empregando o iodobenzeno (363) ocorre via a formagado do
intermediario benzino (364).

3.11.3 Sintese do iodobenzeno

O iodobenzeno (363) foi rapidamente preparado refluxando-se benzeno
(358) com iodo em presenga de &cido nitrico. Sob estas condigdes, o

iodobenzeno foi obtido em 75 % de rendimento apds destilagdo do material

Qe

(358) (363)
ESQUEMA 62. Sintese do iodobenzeno

bruto, Esquema 62.

3.11.4 Tentativa de fenilacado do acetoacetato de etila utilizando

iodobenzeno

Na tentativa de fenilar o acetoacetato de etila (14), empregou-se NaH e
n-BuLi como bases, para a obtengdo do mono- e do didnion de 14. Nesta
reagao, o n-BuLi foi utilizado em excesso (2,5 equivalentes) para gerar o
intermediario benzino (364) a partir do iodobenzeno (363), Esquema 63.
Observou-se, entretanto, que sob estas condigdes, mesmo por longos periodos
a temperatura ambiente, ndo ocorreu mono- nem difenilagdo. Num outro
experimento, tentou-se gerar o intermediario benzino (364) num sistema
separado, utilizando NaNH, como base, infelizmente, sob estas condigdes,
também nzo foi possivel detectar via RMN H' em 60 MHz o produto de
fenilagcao 365, Esquema 63.
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1) NaH, THF, 0°C
2) n-BuLi (2,5 eq.), -10°C

o o 3)PhI o o
MOEt - 96’ Fh \)J\/U\OEt
(14) 1) NaH, THF, 0°C (365)

2) n-BuLi (1,5 eq.), -10°C
3) Phl, NaNH,, THF

EsSQUEMA 63. Tentativa de fenilagdo do acetoacetato de etila utilizando iodobenzeno

Nao sendo possivel fenilar o acetoacetato de etila (14) empregando o
iodobenzeno (363), decidiu-se utilizar outro método de fenilacdo que consiste
no tratamento do enolato com cloreto de difeniliodénio (366).

3.11.5 Sintese do cloreto de difenilioddnio

O cloreto de difenilioddnio (366) tem sido empregado com sucesso na
fenilagdo de compostos B-dicarbonilicos. O mecanismo da fenilagao neste caso
€ mais complexo e envolve radicais livres. O cloreto de difeniliodénio (366) foi
preparado através da reagao entre benzeno (358), anidrido acético e iodato de
potassio, em presenca de acido sulfurico. O produto desejado foi obtido apos
recristalizacédo em acetona em 52% de rendimento, Esquema 64.

1) KIO3, (CH30),CO
2)(CH3),CO, H,S0,

3)NH,Claq
52%

(358)

ESQUEMA 64. Sintese do cloreto de difeniliod6nio
3.11.6 Tentativa de fenilagido do acetoacetato de etila utilizando cloreto de
difeniliodonio
A maioria dos relatos encontrados na literatura mostra a reagdo de
fenilagcdo de compostos B-dicarbonilicos com cloreto de difeniliodénio (366)

sendo realizadas na presenca de sédio metalico em amodnia liquida. Devido a
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indisponibilidade deste reagente em nosso laboratério e ao alto custo
necessario para a aquisicao de um cilindro de aménia e da valvula adequada
para este gas, tentamos realizar a reagcdo empregando n-BuLi em THF,
Esquema 65. Inicialmente a reacdo de fenilacdo do acetoacetato de etila,
empregando o cloreto de difeniliodénio (366) como agente de arilagdo, foi
realizada em THF. Entretanto verificou-se que o cloreto de difeniliodénio (366)
nao apresenta solubilidade apreciavel neste solvente. Deste modo, o fracasso
na tentativa de fenilagéo foi atribuido a baixa solubilidade de 366 na mistura

reacional.

Para contornar o problema da solubilidade do cloreto de difenilioddnio
em THF, decidiu-se utilizar um co-solvente de polaridade mais elevada, HMPA.
Infelizmente o cloreto de difeniliodonio (366) também nao apresentou
solubilidade apreciavel a temperatura ambiente na misturas de solventes
utilizada (THF:HMPA, 5:1) e com o aquecimento pode-se verificar o
escurecimento da suspenséo, cloreto de difeniliodénio (366) em HMPA. Deste
modo, em nenhuma das duas tentativas foi possivel identificar o produto de
fenilagcado 365, Esquema 65.

1) NaH, THF, 0°C
2) n-BuLi , -10°C

3)Ph,l"CI
0] 0] o) 0
)j\/U\OEt ] ;; :-?BZ’LiTHE’ogCC X Ph\)J\/U\OEt
(14) A 365
3) Phyl*CI', HMPA (365)

ESQUEMA 65. Tentativa de fenilagdo do acetoacetato de etila utilizando cloreto de
difeniliodénio

Como nao foi possivel fenilar o acetoacetato de etila (14) por nenhuma
das rotas propostas, decidiu-se prepara-lo através de outras metodologias
alternativas. Uma analise retrossintética mostra que o B-cetoéster 365 pode ser
obtido a partir do derivado acilado do acido de Meldrum (102), de acordo com a
retrossintese a seguir, Esquema 66.
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OH O (0]
(0] (0] Ph (0]
n MM ey T \V/éjj:itj;: —> e L * 44:%532:
(365) © (367) 368) © (132)

ESQUEMA 66. Sintese do 4-fenil-acetoacetato de etila a partir do derivado acilado do
acido de Meldrum

3.11.7 Sintese do acido de Meldrum

A fim de aplicar a estratégia acima para a sintese de 365, foi necessario
preparar ambos reagentes, acido de Meldrum (102) e o cloreto de fenilacetila
(491). Verificou-se na literatura que o acido de Meldrum (102) é preparado a
partir da reagdo do acido malbnico (370) com acetona na presenga de uma
mistura de anidrido acético e acido sulfurico a 20°C (DAVIDSON e
BERNHARD, 1948). Deste modo, foi necessario preparar o acido maldnico

(370), uma vez que nao dispunhamos do mesmo em laboratério.

Inicialmente tentou-se obter o composto (370) a partir do malonato de
dimetila (369) através da hidrélise basica. O malonato de dimetila (369) foi
deixado sob agitacdo numa solucdo de NaOH, a temperatura ambiente.
Entretanto, apds dezesseis horas de reacdao nao foi possivel identificar a
formagdo do produto desejado, Esquema 67. A hidrélise sob condigbes
acidas também foi testada. Uma solugdo de malonato de dimetila (369) e acido
sulfarico foi aquecida a 40°C durante quatros horas, sob agitagdo. No entanto
nesta tentativa também nao foi possivel isolar o composto desejado (370),
Esquema 67.

H+
(0] (@] (0] (@]
MeOJj\/U\OMe o OH" HOJJ\/U\OH
(369) (370)

ESQUEMA 67. Hidrolise do malonato de dimetila

Apds esta tentativa, a sintese do acido malénico (370) foi realizada a
partir da conversdo do acido monocloroacético (371), em presenga de

carbonato de sddio, seguido de adigao de cianeto. O acido cianoacético obtido
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nesta etapa foi submetido a hidrélise basica e tratado com cloreto de calcio e
acido cloridrico para fornecer o produto desejado 370 em 53% de rendimento,

Esquema 68.
1) Na,COj3, H,0, 50°C
2) KCN, 25°C
o 3) NaOH, A o o
\)J\ 4) CaCly, 40°C
“ OH —5LHCL-5°C > HO)J\/U\OH
(371) 53% (370)

ESQUEMA 68. Sintese do acido maldnico

Com a obtengao do acido malbnico (370), a etapa seguinte consistiu na
sintese do acido de Meldrum (102), a partir da reacédo de 370 com anidrido
acético e acetona em meio acido. O acido de Meldrum (102) foi obtido, apos
recristalizacédo em acetona, em 40% de rendimento Esquema 69.

o o 1) (CH5CO),0, (CH3),CO, 5°C 0O 0

)J\/U\ 2) H,S0,, 10°C - W
HO OH 40% o O
(370) x

(102)

ESQUEMA 69. Sintese do acido de Meldrum
3.11.8 Sintese do cloreto de fenilacetila

Apds a obtengcdo do &cido de Meldrum (102), a etapa seguinte do
trabalho consistiu na sintese do cloreto de fenilacetila (368). O cloreto de
fenilacetila (368) foi preparado a partir do cloreto de benzila (361), o qual foi
convertido a nitrila correspondente 372 apds tratamento com cianeto de
potassio em etanol. O cianeto de benzila (372) foi filtrado da mistura reacional,
lavado com etanol e sem purificagao prévia, foi aquecido durante trés horas em
presenca de acido sulfurico levando ao produto de hidrélise, o acido
fenilacético (373), em 77% de rendimento. Apds destilacéo, o acido fenilacético
(373) foi prontamente convertido ao cloreto de fenilacetila (368) ao ser
refluxado com cloreto de tionila, Esquema 70.
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KCN,
©/\ EtOH ©/\CN stog ©/\n/ SOCI2 m
(361) (372) (373) (368)
91% 77%

ESQUEMA 70. Sintese do cloreto de fenilacetila

3.11.9 Tentativa de sintese do 4-fenil-acetoacetato de etila a partir do
acido de Meldrum

Na tentativa de sintese do p-cetoéster 365, utilizando-se como matéria-
prima o acido de Meldrum (102), este foi tratado com o cloreto de fenilacetila
(368) em presencga de piridina e diclorometano a 0°C. Infelizmente, sob estas
condicoes nao foi possivel identificar a formacado do derivado acilado 367, via
RMN H' em 60 MHz, Esquema 71.

OH O

©\/U\C Py, CH,Cl,
/I/flo\)< 0°C - TA, 5Hs*’ )<
(368) (102) (367)

ESQUEMA 71. Tentativa de sintese do 4-fenil-acetoacetato de etila a partir do acido de
Meldrum

3.11.10 Sintese do 4-fenil-acetoacetato de etila através da reagao de
Blaise

Uma alternativa que pareceu bastante atraente para a sintese de 365 é
a Reacao de Blaise, um método em uma unica etapa, que utiliza materiais de
partida estaveis e acessiveis. Esta metodologia consiste na condensagéo de
uma nitrila a um enolato, resultante da reacdo de um bromoéster 374 com
zinco, através de um mecanismo analogo ao da reagdo de Reformatsky,
seguido de hidrélise em meio acido, Esquema 72.

Br
O 1) Zn, THF N2
Br\)LOEt 2RCN )\)\o—> R.)J\/U\O
(374) (375)

ESQUEMA 72. Reagao de Blaise
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Para sintetizar o 4-fenil-3-oxo-butanoato de etila (365) através da reagao
de Blaise foi necessario preparar inicialmente o bromoacetato de etila (374). O
bromoacetato de etila (374) foi preparado a partir da reagdo do acido acético
(376) com bromo na presenga de piridina e anidrido acético, seguido de
esterificacdo do &cido bromo acético (377) em meio acido, em 65% de
rendimento, Esquema 73.

(@] 1) Br2 (@]
)Lo 2) Py, Ac,0 EtOH, H,SO,
H= & > OH ——x > OEt
(376) Br(377) Br (374)

65% Global
ESQUEMA 73. Obtengao do bromoacetato de etila

Apds a obtengdo do bromoacetato de etila (374), prosseguiu-se com a
sintese do 4-fenil-3-oxo-butanoato de etila (365). Seguindo o procedimento
descrito por Choi et al (2005), preparou-se uma suspensao de zinco metalico,
cianeto de benzila (372) e p-TsOH em THF. A utilizagdo do p-TsOH
proporciona a ativacdo do zinco in situ eliminando a etapa de ativacido em
solugdo aquosa de HCI. A suspensdo foi aquecida até o refluxo e entdo se
adicionou muito lentamente o bromoacetato de etila (374). Esta etapa deve ser
realizada com muita cautela, uma vez que a reacdo é muito exotérmica e a
adicao descontrolada do bromo éster pode levar a eje¢ao da mistura reacional.
Apds a adicao do bromo éster, a reacao foi mantida sob refluxo por quatro
horas. O produto bruto foi resfriado a 0°C e tratado com HCI, para fornecer
apos destilagdo sob pressao reduzida o B-cetoéster desejado 365 em 62% de

rendimento, Esquema 74.

1)Zn, THF, A
2) p-TsOH
Q 3)HCI, 0°C M
\ ,
©/\C + Br\)LOEt 52% Et
(372) (374) (365)

ESQUEMA 74. Sintese do 4-fenil-3-oxo-butanoato de etila
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3.11.11 Sintese da 5,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona

Com o 4-fenil-3-oxo-butanoato de etila (365) em maos, a etapa seguinte
consistiu na sintese da 5,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona (378), através da
condensagdo do dianion de 365 com benzaldeido, usando as mesmas
condigbes empregadas anteriormente nas preparagdes com o acetoacetato de
etila (14), seguida de saponificacdo do hidréxi-éster em hidroxido de sodio e
lactonizagdo em meio acido aquoso a -10°C. Apéds recristalizagcdo em éter
etilico, a diidro-piran-2,4-diona desejada 378 foi obtida em 58% de rendimento,

Esquema 75.

9 1) NaH, THF, 0°C Q
Ph  2)n-BuLi, 0°C Ph
A NaOH T TA™
0P Okt )NaOH, H,0, TA ™ 5Z2Ng~py,
5) HCI, -10°C 378
(365) (378)
58%

ESQUEMA 75. Sintese da 5,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona

A diidro-piran-2,4-diona 378 foi recristalizada em acetona deuterada, de
onde se obtiveram cristais incolores de 378. Os cristais de 378 foram
analisados e sua estrutura foi confirmada por difracdo de raios X, Figura 27.
Apresentando um comportamento diferente das outras diidro-piran-2,4-dionas
que tiveram suas estruturas determinadas por difragdo de raios X, 6-propenil-
diidro-piran-2,4-diona (329) e 6,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona (347), a 5,6-
difenil-diidro-piran-2,4-diona (378) cristalizou na forma cetonica.

FIGURA 27. Estrutura determinada por difragdo de raios-X para a 5,6-difenil-diidro-
piran-2,4-diona
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3.12 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA 5,6-
DIFENIL-DIIDRO-PIRAN-2,4-DIONA

Tendo sintetizado a diidro-piran-2,4-diona (378) com um GRE em C-5,
foram realizados o0s ensaios para a verificagdo de seu potencial antioxidante.
Nestes testes observou-se que frente ao radical DPPH, a 5,6-difenil-diidro-
piran-2,4-diona (378) apresentou um comportamento cinético similar ao das
diidro-piran-2,4-dionas previamente testadas, sendo mais ativado que a 6-fenil-
diidro-piran-2,4-diona (44). Quando comparada a 6,6-difenil-diidro-piran-2,4-
diona (347), a 5,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona (378) apresenta valores de PR
significativamente superiores apenas em concentragbes < 10 mmol/L (p <
0,05). Estes resultados podem ser comprovados pela comparagdo dos dados
mostrados a seguir, Grafico 8.

Porcentagem de Redugio apos 60 minutos
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GRAFICO 8. Atividade antioxidante determinada em funcéo da porcentagem de reducdo da absorcéo inicial do

radical DPPH, a 515 nm, apdés 60 min, por diferentes concentragdes das diidro-piran-2,4-dionas. (Os dados mostrados
séo relativos a média de trés experimentos e ja corrigidos em relagdo a decomposigéo natural do radical DPPH)

Conforme previamos, a introducdo de um GRE em C-5 causou um
aumento significativo na atividade sequestradora de radicais livres de diidro-
piran-2,4-dionas. A fim de confirmar a hipotese de que a maior atividade
antioxidante apresentada por 378 em relacdo a outras diidro-piran-2,4-dionas
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avaliadas esta associada a presenca de um GRE em C-5 aumenta a acidez
da hidroxila endlica, decidiu-se testar outros compostos 1,3-dicarbonilicos,
utilizando modelos que fossem capazes de apontar uma possivel relacao entre

o pka e a reatividade frente ao radical DPPH.

Topol et al (2000) investigaram o efeito dos substituintes sobre os
valores de pKa do grupo hidroxila para uma série de diidropironas. Os valores
de pKa foram obtidos usando a Teoria do Funcional da Densidade. Os

resultados mostram que os substituintes na posicdao C-6 influenciam os valores
de pKa da hidroxila ligada ao C-4, Tabela 18 (TOPOL et al 2000).

TABELA 18. Valores de pKa calculados para modelos de diidropironas com
diferentes substituintes nas posi¢cdes C-3 e C-6.

0 0
T “Lx
0o 2,7 o) 3,6
(380) (381)
e} O
Oﬁj 3,5 (0] 4,5
(382) (383)
0 0
“ “Yx
oo 3,9 o 4.8
(384) (385)
0 0
/ojf:j 4,2 /ojij< 5,8
(386) (387)
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De acordo com os valores encontrados por Topol et al (2000), a
introducdo de GDE em C-6 causa uma elevagao no pKa da hidroxila endélica de
aproximadamente uma unidade. Como até todas as diidro-piran-2,4-dionas
investigadas possuiam GRE em C-6, decidiu-se sintetizar um analogo com
GDE em C-6 a fim de verificar a influéncia desta modificagdo na atividade
antioxidante. Desta forma, decidiu-se sintetizar a 1-Oxa-espiro[5.5]undecano-
2,4-diona (389).

3.13 SINTESE DA 1-OXA-ESPIRO[5.5]JUNDECANO-2,4-DIONA

A 1-Oxa-espiro[5.5]undecano-2,4-diona (389) foi sintetizada através da
condensacgéo do dianion do acetoacetato de etila (14) com a ciclohexanona
(388), usando as mesmas condicbes empregadas anteriormente nas
preparacdes das demais diidro-piran-2,4-dionas, saponificacao do hidroxi-éster
em hidroxido de sédio e lactonizacdo em meio acido aquoso a -10°C. Apds
recristalizacdo em cloroférmio, a diidro-piran-2,4-diona desejada (389) foi
obtida como um sélido amorfo incolor em 78% de rendimento, Esquema 76.

O 1) NaH, THF, 0°C Q
rk 2) n-BuLi, 0°C
3) (388)
'e) OEt 4) NaOH, H,O, T.A - (0] O
5) HCI, -10°C
14) (389)
79%

ESQUEMA 76. Sintese da 1-Oxa-espiro[5.5]undecano-2,4-diona
3.14 SINTESE DO 2-OXO-CICLOHEXANOATO DE METILA

A fim de tragar um perfil da atividade antioxidante de B-cetoésteres em
funcdo dos trés tipos estruturais possiveis para estes compostos, decidiu-se
preparar o éster metilico do acido 2-oxo-ciclohexandico (390) e também utiliza-
lo nas investigagdes da capacidade antioxidante dos compostos f-

dicarbonilicos.

O B-cetoéster 390 foi preparado através da reagdo da ciclohexanona

(388) com hidreto de sddio em tolueno, seguido de adicdo ao dimetilcarbonato.
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O material bruto obtido foi submetido a destilacdo sob pressao reduzida,
fornecendo o composto desejado 390 em 57% de rendimento, Esquema 77.

O 1)NaH, PhCH3, 80°C
2)(CH30),CO
31CH,COOH, 0°C

(388) (390)
57%

ESQUEMA 77. Sintese do éster metilico do acido 2-oxo-ciclohexandico

3.15 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA 1-OXA-
ESPIRO[5.5]JUNDECANO-2,4-DIONA, DO 2-0XO0-CICLO-
HEXANOATO DE METILA E DE OUTROS MODELOS.

Apdés a obtengdo de 389 e 390, uma nova bateria de ensaios
antioxidante foi realizada. Além de 389 e 390, outro modelo escolhido para a
investigacao devido a sua extraordinaria acidez foi o 4cido de Meldrum (102). A
acidez do acido de Meldrum é anormalmente superior a de outros compostos
B-dicarbonilicos. Por exemplo, o seu pKa em DMSO ¢é 7,32, mas o pKa da
dimedona (391) e do dimetil malonato (369), a dicetona e o analogo aciclico
correspondente é respectivamente 15,87 e 11,16, Figura 28. Em &agua, a
acidez do acido de Meldrum, pKa = 4,83 — 4,93, é comparavel ao acido acético,
pKa = 4,75 (LEE et al 2003).

OMe @)

0“7 ~OMe OO/(O

pKa 11,16 pKa 7,32 pKa 15,87

(369) \_ (102) ) (391)
FIGURA 28. Acido de Meldrum e seus analogos

Lee et al (2003) estudaram o processo de ionizagdo em fase gasosa de
uma série de compostos dicarbonilicos ciclicos e aciclicos, determinando a
energia de ionizagdo em fase gasosa (AG°) através dos métodos DFT. A

variagdo na energia de ionizacdo (8AG°), Esquema 78, indica que:
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i. A acidez é aumentada (AG° é reduzido) consideravelmente pela ciclizagao,
393 > 383.

ii. A introdugdo do heteroatomo causa uma redugido na AG®, 392 > 393 e 383 >
102.

iii. A dimetilagdo causa uma elevagao da acidez (AG® diminui), 382 > 383.

v ><
R o (0] _ 0"~ O
j\/g - )\/& = /l/ii - M
O 0 o] 0 O 0 O 0

(392) (393) (383) (102)

B
A,

ESQUEMA 78. A variagdo energia de ionizagéo dc(a3202r11postos dicarbonilicos ciclicos e
aciclicos

Devido a existéncia dessa relacdo entre os valores de pKa destas
espécies, além do acido de Meldrum (102), foram incluidos nos testes os
compostos aciclicos, comercialmente disponiveis, acetoacetato de etila (14) e
acetilacetona (394). Nesta nova bateria de ensaios, comparou-se a atividade
das diidro-piran-2,4-dionas 44, 347, 378 e 389 com a lactona 102, o
acetoacetato de etila (14), o 2-oxo-ciclo-hexanoato de metila (390) e a

acetilacetona (394). Os resultados obtidos sdo mostrados a seguir, Grafico 9.
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Porcentagem de reducgao a 20 mM
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GRAFICO 9. PR da absorgao inicial do radical DPPH, a 515 nm, apés 30 e 60 min.
Compostos avaliados a 20 mmol/L. (Os dados mostrados sao relativos a média de trés
experimentos e ja corrigidos em relagdo a decomposi¢ao natural do radical DPPH)

Inicialmente, pode-se verificar que os compostos aciclicos mostraram
baixa capacidade de sequestrar o radical livre DPPH, PRgy < 20% a 20 mmol/L,
sendo portanto, considerados inativos. O acido de Meldrum mostrou atividade
antioxidante comparavel a 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona (44). A 6,6-difenil-
diidro-piran-2,4-diona (347) e a 5,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona (378)
apresentaram o melhor desempenho na verificacdo da atividade antioxidante.
Os valores de PR observados para a 6,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona (347) e
para a 5,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona (378) foram bastante similares entre si
e nao diferiram significativamente daquele observado para o controle positivo,
BHT (336).

Quando as substancias foram analisadas na concentragdo 2 mmol/L,

pode-se verificar que dentre todos os compostos sintetizados, aquele que
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apresentou maior eficiéncia na captura do radical livre DPPH foi a 5,6-difenil-
diidro-piran-2,4-diona (378). Nesta concentracdo, o acido de Meldrum (102)
apresentou atividade antioxidante equivalente as demais diidro-piran-2,4-
dionas avaliadas. A 1-Oxa-espiro[5.5]undecano-2,4-diona (389) foi, conforme o

esperado, a que teve o menor desempenho no ensaio, Grafico 10.
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PDP (44) DMPDP (334 6,6-DPDP (347)  5,6-DPDP (378)
GRAFICO 10. PR da absorgéo inicial do radical DPPH, a 515 nm, apés 60 min, dos
compostos avaliados a 2 mmol/L. (Os dados mostrados sao relativos a média de trés
experimentos e ja corrigidos em relagdo a decomposi¢ao natural do radical DPPH)

Os resultados obtidos ao longo da investigacao da atividade antioxidante
de diidro-piran-2,4-dionas sugerem que existe uma relagdo entre a atividade
observada e o pKa da hidroxila endlica em C-4. Ao tomar como padrao a 6-
fenil-diidro-piran-2,4-diona (44), verifica-se que a introdugéo de um grupo fenila
adicional em C-6, para gerar a 6,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona (347), causa

uma pequena elevacdo da atividade sequestradora de radicais livres,
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entretanto quando a introdugao do grupo fenila da-se em C-5, 5,6-difenil-diidro-
piran-2,4-diona (378) pode-se observar uma maior elevagao na PR. Também
corrobora com a hipétese delineada o fato de que a diidro-piran-2,4-diona 389,
que possui GDE em C-6, apresenta atividade antioxidante inferior as demais.

Para os compostos aciclicos testados também se encontrou relagcao
entre os valores de PR com o pKa. A acetilacetona (394) (pKa 9,0) apresentou
valores de PR um pouco superiores aos observados para o acetoacetato de
etila (14) (pKa 11).

Ainda em relagdo a investigacdo da atividade antioxidante dos
compostos aciclicos, ja se esperava que os mesmos apresentassem valores de
PR inferiores aos observados para as diidro-piran-2,4-dionas uma vez que
existe uma grande diferenca de AG° entre os compostos aciclicos e seus
analogos ciclicos, Esquema 78, o que acarreta uma menor acidez em relagao
as diidropironas. Entretanto ndo imagindvamos que os mesmos fossem
inativos. Uma provavel explicagéo para este comportamento € que a atividade
antioxidante de compostos 1,3-dicarbonilicos esta relacionada ndo apenas a

fatores eletronicos mas também a fatores conformacionais.

Na nossa proposta para explicar a atividade antioxidante dos compostos
avaliados o radical livre DPPH reage com atomo de hidrogénio da hidroxila
endlica, pois com a 6-fenil-4-metdxi-5,6-diidro-piran-2-ona (353) ndo houve
reducdo. Logo, este hidrogénio deve estar disponivel para ser transferido ao
radical livre DPPH. Os compostos 14 e 394, podem se apresentar em qualquer
uma dentre as trés conformacdes possiveis para compostos 1,3-dicarbonilicos:
U (Z2); foice (Z,E) e W (E,E), enquanto que 390 pode assumir as formas em
U (Z,2) e foice (Z,E). Na conformacgao U (Z,Z) ou foice (Z,E) o hidrogénio acido
estd muito menos disponivel devido a formagdo de ligagdes de hidrogénio
intramolecular, Figura 29.
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FIGURA 29. Conformagdes adotadas por compostos 1,3-dicarbonilicos e suas ligagdes
de hidrogénio

92



Sintese e Investigagdo das Atividades Bioldgicas de Diidro-piran-2,4-dionas Laura C. de Souza
Capitulo 3 Resultados e Discussdo

Através dos estudos realizados, pode-se observar que, para reagir com
o radical livre DPPH, os compostos f-dicarbonilicos devem estar na
conformagao W (E, E) ja que quando se apresentam em outras conformacgodes
(U ou foice) ha a possibilidade de formacdo de ligagdo de hidrogénio
intramolecular. Deste modo, o hidrogénio estaria menos disponivel para a
reacdo com o DPPH-, o que explica a baixa atividade apresentada pelos
compostos 14, 390 e 394 testados, Esquema 79.
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ESQUEMA 79. Possivel mecanismo de reagdo entre o radical livre DPPH e os
compostos B-dicarbonilicos

3.16 AVALIAC?\O PRELIMINAR DA ATIVIDADE
ANTICOLINESTERASICA DE DIIDRO-PIRAN-2,4-DIONAS.

Os anticolinesterasicos sao substincias que inibem a enzima
acetilcolinesterase (AChE), presente no cérebro. A fungdo da (AChE) é
interromper a acao da acetilcolina (ACh) nas jungdes das varias terminagdes
nervosas colinérgicas nos seus 6rgaos efetores ou locais pés-sinapticos, sendo

responsavel por sua degradagao (JUNIOR et al 2004).

A utilizagdo de inibidores da AChE reduz a hidrolise de ACh,
aumentando seu tempo de meia-vida, as substancias que possuem atividade
anticolinesterasica provocam um acumulo de ACh nos receptores colinérgicos.

Desse modo, todos os receptores colinérgicos (muscarinicos e nicotinicos) sao
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intensamente estimulados pela ACh que normalmente seria metabolizada pela
AChE, se esta n&o estivesse inibida (JUNIOR et al 2004).

A AChE é um importante alvo terapéutico e atualmente inibidores
reversiveis dessa enzima tém sido utilizados para o tratamento de desordens
cognitivas como na Doenca de Alzheimer (DA) (INGKANINAN et al 2000). A
DA é uma desordem neurodegenerativa responsavel por cerca de 50-60% do
numero total de casos de deméncia dentre pessoas acima dos 65 anos
(JUNIOR et al 2004). Atualmente sabe-se que DA é caracterizada por uma
reducao nos niveis de acetilcolina (ACh) (395) no coértex cerebral e no
hipocampo (DECKER, 2005).

Novos inibidores da AChE tém sido sintetizados e testados, com o
objetivo de descobrir drogas com maior afinidade e seletividade na acéao
farmacoldgica. Os anticolinesterasicos também sdo empregados para combater
desordens neuromusculares, tais como a miastenia gravis e o glaucoma
(ROTUNDO et al, 2005).

Assim como os inibidores reversiveis da AChE sdo amplamente
utilizados na clinica para o tratamento de varias patologias, os inibidores
irreversiveis também possuem aplicacdo comercial como inseticidas e
herbicidas (RAY, 1998; MURRAY et al, 2005). A AChE dos insetos é o alvo
primario dos inseticidas organofosforados, os quais inibem irreversivelmente a
enzima devido a uma ligagao estavel estabelecida entre um grupo hidroxila do
sitio ativo da enzima com o atomo de fésforo desses compostos. Os
carbamatos também sdo empregados como pesticidas, entretanto, por se
ligarem reversivelmente a AChE, sdo considerados menos toxicos do que os
organofosforados (MURRAY et al 2005).

Como os carbamatos s&o inibidores reversiveis da AChE e apresentam
elevada afinidade na ligagdo com a enzima, diversas moléculas contendo o
grupo carbamato tém sido sintetizadas e empregadas terapeuticamente. A
rivastigmina (Exelon ®) (396) é o protétipo mais promissor dessa classe,
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produzido pela Novartis®, € amplamente utilizado na clinica para o tratamento
da DA (JUNIOR et al 2004).

A tacrina (THA, Cognex ®) (397) foi o primeiro inibidor da AChE sintético
aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) nos Estados Unidos para
uso terapéutico, em 1993, e pela Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) em 1994. Indicada para o alivio dos sintomas da DA de intensidade,
média e leve, a tacrina tem sua aplicacao limitada devido aos sérios efeitos
colaterais que apresenta, tais como hepatotoxicidade (JUNIOR et al 2004).
Além da rivastigmina (396) e da tacrina (397), outros farmacos
anticolinesterasicos para o tratamento da DA sdo comercializados: donepezil
(Aricept ®) (398) e a galantamina (Reminyl ®) (399) (RHEE et al 2001).
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FIGURA 30. Estrutura da acetilcolina e dos principais farmacos anticolinesterasicos

A arisugacina A (400), Figura 31, um produto natural isolado de
Penicilium sp, mostrou em testes in vitro uma atividade como inibidor da AChE
(ICs0 de 1,0 nM) superior ao de agentes terapéuticos, usados para o tratamento
da doenga, tais como a rivastigmina (396), tacrina (397), donepezil (398) e
galantamina (399) (DOUGLAS et al 1999). A arisugacina A (400) também
apresentou elevada seletividade para a AChE (seletividade BuChE/AChE >
21.000) (OTOGURGO et al, 1997). Estudos de modelagem molecular mostraram
que a unidade 6-aril-4-hidréxi-pirona (anéis D-E) € decisiva para a
manifestacdo da atividade anticolinesterasica e para a seletividade da
Arisugacina A (400) frente a enzima AChE (OTOGURO et al 1997).
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Arisugacina A (400) ©Me
FIGURA 31. Estrutura da arisugacina A

Estes resultados encontrados para a atividade anticolinesterasica da
arisugacina A (400) nos motivaram a avaliar o potencial de diidro-piran-2,4-
dionas como inibidores da AChE, ja que ela é estruturalmente relacionada as 4-
hidroxi-pironas, tais como a arisugacina A (400).

O método empregado para determinagdo da inibicdo da AChE foi
baseado no ensaio enzimatico descrito por Ellman et al. (1961). Este é um
método colorimétrico e pode ser utilizado de forma qualitativa e quantitativa.
Para a realizacédo do ensaio utilizou-se a enzima AChE (Electric eel) fornecida
pela Sigma®, iodeto de acetiltiocolina (ATCI) (401) como substrato e o acido
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) (404) como indicador da hidrdlise da

acetiltiocolina.

O DTNB é utilizado para a determinagao colorimétrica de grupos tidis em
amostras bioldgicas. A solugédo de DTNB é levemente amarelada, porém em
presenca de tidis, o DTNB é convertido ao acido 5-mercapto-2-nitrobenzéico
(405), o qual possui coloragao amarela. A razao da produgéo da cor amarela &
medida a 412 nm (ensaio quantitativo) ou visualizada em CCD (ensaio
qualitativo) (RHEE et al, 2001). A reagdo na qual se fundamenta o ensaio de
Ellman é mostrada a seguir no Esquema 80.
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ESQUEMA 80. Ensaio de Ellman

Inicialmente realizou-se um ensaio qualitativo preliminar com a 6-fenil-
diidro-piran-2,4-diona. Em uma placa para CCD aplicou-se aproximadamente
2,0 uL deste composto. Borrifou-se a placa com uma solu¢gdo 1 mM DTNB
(404) e uma solugdgo 1 mM de ATCI (401), deixando 3 min. ApdOs secar,
borrifou-se a enzima AChE 3 U/mL e, em 10 min, apareceu um halo branco
sobre a coloragdo amarela da placa, indicacdo da inibicdo enzimatica. O halo
de inibigdo da fenil-diidro-piran-2,4-diona foi superior ao da cafeina, usada
como padrdo. Este resultado nos motivou a investigar mais detalhadamente a
capacidade de diidro-piran-2,4-dionas como inibidores da AChE, através de
ensaios espectrofotométricos.

Para a realizagdo do ensaio quantitativo, foram preparadas as seguintes
solugoes:

(a) 50 mM Tris/HCI pH 8;

(b) 1 mM DTNB (reagente de Ellman);

(c) 1 mM de iodeto de acetilcolina (ATCI).

A enzima AChE liofilizada (Sigma® - 394 U/mg de solido) foi dissolvida

na solugédo-tampao (a) para obter uma solugdo estoque 1000 U/mL. Para o

97



Sintese e Investigagdo das Atividades Bioldgicas de Diidro-piran-2,4-dionas Laura C. de Souza
Capitulo 3 Resultados e Discussdo

ensaio, esta solugao estoque foi diluida até a concentracdo de 3 U/mL. Estas
solugdes foram mantidas sob refrigeracdo até o momento de realizagdo dos
testes.

As amostras das diidro-piran-2,4-dionas a serem avaliadas nao
apresentaram solubilidade apreciavel em agua. A partir dai, surgiu a
necessidade de utilizagdo de um solvente organico. O solvente escolhido para
a sintese das solugdes-estoque (20mM) das diidro-piran-2,4-dionas foi o etanol
absoluto, pois este solvente ndo influencia a atividade da enzima AChE
(DECKER, 2005). Como controle, utilizou-se uma solugao de cafeina 20mM em
etanol. O sistema de referéncia utilizado consistiu de 300uL da solugdo do
tampao Tris-HCI pH 8, 42 uL de AChE (3U/mL), 20 uL de etanol, 500 uL de
DTNB (1mM) e 750 uL de ATCI (1mM).

O ensaio empregou 300uL da solugdo do tampao Tris-HCI pH 8, 42 uL
de AChE (3U/mL) e 20 uL da amostra avaliada ou do controle (cafeina). Este
sistema permaneceu em repouso a temperatura ambiente por cinco minutos e
entdo se adicionou 500 uL de DTNB (1mM) e 750 uL de ATCI (1TmM). A
absorbancia a 412 nm foi verificada a cada 3 minutos, durante 15 minutos,
utilizando um espectrofotdbmetro Perkin-Elmer, modelo Lambda 2. As anadlises
foram realizadas em ftriplicata, empregando o método 6, previamente
programado no espectrofotbmetro, o qual fornece os valores de atividade

enzimatica em U/mL, com o devido desvio-padrao.

Os resultados da atividade anticolinesterasica foram expressos em
funcado da reducao da atividade enzimatica na presenca das substancias-teste
quando comparados ao sistema de referéncia. Os valores referem-se a medias

de trés experimentos, Tabela 19.
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TABELA 19. Atividade da AChE medida durante a realizagdo do ensaio de

Ellman para a avaliagdo das diidro-piran-2,4-dionas (20mM em EtOH) como
inibidores da AChE.

Referéncia 0,082 + 0,075

0,043 + 0,133 48,17%

PrDP (329)

0,035 + 0,007
o)

DMPDP (334)

0,040 + 0,084 51,22%

o) Ph
5,6-DPDP (378)
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Nesta primeira tentativa de identificar atividade anticolinesterasica em
diidro-piran-2,4-dionas, os compostos 44, 329, 333, 334 e 378 apresentaram
porcentagem de inibicdo da AChE apenas moderada, com valores similares
entre si. Apesar da similaridade estrutural, a 6,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona
(347) ndo mostrou atividade anticolinesterasica significativa.

A Unica diferenga estrutural entre a diidro-piran-2,4-diona 347 e as
demais é a presenca de dois substituintes no carbono C-6. O impedimento
estérico, causado pelos dois grupos fenila na mesma posigdo, pode ser o
responsavel pela diminuicido da atividade, dificultando a aproximacado de 347
ao sitio ativo da AChE. Como se trata de uma avaliagdo preliminar e estudos
de relacédo estrutura-atividade ainda ndo foram realizados, ndo € possivel

explicar inteiramente como as diidro-piran-2,4-dionas se ligam a AChE.

A apreciacao de todos esses dados de atividade biolégica encontrados
em diidro-piran-2,4-dionas tornam de grande relevancia a sintese de novos
modelos e a avaliagdo dessas moléculas, abrindo a possibilidade de obtencao
de um novo protétipo para o desenvolvimento de farmacos cada vez mais

especificos.
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Procedimento Experimental 4

4.1 CONSIDERACOES GERAIS

Toda vidraria utilizada, incluindo seringas, foi previamente lavada com
etanol, seca em estufa a 150°C por, no minimo, uma hora e resfriada em
dessecador. As reagdes sensiveis a umidade foram conduzidas sob atmosfera de
nitrogénio. O THF usado nas reag¢des de formagao do didnion do acetoacetato de
etila foi sempre recém-destilado sob sédio e benzofenona. Todos os outros
solventes e reagentes empregados nos procedimentos de sintese, ou de
purificagdo, foram previamente tratados, empregando-se as técnicas-padréo de
purificacdo (AMAREGO e PERRIN, 1997). As colunas cromatograficas foram
preparadas utilizando como fase estacionaria silica-gel (70-230 mesh) sob

pressao atmosférica.

As reagdes foram realizadas sob agitagdo magnética em placa de agitacéo,
sendo aquecidas, quando necessario, em banho de 6leo mineral. As solug¢des de
produtos elaborados foram concentradas em evaporador rotatério e os residuos

removidos em sistema de alto vacuo.

O andamento das reagdes foi acompanhado por cromatografia em camada
delgada, utilizando folhas de aluminio recobertas de silica-gel 60 Fas54. A
visualizagdo dos compostos foi realizada, de acordo com cada caso, com um dos
seguintes reveladores: iodo, solugdo etanodlica de acido fosfomolibdico ou luz
ultravioleta. Em alguns casos, empregou-se a cromatografia gasosa para o

acompanhamento da reacgao.

A verificagdo estrutural dos compostos sintetizados foi realizada
primordialmente através da analise dos espectros de IV, RMN de H' e C™ e, em
alguns casos, difragdo de raios-X. Os espectros de RMN foram registrados nos
espectrometros Varian EM-360A, Varian Gemini 300, Bruker DRX-400 e DRX-500,
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respectivamente, utilizando TMS ou solvente deuterado como padrao interno. Os
espectros na regido do IV foram registrados em espectrofometro Perkin-Elmer
1600 Série FT IR ou FT/IR Bomem Hartmann & Braun-Micxelson MB-100. As
analises espectrofotométricas foram realizadas em espectrémetro Perkin-Elmer
Lambda 2 UV/VIS.

4.2. PROCEDIMENTOS DE SINTESE

4.2.1 Sintese da 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona

1) KH, THF, 0°C
0 2) n-BuLi, 0°C 0
3) PhCHO
4) NaOH, H,O, T.A
5) HCI, 0°C
o
0] OEt (0] Ph

84%

A uma suspensédo, sob agitagdo, de KH 35% (1,346 g — 11,78 mmol) em
THF a —10°C, sob atmosfera de nitrogénio, adicionou-se lentamente acetoacetato
de etila (1,0 mL — 7,85 mmol). A esta solugdo foi adicionado, gota a gota, n-BulLi
2,0 mol/L (5,89 mL — 11,78 mmol). A solugdo alaranjada formada ficou sob
agitacdo a 0°C por quinze minutos. Adicionou-se entdo benzaldeido (1,32 mL —
12,96 mmol). A solugdo permaneceu sob agitagdo por 30 minutos, durante este
periodo de tempo a temperatura variou de —10°C a temperatura ambiente, e entdo
se adicionou, lentamente, agua (1 mL). A mistura reacional foi diluida com NaOH
(500mL, 0,1 mol/L). O sistema foi deixado sob vigorosa agitagdo a temperatura
ambiente por duas horas. A mistura reacional foi entdo dissolvida em Et,O (50 mL)
e agua (100 mL) destilada. A fase organica foi separada e a fase aquosa extraida
com Et,0 (2 x 50 mL). As fases organicas foram descartadas. A fase aquosa
adicionou-se éter etilico (30 mL) e resfriou-se a —10°C, quando, adicionou-se HCI
concentrado lentamente até pH 6. O produto obtido foi dissolvido em AcOEt (50
mL) e agua destilada (100 mL). A fase organica foi separada e a fase aquosa
extraida com AcOEt (2 x 50 mL). As fases organicas foram combinadas e lavadas
com agua destilada (2 x 100 mL) e solug&o saturada de NaCl (2 x 50 mL), seca
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sob NaySO., filtrada e o solvente evaporado. O produto bruto obtido foi
recristalizado em CHCI3 para obter-se como um sdlido incolor a 6-fenil-diidro-
piran-2,4-diona (1,25 g — 6,59 mmol; 84%); Ponto de Fusao: 129 — 131°C. IV
(KBr) vmax 3036, 2898, 2554, 1719, 1592, 1498, 1460, 1399, 1372, 1289, 1207,
1186, 1162, 1059, 1012, 817, 756 e 696 cm™; RMH H' (500 MHz, DMSO ds)
812,59 (dd, 1H, J = 3,5 e 17,0 Hz, H5), 2,85 (dd, 1H, J = 11,9 e 17,0 Hz, H5), 5,07
(s, 1H, H3), 5,45 (dd, 1H, J = 3,5 e 11,9 Hz, H6), 7,35 — 7,48 (m, 5H, H7-H12);
RMN C" (125 MHz, DMSO ds) 34,1 (C5); 76,1 (C6); 90,8 (C3); 126,3 (CH, Ar);
128,2 (CH, Ar); 128,4 (CH, Ar); 139,1; 166,7 (C2); 172, 7 (C4).”

'RMN H' e C" referentes a forma endlica.

4
3 N 5 —_— 37 S
2 6 7 8 Z A
o 7 9 9) 9
- 1
12 ho 12 0
11 "

4.2.2 Sintese do etileno acetal do acetoacetato de etila

o 0 Yy o

~TsOH, PhH, A o)
+ OH p ) )
)J\/U\oEt HO” ™~ 74% - )QLOEt

A uma solugcdo de acetoacetato de etila (5,0 mL — 39,25 mmol) em

benzeno, adicionou-se 2,0 mL de etileno glicol (46,1 mmol) e 12,5 mg de acido p-
toluenossulfénico. A mistura reacional foi mantida sob refluxo de benzeno e a
agua formada durante o processo foi continuamente destilada, usando-se um
aparelho de Dean-Stark. Quando n&o mais se observou a formagédo de agua o
sistema foi resfriado até 25°C, lavado com solugdo de hidroxido de sodio (0,05
mol/L). O produto bruto foi seco sob carbonato de potassio e destilado, para
fornecer como um 6leo incolor o produto desejado em 74% de rendimento (20,23
g — 0,116 mmol). IV (filme) vmax 3534, 2985, 2887, 1736, 1375, 1188, 1111, 1045,
949, 869, 670, 597, 511. RMH H' (300 MHz, CDCl3) 871 1,13 (t, 3H, J = 6,0 Hz,
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H9): 1,34 (s, 3H, H1); 2,49 (s, 2H, H5); 3,83 (s, 4H, H3 e H4); 4,01 (g, 2H, J = 6,0
Hz, H8).

[\, o
o. ©°
1)2<E))<3L94\9
4.2.3 Sintese da 6-propenil-diidro-piran-2,4-diona
0 1) NaH, THF, 0°C 0

2) n-BuLi, 0°C

3)CHOCH=CHCHj3 -

7) NaOH, H,0, TA OO NP

0) Et
5) HCI, -10°C 80%

A uma suspenséo, sob agitacdo, de NaH 80% (0,306 g — 11,78 mmol) em
THF, a —10°C, adicionou-se lentamente acetoacetato de etila (1,0 mL — 7,85
mmol). A este sistema foi adicionado, gota a gota, n-BuLi 2,0 mol/L (5,89 mL —
11,78 mmol). A solugao alaranjada formada ficou sob agitacdo a 0°C por mais
quinze minutos. Adicionou-se entdo crotonaldeido (0,72mL — 8,63 mmol). A
solugdo permaneceu sob agitagdo por trinta minutos, durante este periodo a
temperatura variou de 0°C a temperatura ambiente. A mistura reacional foi diluida
em NaOH (500mL, 0,1 mol/L). O sistema foi deixado sob agitagdo a temperatura
ambiente por duas horas. A mistura reacional foi dissolvida em Et,O (50 mL) e
agua destilada (100 mL). A fase organica foi separada e a fase aquosa extraida
com Et;0 (2 x 50 mL). As fases organicas foram descartadas. A fase aquosa foi
diluida em éter etilico (30 mL), resfriada a —10°C. Em seguida, adicionou-se HCI
concentrado lentamente até pH 6. O produto obtido foi dissolvido em AcOEt (50
mL) e agua destilada (100 mL). A fase organica foi separada e a fase aquosa
extraida com AcOEt (2 x 50 mL). As fases organicas foram combinadas e lavadas
com agua destilada (2 x 100 mL) e solugéo saturada de NaCl (2 x 50 mL), seca
sob NaySO., filtrada e o solvente evaporado. O produto bruto obtido foi
recristalizado em CHCI; para obterem-se como cristais amarelados a 6-propenil-
diidro-piran-2,4-diona (0,968g — 6,28mmol; 80%). Ponto de fusao: 122 — 124°C;

104



Sintese e Investigagdo das Atividades Biolégicas de Diidro-piran-2,4-dionas Laura C. de Souza
Capitulo 4 Procedimento Experimental

IV (KBr) vimsx 3080, 2963, 2640, 1886, 1841, 1690, 1587, 1449, 1418, 1370, 1357,
1276, 1256, 1186, 1100, 1057, 1012, 965, 937, 894, 875, 745 e 567 cm™; RMN H'
(500 MHz, DMSO dg) 5 1,70 (d, 3H, J = 6,5 Hz, H9), 2,38 — 2,24 (m, 2H, H5), 2,48
— 2,54 (m, 2H, H3), 4,96 (s, 1H, H6), 5,60 (dd, 1H, J = 6,5 e 15,4 Hz, H7), 5,77 —
5,84 (m, 1H, H8); RMN C™ (125 MHz, DMSO ds) & 17,4 (C9); 32,7 (C5); 75,09
(C6); 90,8 (C3); 128,9 (C7); 129,0 (C8); 166,7 (C2) ; 172,3 (C4).

OH
O 4
5 45 I 3 5
2 8 2 67/8
6 7 . o 9

4.2.4 Sintese do 3-oxo-pentanoato de etila

) NaH, THF

n -BuLi, -10°C
Mel
85%

A uma suspensao, sob agitacédo, de NaH 80% (0,706 g — 23,56 mmol) em THF a —
10°C, sob atmosfera de nitrogénio, adicionou-se lentamente acetoacetato de etila
(2,0 mL — 15,70 mmol). A esta solugcéo foi adicionado, gota a gota, n-BuLi 2,0
mol/L (11,78 mL — 23,56 mmol). A soluc&o alaranjada formada ficou sob agitacédo
a 0°C por quinze minutos. Adicionou-se entédo iodeto de metila (2,41 mL — 25,92
mmol). A solugdo permaneceu sob agitagado por 30 minutos, durante este periodo
de tempo a temperatura variou de —10°C a temperatura ambiente, e entdo se
adicionou, lentamente, agua (~1 mL). O produto obtido foi dissolvido em Et,O (50
mL) e agua destilada (100 mL). A fase organica foi separada e a fase aquosa
extraida com Et;O (2 x 50 mL). As fases orgénicas foram combinadas e lavadas
com agua destilada (2 x 100 mL) e solug&o saturada de NaCl (2 x 50 mL), seca
sob Na,SOy, filtrada e o solvente evaporado. O produto bruto obtido foi destilado
(85°C — 12 mmHg) para obter-se como um 6éleo incolor o 3-oxo-pentanoato de etila
(1,924 g — 13,35 mmol; 85%). IV (filme): vmax 2981, 2931, 1743, 1717, 1628, 1459,
1413, 1368, 1311, 1249, 1160, 1107, 1062 e 1028 cm™'; RMN H' (60MHz, CCl,): &
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0,8 -1,5(m, 6H), 2,5 (q, 2H, J = 8 Hz, H2), 3,4 (s, 1H, H4), 4,2 (q, 2H, J = 6 Hz,
H6), 4,9 (s, H4 — forma endlica).

4.2.5 Sintese da 5,6-dimetil-diidro-piran-2,4-diona

1) NaH, THF

2) n-BuLi, -10°C
0 3) CH3CHO 0
4)
5)

NaOH, H,0
HCI, 0°C
O Et 48% O

A uma suspensao de NaH 80% (0,327 g — 10,91 mmol) em THF, a —10°C, sob
atmosfera de N, adicionou-se lentamente 3-oxo-pentanoato de etila (1,0 mL —

7,27 mmol). A esta solugéo foi adicionado, gota a gota, n-BuLi 1,2 mol/L (9,3 mL —
10,91 mmol). A solugdo alaranjada formada ficou sob agitacdo a 0°C por mais
quinze minutos. Adicionou-se entdo acetaldeido (0,43 mL — 7,73 mmol). A mistura
reacional permaneceu sob agitacdo por 30 minutos, durante este periodo a
temperatura variou de 0°C até a temperatura ambiente, quando se adicionou,
lentamente, agua (1 mL). A mistura reacional foi hidrolisada com NaOH (50mL,
50%), sob vigorosa agitagdo a temperatura ambiente por duas horas. O sistema
foi resfriado a —10°C. Em seguida, adicionou-se HCI concentrado lentamente até
pH 6. O produto obtido foi dissolvido em AcOEt (50 mL) e agua destilada (100
mL). A fase organica foi separada e a fase aquosa extraida com AcOEt (2 x 50
mL). As fases orgénicas foram combinadas e lavadas com agua destilada (2 x 100
mL) e solugdo saturada de NaCl (2 x 50 mL), seca sob NaySO,, filtrada e o
solvente evaporado. O produto bruto foi purificado através de coluna
cromatografica em silica gel usando como eluente 50% de acetato de etila em
hexano, para se obter uma mistura 1:1 dos isbmeros cis-trans da 5,6-dimetil-
diidro-piran-2,4-diona. Apos cristalizacdo em CDCl3, obteve-se a diidro-piran-2,4-
diona como cristais incolores (0,496g — 3,49 mmol; 48%). Cis: Ponto de Fusao:
112 — 114°C ; IV (KBr): vimax 2980, 2668, 1649, 1572, 1383, 1284, 1227, 1087, 819
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e 607 cm™'; RMN H' (400 MHz, CDCl3): § 1,15 (d, 3H, J = 7,3 Hz, H7)), 1,39 (d, 3H,
J = 6,7 Hz, H8), 2,68 — 2,74 (m, 1H, H5), 3,40 (d, 1H, J = 19,9 Hz, H3), 3,54 (d, 1H,
J = 19,9 Hz, H3) e 4,80 — 4,86 (m, 1H, H6); RMN C™ (100 MHz, CDCls): & 9,1
(C7); 16,6 (C8); 45,5 (C3); 46,6 (C5); 74,9 (C6); 167,3 (2); 203,0 (C4);

0
3¢ 4 Q7
2
()
@) 68
1

Trans: Ponto de Fusao: 85 —87°C; IV (KBr): vmix 3375 (H20), 2997, 2984, 2942,

2886, 2688, 2587, 2550, 1626, 1598, 1501, 1452, 1384, 1326, 1298, 1233, 1049,
1005 e 826 cm™; RMN H' (400 MHz, CDCls): & 1,19 (d, 3H, J = 7,3 Hz, H7),
1,53(d, 3H, J = 6,7 Hz, H8), 2,30 — 2,38 (m, 1H, H5), 3,44 (d, 1H, J = 19,1 Hz, H3),
3,56 (d, 1H, J = 19,1 Hz, H3) e 4,41 — 4,48 (m, 1H, H6); RMN C' (100 MHz,
CDCl3): 8 10,6 (C7); 19,0 (C8); 45,8 (C3); 48,5 (C5); 76,9 (C6); 167,0 (C2); 202,4
(C4).

AN

@]
N W
BN o
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4.2.6 Sintese da 6-(4-metoxi-fenil)-diidro-piran-2,4-diona
1) NaH, THF, 0°C

O 2)n-BuLi, 0°C O
3) p-(OMe)-CgHy
4) NaOH, H,0, T.A
0P OEt 5)HCI, 0°C > 5
0,
42% e

A uma suspensao de NaH 80% (0,353 g — 11,78 mmol) em THF, a —10°C, sob
atmosfera de N», adicionou-se lentamente acetoacetato de etila (1,0 mL — 7,85
mmol). A esta solugao foi adicionado, gota a gota, n-BuLi 1,2 mol/L (10 mL — 11,78
mmol). A solug&o alaranjada formada ficou sob agitacdo a 0°C por mais quinze
minutos. Adicionou-se entdo p-anisaldeido (1,05 mL — 8,64 mmol). A mistura
reacional permaneceu sob agitacdo por 30 minutos, durante este periodo a

temperatura variou de 0°C até a temperatura ambiente, quando se adicionou,
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lentamente, agua (1 mL). A mistura reacional foi diluida com NaOH (500mL, 0,1
mol/L). O sistema foi deixado sob vigorosa agitagdo a temperatura ambiente por
duas horas. A mistura reacional foi dissolvida em Et,O (50 mL) e agua destilada
(100 mL). A fase organica foi separada e a fase aquosa extraida com Et,0O (2 x 50
mL). As fases orgénicas foram descartadas. A fase aquosa foi diluida em éter
etilico (30 mL), resfriada a —10°C. Em seguida, adicionou-se HCI| concentrado
lentamente até pH 6. O produto obtido foi dissolvido em AcOEt (50 mL) e agua
destilada (100 mL). A fase organica foi separada e a fase aquosa extraida com
AcOEt (2 x 50 mL). As fases organicas foram combinadas e lavadas com agua
destilada (2 x 100 mL) e solugdo saturada de NaCl (2 x 50 mL), seca sob NaySOy,
filtrada e o solvente evaporado. O produto obtido foi recristalizado em CHCI; para
obter-se como um soélido amorfo a 6-(4-metéxi-fenil)-diidro-piran-2,4-diona (0,731g
— 3,32 mmol; 42%). Ponto de fusdo: 181 — 183°C; IV (KBr) vmax 3059; 2949;
2839; 2545; 1881; 1712,5; 1608; 1427; 1390; 1345; 1172; 1012; 945; 911; 842;
771 e 662 cm™; RMN H' (300 MHz, DMSO dg) § 2,56 (dd, 1H, J = 3,0 e 17,0 Hz,
H5); 2,89 (dd, 1H, J = 12,0 e 17,0 Hz, H5); 3,80 (s, 3H, H7); 5,12 (s, 1H, H3); 5,42
(dd, 1H, J = 3,0 e 12,0, H6); 6,98 — 7,07 (m, 2H, H Ar); 7,42 — 7,45 (m, 2H, H Ar);
RMN C™" (75 MHz, DMSO ds) § 55,2 (C7); 76,1 (C6); 90,9 (3); 113,8 (C Ar); 127,9
(C Ar); 131,0 (C Ar); 131, 4 (C Ar); 159,3 (C Ar); 166,9 (C2); 172,8 (C4).

4.2.7 Sintese da 6-(3,4-dimetoxi-fenil)-diidro-piran-2,4-diona

0]
1) NaH, THF, 0°C
2) n-BuLi, 0°C
3)m,p-(OMe),CgH3CHO
7) NaOH, H,0, T.A OMe
0~ "OEt 5) HCI, 0°C, pH 6 0~ 0

69%
OMe
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A uma suspenséo, sob agitagdo, de NaH 80% (0,353 g — 11,78 mmol) em THF, a
—10°C, adicionou-se lentamente acetoacetato de etila (1,0 mL — 7,85 mmol). A
este sistema foi adicionado, gota a gota, n-BuLi 1,2 mol/L (10 mL — 11,78 mmol). A
solugdo alaranjada formada ficou sob agitacdo a 0°C por mais quinze minutos.
Adicionou-se entdo 3,4-dimetdxi-benzaldeido (1,434g — 8,64 mmol). A solugéo
permaneceu sob agitagdo por 30 minutos, durante este periodo a temperatura
variou de 0°C a temperatura ambiente. A mistura reacional foi diluida em NaOH
(500mL, 0,1 mol/L). O sistema foi deixado sob vigorosa agitagdo a temperatura
ambiente por duas horas. A mistura reacional foi dissolvida em Et,O (50 mL) e
agua destilada (100 mL). A fase organica foi separada e a fase aquosa extraida
com Et;,0O (2 x 50 mL). As fases organicas foram descartadas. A fase aquosa foi
diluida em éter etilico (30 mL), resfriada a —10°C. Em seguida, adicionou-se HCI
concentrado lentamente até pH 6. O produto obtido foi dissolvido em AcOEt (50
mL) e agua destilada (100 mL). A fase organica foi separada e a fase aquosa
extraida com AcOEt (2 x 50 mL). As fases organicas foram combinadas e lavadas
com agua destilada (2 x 100 mL) e solug&o saturada de NaCl (2 x 50 mL), seca
sob NaySO., filtrada e o solvente evaporado. O produto bruto obtido foi
recristalizado em CHCI3; para obter-se como um sdlido amorfo a 6-(3,4-dimetoxi-
fenil)-diidro-piran-2,4-diona (1,355g — 5,41 mmol; 69%). Ponto de fusao: 150 —
153°C; IV (KBr) vmax 3080, 3006, 2944, 2842, 1852, 1727, 1594, 1518, 1443, 1383,
1340, 1270, 1154, 1054, 1030, 1004, 925, 893, 846, 773, 754, 660 e 639 cm™;
RMN H' (500 MHz, DMSO ds) 5[] 2,88 — 2,93 (m, 2H, H5), 3,76 (s, 3H, H7); 3,78
(s, 3H, H8), 5,35 - 5,37 (m, 2H, H3 e H6), 6,96 (d, 1H, J = 8,3 Hz, H Ar), 6,98 (dd,
1H, J=1,5Hz e 8,3 Hz, H Ar), 7,07 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H Ar); RMN C" (125 MHz,
DMSO ds) 8 55,5 (C7 e C8); 76,3 (C6); 90,8 (C3); 118,9 (C Ar); 131,4 (C Ar); 148,8
(C Ar); 166,9 (C2); 172,9 (CA4).

OH
4
3 7 5
—— 2
(0) 6
y
OMe Me

109



Sintese e Investigagdo das Atividades Biolégicas de Diidro-piran-2,4-dionas Laura C. de Souza
Capitulo 4 Procedimento Experimental

4.2.8 Sintese da 6,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona

1) NaH, THF, 0°C

2) n-BulLi, 0°C .
o) 3) Ph(CO)Ph 0 :
4) NaOH, H,0, T.A C S,
5) HCI, 0°C Ph
0P OEt 75% >0 SN N

Ph

A uma suspensao de hidreto de sédio, NaH (0,56g — 11,78 mmols), em
THF, sob atmosfera de N, a 0°C adicionou-se lentamente acetoacetato de etila
(1TmL — 7,85 mmols). Resfriou-se a mistura reacional a -10°C sendo adicionado,
gota a gota, n-BuLi (9,5mL — 11,78 mmols) sem deixar que ultrapassasse 0°C. A
solugdo alaranjada formada ficou sob agitagdo a 0°C por quinze minutos.
Adicionou-se entdo benzofenona (1,57g- 8,635mmols) dissolvida em THF. A
solugdo permaneceu sob agitacdo por 15 minutos e entdo se adicionou
lentamente agua destilada. A mistura reacional foi diluida com NaOH (500ml —
0,05mols). O sistema foi deixado sob vigorosa agitacédo a temperatura ambiente
por duas horas. A mistura reacional foi entdo dissolvida em Et,O (50mL) e agua
destilada (100mL). A fase organica foi separada e a fase aquosa extraida com
Et,O (2 x 50mL). As fases organicas foram descartadas. A fase aquosa adicionou-
se éter etilico (30mL) e resfriou-se a -10°C, quando, adicionou-se HCI concentrado
lentamente até pH 6. O produto obtido foi dissolvido em AcOEt (50mL) e agua
destilada (100mL). A fase organica foi separada e a fase aquosa extraida com
AcOEt (2 x 50mL). As fases organicas foram combinadas e lavadas com agua
destilada (2 x 100mL) e soluc&o saturada de NaCl (2 x 50mL), seca sob NaySOy,
filtrada e o solvente evaporado. Os produtos brutos obtido foram recristalizados
em Et,0, filtrados e secos sob vacuo, para obter-se, em 75% de rendimento, como
cristais incolores o composto (2,359 - 8,83 mmol). Ponto de fusao: 133° - 135°C;
IV (KBr) vmax 3085, 2797, 2717, 1952, 1874, 1805, 1678, 1616, 1467, 1428, 1341,
1258, 1237, 1206, 1168, 1109, 1063, 1009, 981, 891, 845, 753, 736, 698, 660,
642, 617, 579, 547, 513 cm™;
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4.2.9 Sintese do iodeto de metila

1)K

Me,SO, 2)CaC0aH0 o, el

70°C 40%

A uma mistura de iodeto de potassio (80g — 480mmols) e carbonato de
calcio (6g — 60mmols) em agua destilada, sob agitagcdo, aquecida a 60-65°C,
adicionou-se lentamente, dimetilsulfato (47,84mL — 505mmols), a uma velocidade
de adicao, tal que o iodeto de metila formado foi destilado continuamente. Apds a
adicao de todo dimetilsulfato a temperatura foi mantida em torno de 65 — 70°C por
cerca de cinco minutos para completar a destilagdo do iodeto de metila. O iodeto
de metila destilado da mistura reacional foi seco pentéxido de fésforo e destilado

para fornecer o produto puro em 40% de rendimento (27,25g — 192 mmol).

4.2.10 Sintese do 2,2-dimetil-acetoacetato de etila

0O O 1) K,CO3 , (CH3),CO Q 9

)J\/U\OEt 2) CHal, A, 48hs - )5%1\05

53%

Uma solugdo de acetoacetato de etila (10mL — 77mmol), carbonato de
potassio (53,13g — 385mmol) e iodeto de metila (21,4mL — 346,5mmol) em
acetona foi mantida sob refluxo por 48 horas, com banho de d6leo a 40° C. A
mistura reacional foi filtrada, o solvente evaporado. O produto bruto foi destilado
para se obter como um dleo incolor o 2,2-dimetil-acetoacetato de etila em 53% de
rendimento (6,41g - 40,57mmol). RMN H' (60MHz, CCls) & 1,2 — 1,6 (m, 9H); 2,2
(s, 3H); 4,25 (q, 2H, J = 6Hz).

4.2.11 Sintese da 6-fenil-4-metéxi-5,6-diidro-piran-2-ona

OMe

a0 1)KoCO3, THF
>
o) Ph  68% 020" Ph
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Uma solugcdo de G6-fenil-diidro-piran-2,4-diona (234 mg — 1,232 mmol),
carbonato de potassio (255,02 mg — 1,848 mmol) e iodeto de metila (0,83mL —
1,355mmol) em THF foi mantida sob refluxo por 2 horas e a temperatura ambiente
por 12 horas. A mistura reacional foi filtrada, o solvente evaporado. O produto
bruto, um sdélido amorfo incolor, foi recristalizado em cloroformio para se obter
como cristais incolores a 6-fenil-4-metdxi-5,6-diidro-piran-2-ona em 68% de
rendimento (172 mg - 0,84mmol). IV (KBr) vmax 3078, 2982, 2908, 2360, 1960,
1901, 1713, 1620, 1456, 1384, 1285, 1234, 1117, 1067, 1023, 993, 921, 853, 757,
699, 673, 561, 525, 492 cm™; RMH H' (60 MHz, CDCls) 8.1 2,70 — 2,90 (m, 2H),
3,80 (s, 3H), 5,30 (s, 1H), 5,30 — 5,60 (m, 1H), 7,35 — 7,48 (m, 5H).

4.2.12 Sintese do difenilmetano a partir do brometo de benzila

DAL Iy, A
2PhCHBr

48%

A 150 mL de benzeno, seco sob so6dio metalico, adicionou-se
aproximadamente 1,0 g de papel aluminio, uma ponta de espatula de iodo e
PhCH2Br (15 mL — 126 mmol) gota a gota. A mistura reacional foi deixada sob
agitacéo e refluxo de benzeno por duas horas. Apds este periodo o produto bruto
foi lavado com uma solugao saturada de Na,S,03, concentrado e destilado sob
vacuo. O produto desejado foi obtido como um 6leo incolor em 50% de rendimento
(10,16 g — 60,48 mmol).

4.2.13. Sintese do cloreto de benzila
©/\OH M; ©/\0|
86%
A 150 mL de HCI concentrado a 0°C, adicionou-se lentamente &lcool
benzilico (100 mL — 0,966 mol). A mistura reacional foi mantida sob agitagéo e

refluxo por 24 horas. A mistura reacional foi lavada com solugdo saturada de
cloreto de sdodio, a fase organica foi separada e destilada, para fornecer, como um

112



Sintese e Investigagdo das Atividades Biolégicas de Diidro-piran-2,4-dionas Laura C. de Souza
Capitulo 4 Procedimento Experimental

oleo incolor, o cloreto de benzila em 86% de rendimento (105,64 g — 0,83 mol).
RMN H' (60 MHz, CCl,) & 4,64 (S, 2H), 7,2 - 7,5 (m, 5H).

4.2.14 Sintese do difenilmetano a partir do cloreto de benzila

DAL 1, A
2)PhCH,Cl
—>
87%

Preparou-se uma solugao contendo 100 mL de benzeno (seco sob sédio),
0,5 de papel aluminio e 0,1g de iodo. Este sistema foi aquecido até o refluxo por
quinze minutos, e em seguida resfriado num banho de gelo e sal. Apds o
resfriamento da mistura reacional, adicionou-se ao sistema, lentamente, cloreto
de benzila (20 mL — 173 mmol). Ao fim da liberagdo de HCI, a reacao foi lavada
com uma solucdo 5% de NaOH e com solugdo saturada de Na»S,03 e em seguida
extraida trés vezes com hexano e seca sob sulfato de sédio anidro. O material
bruto foi destilado sob pressédo reduzida, para fornecer o produto desejado em
87% de rendimento (20,02g — 119,19 mmol). IV (filme): vmax: 4047, 3026, 2911,
2837, 1947, 1879, 1801, 1654, 1599, 1493, 1450, 1331, 1178, 1075, 1029, 732,
698, 552 cm™; RMN H' (60 MHz, CCl4) & 3,8 (s, 2H), 7,0 — 7,3 (m, 10H).

4.2.15. Sintese do difenilmetano a partir do diclorometano

1Al Iy
—
45-47%

A 44 mL de benzeno, seco sob soédio metalico, adicionou-se
aproximadamente 1,2g de aluminio, uma ponta de espatula de iodo e apds breve
agitacdo, adicionamos diclorometano (10mL — 156,0 mmol). A mistura foi deixada
sob agitacao e refluxo de benzeno (sendo utilizada agua gelada no condensador
devido ao baixo ponto de ebulicdo do H,CCl,, 38°C) por aproximadamente uma

hora. Apos este periodo o produto bruto foi lavado com uma solugdo saturada de
Na>S,03. A fase organica foi separada e a fase aquosa extraida com Et,O (3 x
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50mL). As fase orgéanicas foram combinadas e lavadas com agua destilada (2 x
50mL) e solugédo saturada de NaCl (2 x 50mL), seca sob NaySOy | filtrada e o
solvente evaporado. O produto desejado foi obtido como um dleo incolor, apos
destilagéo a vacuo em 47% de rendimento (12,31 g - 73 mmol).

4.2.16 Sintese do iodobenzeno

O -7

Preparou-se uma solug&o de iodo (19,05g — 75mmol) em benzeno (22,75mL —
255mmol) que foi aquecida até 50°C, entdo se adicionou lentamente HNO;
(aproximadamente 25mL). A mistura reacional foi deixada por agitagéo e refluxo
de benzeno até que a coloracdo do iodo desaparecesse. O produto obtido foi
dissolvido em Et,O e agua destilada. A fase organica foi separada e a fase aquosa
extraida com Et,O (2 x 50mL). As fase organicas foram combinadas e lavadas
com agua destilada (2 x 50mL) e solug¢do saturada de NaCl (2 x 50mL), seca sob
Na,SO, filtrada e o solvente evaporado. O produto foi obtido, apos destilagao a
vacuo, como o Oleo de coloragdo rosea em 75% de rendimento (11,52g —
56,47mmol). RMN H' (60 MHz, CCls) § 7,0 — 7,2 (m, 2H); 7,3 -7,5 (m, 1H; 7,6 - 7,8
(m, 2H)

4.2.17. Sintese do cloreto de difeniliodonio

1) KIO3, (CH30),CO ®
2)(CH3),CO, H,S0,

|
3)NH,Claq ~ ©/ \© c1©
52%

Uma solucdo de H,SO4 (14 mL — 260 mmol) em anidrido acético (20 mL —

210 mmol), preparada a 10°C, foi adicionada a uma suspensdo de iodato de
potassio (20g — 93mmol) em anidrido acético (20 mL — 210 mmol) e benzeno (18
mL - 200 mmol) sob agitagéo vigorosa entre 0°C — 10°C. A mistura reacional foi
entdo deixada sob agitagdo a temperatura ambiente por 48 horas. Apos este
periodo o sistema foi resfriado a 5°C e foram adicionados cuidadosamente 40 mL
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de agua e 15 mL de Et,O. Apos cinco minutos sob agitagdo a temperatura
ambiente, a solucdo foi filtrada. A agua-mae foi lavada com Et,O (2 x 50mL) e
hexano (1x 50mL). A fase aquosa resultante adicionou-se 10,0g de NH,CI. O
precipitado formado, foi filtrado e recristalizado em MeOH a quente para fornecer o
produto desejado, cloreto de difeniliodénio, em 52% de rendimento. Ponto de
fusdo: 230°-233°C

4.2.18. Sintese do acido malénico

1) Na,CO3, H,0, 50°C
2) KCN, 25°C
NaOH, A
o 3) NaOH,

\)J\ 4) CaCl,, 40°C
Cl -5° )J\/U\
oH 2 HCL-5C » HO OH

53%

A uma solugéo aquosa de acido monocloroacético (25,0 g — 264,5 mmol) a
50°C adicionou-se Na,CO3 (15,0 g — 141,5 mmol). A mistura reacional foi resfriada
até 5°C, e entdo se adicionou uma solugéo aquosa de KCN (15,0g — 230,4mmol
em 38mL de agua a 50°C). A mistura reacional foi aquecida durante uma hora a
95°C. Apds este periodo adicionou-se NaOH (12,0g — 300mmol) e aqueceu-se o
sistema por sete horas. Em seguida, adicionou-se lentamente uma solugéo
aquosa de CaCly (30g — 270 mmol em 90mL de agua a 40°C). O precipitado
formado foi filtrado a vacuo e dissolvido em Et,0O. Esta solugao foi resfriada e logo
apdés foram adicionados, lentamente, 45 mL de HCI concentrado. Apds a
acidificacdo O produto obtido foi dissolvido em Et,O e agua destilada. A fase
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organica foi separada e a fase aquosa extraida com Et,O (2 x). As fases organicas
foram combinadas e lavadas com agua destilada (2 x) e solu¢ao saturada de NaCl
(2 x), seca sob NaxSOQ,, filtrada e o solvente evaporado. O produto foi obtido como
cristais incolores em 53% de rendimento (14,56g — 140 mmol). Ponto de fusao:
131° -132°C

4.2.19 Sintese do acido de Meldrum
1) (CH3C0),0, (CH5),CO, 5°C 0O o)
6) o) 2
)j\/u\ SALARRE ' W
HO OH 40% ><

Preparou-se uma solugcdo de acido malénico (15,04g — 140mmol) em

anidrido acético (17 mL — 170 mmol) a 5°C e, sob agitagéo, adicionou-se, gota a
gota, H2S0O4(0,4mL). Apds a adicdo de H,SO,4 adicionou-se lentamente acetona
(11,5 mL — 154 mmol). A mistura reacional foi resfriada a -18°C. O precipitado
formado foi filtrado, lavado com agua gelada e seco sob vacuo. O produto foi
recristalizado com acetona para fornecer o produto desejado como cristais
incolores em 40% de rendimento (8,064g — 56 mmol). Ponto de fusao: 97 ° C;
RMN H' (300 MHz, CDCls) & 1,62(s, 6H); 3,58 (s, 2H); RMN C* (300 MHz, CDCl5)
5 27,48; 36,32; 106,47; 163,62

4.2.20 Sintese do cianeto de benzila

©/\C| E%NA ©/\CN
—
91%

Foram preparadas duas solug¢des, uma solugdo de KCN (49,65g — 0,762
mol) em 13,3 mL de agua e outra de PhCH,CI (68,62 mL — 0,61 mol) em 100 mL
de EtOH. A solugdo de PhCH.CI foi lentamente adicionada a solugdo de KCN a
temperatura ambiente e sob agitagdo. A mistura reacional foi entdo aquecida até o
refluxo durante 4 horas e sob agitacdo, resfriada e filtrada para remover o cloreto
de sdédio formado. O sal filtrado foi lavado com EtOH para remover o cianeto de
benzila que pode ter ficado preso junto com o cloreto de sodio. O EtOH foi
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destilado a pressao atmosférica, o residuo desta destilacdo foi submetido a
destilacao fracionada sob pressao reduzida, na primeira fracao foi destilada uma
mistura de EtOH e agua, o cianeto de benzila foi recolhido na segunda fragcéo
destilada, como um dleo incolor em 91% de rendimento (64,40 g - 0,55 mol). IV
(filme) vmax 3530, 3033, 2251, 1960, 1602, 1496, 1420, 1350, 1150, 1070, 736,
730, 630, 478 cm™; RMN H' (60 MHz, CCl,) § 3,70 (s, 2H), 7,2 — 7,4 (m, 5H)

4.2.21 Sintese do acido fenilacético

O e Y
A O
77%

Preparou-se uma solugdo contendo 12 mL de agua, 9 mL de acido sulfurico
e cianeto de benzila (80mmol — 9,36g), a qual foi mantida sob agitacdo e refluxo
por trés horas. Apos este periodo, a mistura reacional foi lentamente resfriada,
entdo se adicionou 20 mL de agua a 16° C e manteve-se a agitacdo até a
formagdo de um precipitado. O solido formado foi filtrado, destilado sob vacuo
para fornecer o produto desejado como um solido amorfo incolor em 77% de
rendimento (8,33g — 61mmol). Ponto de fusao: 72° - 74° C; IV (KBr) vmax 3080,
2830, 1580, 1496, 1010 cm™; RMN H' (60 MHz, CCl,) & 3,50 (s, 2H), 7,0 — 7,15
(m, 5H)

4.2.22 Sintese do cloreto de fenilacetila

OH Cl
SOCl,

63%

Um sistema contendo acido fenilacético (61mmol — 8,33g) e cloreto de
tionila (91,5mmol — 17,75mL) foi aquecido até o refluxo, sob agitagdo por trés
horas. Passado este periodo, a mistura reacional foi submetida a destilacdo, sob
pressao atmosférica, para a retirada do excesso de cloreto de tionila. O residuo
desta etapa foi destilado sob vacuo, para fornecer o produto desejado como um
Oleo de coloracéo résea em 65% de rendimento (5,92g — 38,43mmol). IV (KBr)
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vmax 3070, 2930, 1800, 1620, 1010 cm™; RMN H' (60 MHz, CCls) 5 4,20 (s, 2H),
7,0 — 7,15 (m, 5H)

4.2.23 Sintese do bromoacetato de etila

0 1) Bry O 0
2) Py, Ac,O EtOH, H,SO
(479) Br (480) Br (478)

65% Global

Preparou-se uma solugédo contendo acido acético glacial (100 mL — 1,75
mol), anidrido acético (21,6 g — 0,21 mol) e piridina (0,1 mL — 0,001 mol). Esta
solugdo foi gradualmente aquecida até atingir o refluxo, quando adicionou-se
bromo (0,1 mL — 0,002 mol). Apds vinte minutos, sob agitacdo e refluxo, a
temperatura do sistema foi diminuida e lentamente adicionou-se bromo (35 mL —
0,68 mol), numa velocidade tal que o refluxo fosse mantido. A mistura reacional foi
aquecida até que tivesse cessado a liberacdo de HBr. Em seguida, a mistura
reacional foi resfriada a temperatura ambiente e foram adicionados 7,5 mL de
agua. O produto bruto desta reacdo foi destilado a fim de remover a agua e o
excesso de acido acético que ndo reagiu. O residuo da destilagdo, acido
bromoacético, foi diluido em benzeno, a esta solugédo foram adicionados 61 mL de
EtOH e 0,15 mL de H,SO4. O sistema foi aquecido e a agua formada durante o
processo foi continuamente destilada. Apos a remocgéo de toda a agua do sistema
foram adicionados outros 7,4 mL de EtOH e o aquecimento prosseguiu até nao
mais se separar agua. O produto bruto foi lavado com agua e solugdo de NaHCO;
1%, seco sob H,SO,4 e destilado sob presséo reduzida para fornecer o bromoéster
como um o6leo incolor em 65% de rendimento (73,81 g — 0,44 mol). IV (filme) vmax
3515, 2983, 2647, 1737, 1415, 1284, 1175, 1026, 894, 666, 552 cm™; RMN H'
(400 MHz, Acetona dg) 6 1,26 (t, 3H, J = 6Hz, H1); 3,90 (s, 2H, H4); 4,23 (q, 2H, J
= 6Hz, H2)

0

Br\)sj\o’2\

4 1
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4.2.24 Sintese do 4-fenil-3-oxo-pentanoato de etila

1)Zn, THF, A
2) p-TsOH

O 3)HCI, 0°C o O
CN Br\)J\o —_—
+ Et 62% OEt

A uma suspensao de zinco em po (63 um; 11,5g — 175,9 mmol) e cianeto
de benzila (13,5 mL - 117,26 mmol) em THF adicionou-se acido p-
toluenossulfénico (1,12g — 5,86 mmol). A mistura foi aquecida até o refluxo por
aproximadamente dez minutos e entdo foi adicionado, gota a gota, bromoacetato
de etila (17 mL — 152,44 mmol), mantendo-se o refluxo. Apds trés horas sob
aquecimento, a mistura reacional foi resfriada em banho de gelo, adicionou-se HCI
(57 mL — 6 mol/L) e em seguida 10 mL de agua. A mistura reacional foi deixada
sob agitacdo a temperatura ambiente por uma hora. O produto bruto desta reagéo
foi lavado com agua destilada varias vezes, até que o pH da solugéo se igualasse
ao pH da agua. O produto foi seco sob sulfato de sédio, filtrado e concentrado em
evaporador rotatério. O produto desejado foi obtido apos destilagdo sob pressao
reduzida como um o6leo incolor em 62% de rendimento (14,78 g — 72,70 mmol). IV
(flme) vmax 3030, 1956, 1707, 1602, 1496, 1453, 1356, 1228, 1157, 1077, 1030,
732, 699, 633, 542, 480; RMN H' (400 MHz, Acetona ds) & 1,20 (t, 3H, J = 6Hz,
H1); 3,60 (s, 2H, H4); 3,90 (s, 2H, H6); 4,15 (q, 2H, J = 6Hz); 7,20 — 7,40 (m, 5H, H
Ar)

4.2.25 Sintese da 5,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona

Q 1) NaH, THF, 0°C Q
Ph 2) n-BulLi, 0°C Ph
3) PhCHO .
P okt 4)NaOH, F,0, TA " 5P ~g~ ~ph
5) HCI, -10°C 589
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A uma suspensédo de hidreto de sédio, NaH (0,72g — 15,00 mmol), em THF,
sob atmosfera de N, a 0°C adicionou-se lentamente o p-cetoéster (2mL — 10,00
mmol). Resfriou-se a mistura reacional a -10°C sendo adicionado, gota a gota, n-
BuLi (15 mL — 15,00 mmol) sem deixar que ultrapassasse 0°C. A solugéo
alaranjada formada ficou sob agitagdo a 0°C por quinze minutos. Adicionou-se
entdo benzaldeido (1,10 mL — 11,00 mmol). A solugdo permaneceu sob agitagao
por 15 minutos e entdo se adicionou lentamente agua destilada. A mistura
reacional foi diluida com NaOH (500mL — 0,05mol). O sistema foi deixado sob
vigorosa agitagdo a temperatura ambiente por duas horas . A mistura reacional foi
entdo dissolvida em Et,O (50mL) e agua destilada (100mL). A fase orgénica foi
separada e a fase aquosa extraida com Et,O (2 x 50mL). As fases organicas
foram descartadas . A fase aquosa adicionou-se éter etilico (30mL) e resfriou-se a
-10°C , quando, adicionou-se HCI concentrado lentamente até pH 6. O produto
obtido foi dissolvido em AcOEt (50mL) e agua destilada (100mL). A fase organica
foi separada e a fase aquosa extraida com AcOEt (2 x 50mL). As fases orgéanicas
foram combinadas e lavadas com agua destilada (2 x 100mL) e solugao saturada
de NaCl (2 x 50mL), seca sob Na,SOy, filtrada e o solvente evaporado. O produto
obtido foi recristalizado em acetona deuterada, filtrado e seco sob vacuo, para
obter-se, em 58% de rendimento, como cristais incolores o composto desejado
(2,35g - 8,83 mmol). Ponto de fusao:153° - 156° C; IV (KBr) vmax 3417, 3065,
3029, 2893, 1959, 1892, 1796, 1717, 1497, 1456, 1384, 1339, 1314, 1264, 1245,
1223, 1150, 1013, 958, 922, 893, 847, 764, 750, 697, 628, 560, 525, 486 cm™;
RMN H' (300 MHz, CDCl3) & 3,68 (d, 1H, J = 18 Hz, H3), 3,88 (d, 1H, J = 10 Hz,
H5), 3,93 (d, 1H, J = 18 Hz, H3), 5,78 (d, 1H, J = 10 Hz, H6), 6,9 — 7,2 (m, 10H, H
Ar); RMN C" (75 MHz, CDCls) § 47,54 (C3); 60,82 (C5); 82,23 (C6); 128,43 (C Ar);
128,85 (C Ar); 129,21 (C Ar); 129,31 (C Ar); 129,37 (C Ar); 166,80 (C2); 200,79
(C4)
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4.2.26 Sintese da 1-Oxa-espiro[5.5]Jundecano-2,4-diona

O 1) NaH, THF, 0°C Q
2) n-BulLi, 0°C
3) cicloexanona >
e
’ 79%

A uma suspensédo de hidreto de sédio, NaH (1,13g — 23,55 mmol), em THF,
sob atmosfera de N2 a 0°C adicionou-se lentamente acetoacetato de etila (2 mL —
15,70 mmol). Resfriou-se a mistura reacional a -10°C sendo adicionado, gota a
gota, n-BuLi (20 mL — 20,00 mmol) sem deixar que ultrapassasse 0°C. A solugao
alaranjada formada ficou sob agitagdo a 0°C por quinze minutos. Adicionou-se
entdo cicloexanona (1,80 mL — 17,27 mmol). A solugdo permaneceu sob agitagéao
por 15 minutos e entdo se adicionou lentamente agua destilada. A mistura
reacional foi diluida com NaOH (500mL — 0,05mol). O sistema foi deixado sob
vigorosa agitagdo a temperatura ambiente por duas horas . A mistura reacional foi
entdo dissolvida em Et,O (50mL) e agua destilada (100mL). A fase orgénica foi
separada e a fase aquosa extraida com Et,O (2 x 50mL). As fases organicas
foram descartadas . A fase aquosa adicionou-se éter etilico (30mL) e resfriou-se a
-10°C , quando, adicionou-se HCI concentrado lentamente até pH 6. O produto
obtido foi dissolvido em AcOEt (50mL) e agua destilada (100mL). A fase organica
foi separada e a fase aquosa extraida com AcOEt (2 x 50mL). As fases orgénicas
foram combinadas e lavadas com agua destilada (2 x 100mL) e solugao saturada
de NaCl (2 x 50mL), seca sob Na,SOy, filtrada e o solvente evaporado. O produto
obtido foi recristalizado em acetona deuterada, filtrado e seco sob vacuo, para
obter-se, em 79% de rendimento, como um sélido amorfo incolor, o composto
desejado (2,26g — 12,40 mmol). Ponto de fusdo:114° - 116° C; RMN H' (400
MHz, Acetona dg) 6 0,8 - 1,30 (m, 10H, H7 —-H11); 1,99 (s, 2H, H5); 4,99 (s, 1H,
H3).
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4.2.27 Sintese do éster metilico do acido 2-oxo-ciclo-hexanocarboxilico

o o o

1)NaH, PhCHs, 80°C

2)(CH30),CO Me
) >

3)CH3COOH, 0°C

57%

A uma suspenséao de hidreto de sodio (5,28 g - 110 mmol) em tolueno, sob
atmosfera de nitrogénio e agitacdo a temperatura ambiente, adicionou-se dimetil
carbonato (13,9 mL — 165 mmol). A mistura foi aquecida até 80°C e entdo
adicionou-se lentamente cicloexanona (5,7 mL — 55 mmol). Apds ter cessado a
evolugdo de hidrogénio, o sal de sodio resultante foi resfriado a 0°C quando
adicionou-se cuidadosamente acido acético glacial. Uma mistura de agua-gelo e
HCI 2mol/L foi adicionada ao sistema, a fase aquosa foi separada e lavada com
tolueno (3x). A fase organica foi lavada com bicarbonato de sédio e agua, seca
sob sulfato de sédio e concentrada sob vacuo. O produto bruto foi destilado sob
pressao reduzida para fornecer o produto desejado como um oleo incolor em 57%
de rendimento (4,89 g - 31,35 mmol). RMN H' (300 MHz, CDCl3) & 1,46 — 1,64 (m,
4H, H6 e H7), 2,10 — 2,22 (m, 4H, H5 e H8), 3,65 (s, 3H, H1), 12,06 (s, 1H,
hidroxila endlica); RMN C' (75 MHz, CDCls) § 23,45; 27,22; 29,17; 41,61; 51,34;
52,11; 57,24; 97,67; 172,25; 206, 07

e} e} OH O
5 3 2 /1 5 2 /1
——
6 8 ~ 6
7 7
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4.3 ENSAIO PARA VERIFICAGAO DA ATIVIDADE MOLUSCICIDA

Para estes ensaios foram utilizados caramujos da espécie Biomphalaria
glabrata, criados no Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais da
Universidade Federal de Alagoas.

Os ensaios moluscicidas foram realizados utilizando a desova do caramujo
Biomphalaria glabrata. A desova do caramujo foi imersa nas solugbes em teste por
24 horas. Decorrido este periodo, as desovas foram colocadas em agua
desclorada, permanecendo em observacéo pelas 72 horas seguintes, com registro
dos exemplares mortos. Foi utilizada uma desova por solugao-teste. As desovas
foram recortadas de folhas de polietileno incolor colocadas previamente nos

aquarios.

A temperatura da agua foi registrada no inicio e ao final de cada
experimento, variando de 24-25°C, tendo pH entre 6 e 7. Paralelamente a cada

experimento foi realizado controle negativo com agua desclorada e &agua
desclorada a 1% de DMSO (v/v).

As desovas foram examinadas e contadas com o auxilio de microscopio
estereoscopico, sendo consideradas mortas quando suas células tornavam-se

opacas ou desagregavam-se.
4.4 ENSAIO PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIULCERA
4.4.1. Modelos de ulceras induzidas por indometacina

Rattus norvegicus (10/grupo), em jejum por 16 h, receberam, por via oral,
veiculo ou a diidro-piran-2,4-diona a ser avaliada. Apés uma hora, todos os
animais receberam o agente ulcerogénico indometacina (Sigma®) (30 mg/kg),
pela mesma via. Trés horas apds a administracdo do agente lesivo, repetiu-se o

tratamento.
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Os animais foram sacrificados, por deslocamento cervical, seis horas apés
a primeira administracdo. Os estdmagos foram removidos, abertos ao longo da
curvatura maior, lavados com solucdo de cloreto de sodio 0,9%. Estes foram
inspecionados para atribuicdo de pontos as lesdes.

4.4.2 Modelos de ulceras induzidas por etanol

Camundongos Mus musculus (n=10/grupo), mantidos em jejum por 16 h,
foram tratados, por via oral, com veiculo ou com as diidro-piran-2,4-diona
avaliadas. Uma hora apds os tratamentos, os animais receberam, pela mesma via,
etanol 75% (1 mL/100 g) e, uma hora depois, foram sacrificados. Os estdbmagos
foram retirados e atribuidos pontos as lesoes.

4.5. ENSAIO PARA VERIFICACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.5.1. Construcgao da curva de calibragao para o DPPH

Preparou-se 25 mL de uma solugao etandlica 0,1 mM do radical DPPH a
partir da qual obteve-se, por diluicdo, solugdes 0,09 a 0,01 mM. As solugdes
preparadas foram armazenadas em recipiente ambar, protegidos contra a agao da

luz e imediatamente utilizadas.

Para a construcédo da curva de calibracdo, mediu-se a absorbancia de cada
uma das solugdes de DPPH a 515 nm, utilizando cubetas de poliestireno, com
percurso 6ptico de 1 cm. Para zerar o aparelho, foi utilizado etanol. As medidas

foram realizadas em triplicata.

ApoOs a obtencido dos valores de absorbéancia, estes foram plotados num
grafico em fungdo da concentracdo de DPPH. Utilizando o programa Microcal
Origin 6.0 foi obtida a equagdo matematica da curva de calibragdo através de

regressao linear.
4.5.2. Avaliacao das amostras

Foram preparadas solugdes etandlicas para todos os compostos avaliados
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na concentracdo de 20,0 mM. A partir desta solugdo, por diluigdo, foram
preparadas outras solugdes-teste nas concentracbdes 16,0; 12,0; 10,0; 8,0; 4,0 e
2,0. Utilizou-se como controle positivo solugdo etandlica de 2,6-di-tert-butil-4-
metilfenol (BHT) nas mesmas concentragdes acima mencionadas (GADOW et al,
1997), enquanto que como controle negativo foi utilizado etanol absoluto.

Uma aliquota (1,0 mL) da solugéo teste foi adicionada a 1,0 mL da solugao
0,1 mM do radical DPPH e incubada a 25°C. A absorbancia da mistura reacional a
515 nm foi determinada imediatamente e a cada 10 min durante 60 min. Foi
utilizado etanol para zerar o espectrofotbmetro UV-VIS (Perkin Elmer, modelo
Lambda 2).

4.6. ENSAIO  PARA VERIFICACAO DA ATIVIDADE
ANTICOLINESTERASICA

Foram preparadas as seguintes solu¢ées em agua Milipore:

(a) 50 mM Tris/HCI pH 8;
(b) 1 mM DTNB (reagente de Eliman);
(c) 1 mM de iodeto de acetilcolina (ATCI).

A enzima AChE (Electric eel) liofilizada, fornecida pela Sigma® (394 U/mg
de solido), foi dissolvida na solugdo-tampao (a) para obter uma solugédo estoque
1000 U/mL. Para o ensaio, esta solugcdo estoque foi diluida até a concentracéo de
3 U/mL. Estas solugdes foram mantidas sob refrigeragdo até o momento de
realizacao dos testes.

Preparou-se solugdes-estoque (20mM) das diidro-piran-2,4-dionas e da
cafeina em etanol absoluto. Como sistema de referéncia utilizou-se 300uL da
solugédo do tampao Tris-HCI pH 8, 42 uL de AChE (3U/mL), 20 uL de etanol,
500 pL de DTNB (1mM) e 750 uL de ATCI (1mM).

Em uma cubeta de poliestireno, com percurso éptico de 1 cm, adicionou-se
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300uL da solugdo do tampé&o Tris-HCI pH 8, 42 uL de AChE (3U/mL) e 20 uL da
amostra avaliada ou do controle (cafeina). Apos cinco minutos em repouso a
temperatura ambiente, adicionou-se ao sistema 500 uL de DTNB (1mM) e 750 puL
de ATCI (1mM). A absorbéncia da mistura reacional a 412 nm foi verificada
imediatamente e a cada 3 minutos, durante 15 minutos, utilizando o método pré-
programado (METH 6) do espectrofotdmetro UV-VIS Perkin-Elmer, modelo
Lambda 2. Foi utilizado o sistema de referéncia para zerar o espectrofotdmetro. As

analises foram realizadas em triplicata.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

Para a quantificacdo dos resultados foi utilizado o software Microsoft Excel
pertencente ao pacote Microsoft Office XP. As analises estatisticas foram

realizadas através do teste t (p < 0,05) usando o programa Microcal Origin 6.0.
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Conclusoes e Perspectivas 5

Apos a realizacgao, apresentacao e discussao dos resultados e tendo como
parametros os objetivos inicialmente propostos para o desenvolvimento deste

trabalho, concluimos que:

- As tentativas de sintese do nucleo 4-cromanénico a partir da condensacgao de
diidro-piran-2,4-dionas com [-cetoésteres, em meio basico, falharam
principalmente devido as dificuldades encontradas no isolamento e identificagdo
da mistura de produtos obtida. Na época em que esta reagao foi estudada, o unico
aparelho disponivel no IQB-UFAL para a identificacdo dos produtos era um RMN
60 MHz. Como as reagdes eram realizadas em escala de 1mmol, todas as
tentativas de analises fracassaram devido a baixa concentracdo de produtos

disponivel.

- Algumas diidro-piran-2,4-dionas foram sintetizadas e suas atividades biologicas
investigadas. Os resultados obtidos s&o mostrados na Tabela 20.

- As diidro-piran-2,4-dionas exibiram atividade antiulcera em modelos de ulcera
induzida por indometacina ou etanol. A investigagdo da atividade antiulcera n&o
prosseguiu, pois como os testes apresentaram resultados apenas moderados e
para a realizacdo destes necessita-se de elevadas quantidades de amostra

concluimos que a continuagdo dos mesmos seria inviavel.

- As diidro-piran-2,4-dionas exibiram atividade moluscicida frente a desova do
caramujo Biomphalaria glabrata. Entretanto mostraram-se inativas diante do
caramujo adulto. Para que estas substancias possam ser consideradas bons
agentes moluscicidas, elas devem ser capazes de atingir o Biomphalaria glabrata
em qualquer estagio de vida, logo, devem ser planejados novos modelos que
sejam eficientes frente a espécie na fase adulta.
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TABELA 20. Sumario dos resultados encontrados na investigacao de atividades

biologicas de diidro-piran-2,4-dionas.

R1=R2=H; R3 = Ph

1 A 0, 0,
PDP (44) At"’g ;:]e 30 ‘:’{éé’nfg;:’% §° 50% 50.61%
R1=R2="|';r§|33=(3%g)= CHCHs | Ativa até 50 58% e 40% < 50% BT
ppm (50mg/kg) ’
R1=R2= CH3, R3 =H . p o o ~ .
DMDP (332) At"’z ;Le 80 Zfogrﬁg?;i g/‘; t':z?a‘;"; N&o foi testada
R{=R,=H; Ry = 4-(OMe)-CsHs | ryo. ..
MPDP (333) At"’f‘) ;:\e 50 | Nao foi testada < 40% 59,15%
R1=R;=H; R3 = 3,4-(0Me)2-
CGH3 H 3 H 0, 0,
DMPDP (334) Inativa N3o foi testada > 50% 57.,32%
Ri= H; R=Rs = Ph Nao foi
6,6-DPDP (347) testada Nao foi testada > 50% 27,44%
Ri=R;= Ph; R; = H N&o foi
5,6-DPDP (378) pao fo N&o foi testada 60% 51,22
R;=R,=H: Rs = Ciclo-hexila N3G foi
EDP (389) testada Nao foi testada <40% Nao foi testada

- As diidro-piran-2,4-dionas constituem-se numa nova e promissora classe de

agentes antioxidantes. No ensaio de captura do radical DPPH, as diidro-piran-2,4-

dionas apresentaram alta porcentagem de redugédo sendo, em alguns casos, mais

ativas do que o controle positivo empregado, o antioxidante sintético BHT. Durante

128



Sintese e Investigagdo das Atividades Biolégicas de Diidro-piran-2,4-dionas Laura C. de Souza
Capfitulo 5 Conclusdes e Perspectivas

a investigacdo da reacgdo entre as diidro-piran-2,4-dionas com o radical DPPH
observou-se que a natureza do substituinte em C-5 ou C-6 influencia na
manifestacdo da atividade. A presenga de grupos retiradores de elétrons em C-5,
que favorecem a forma endlica, aumentou a atividade antioxidante. Por outro lado,
grupos doadores de elétrons ligados a C-6 causaram uma diminuigdo na atividade.
A protecdo da hidroxila em C-4 sob a forma de metoxila causou uma redugéo
drastica na manifestagdo da atividade. Este fato indica que é fundamental a
presenca da hidroxila endlica em C-4, pois a reacdo com o radical DPPH ocorre,
provavelmente, com a transferéncia do atomo de hidrogénio do enol. Isto justifica
a influéncia positiva dos grupos retiradores de elétrons sobre a atividade

antioxidante.

- Os compostos dicarbonilicos de cadeia aberta ou mista analogos as diidro-piran-
2,4-dionas, ndo reagem com o radical DPPH, provavelmente, devido a formagéo
de ligagbes de hidrogénio intramoleculares que ocorre quando estes compostos
adotam a conformacdo U e diminuem a reatividade do hidrogénio da hidroxila
endlica. Como as diidro-piran-2,4-dionas possuem restrigio conformacional,
conformagdo em W, a sua hidroxila da forma endlica € mais reativa. A fim de
confirmar todas estas hipoteses a respeito da atividade antioxidante frente ao
radical DPPH, estudos adicionais de modelagem molecular devem ser realizados
posteriormente. Estes estudos devem buscar a determinacdo do mecanismo da
reagdo com o DPPH (transferéncia de elétrons ou de atomos de hidrogénio), bem
como a determinagdo dos valores de pKa e das energias de dissociagdo das
diidro-piran-2,4-dionas a fim de verificar se existe correlagdo entre a acidez e a
atividade antioxidante.

- As diidro-piran-2,4-dionas foram submetidas a ensaios preliminares para a
determinacdo da atividade anticolinesterasica. Os resultados de inibigdo
enzimatica obtidos foram de 50% a 60%, bastante animadores, uma vez que
nenhuma das estruturas avaliada foi otimizada. Estes estudos devem ser

continuados, através do planejamento de novos modelos, empregando a
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estratégia de combinar caracteristicas estruturais de inibidores da

acetilcolinesterase ja conhecidos no sentido de otimizar a atividade.
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6.1. ESPECTROS SELECIONADOS

6.1.1. Infravermelho

IV (KBr) da 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona
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Sintese e Investigagdo das Atividades Biolégicas de Diidro-piran-2,4-dionas
Capitulo 6

Laura C. de Souza

Anexos
IV (KBr) do isémero cis da 5,6-dimetil-diidro-piran-2,4-diona
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Sintese e Investigagdo das Atividades Bioldgicas de Diidro-piran-2,4-dionas Laura C. de Souza
Capitulo 6 Anexos

IV (KBr) da 6-(4-metoxi-fenil)-diidro-piran-2,4-diona

0

Xy 4 smeans, 16.8cn-1, flat
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Sintese e Investigagdo das Atividades Biolégicas de Diidro-piran-2,4-dionas
Capitulo 6

Laura C. de Souza

Anexos
IV (KBr) da 6,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona
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Laura C. de Souza

Sintese e Investigagdo das Atividades Bioldgicas de Diidro-piran-2,4-dionas
Anexos

Capitulo 6

IV (KBr) da 5,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona
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6.2.2. RMN

RMN H' em 500 MHz (DMSO ds) da 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona

7.4778
7 4748
— 7.4606
= T54318

7.4173
7.4021
— 7.3808

e ke

7.3667
— 7.3524

— 5.4738
5. 4666
5.4502

&

_J

0 ?H
7
———
—_—
IR
ppm 12 10

LI L L

5.4032

|

5.44314
5.0686

3 3447
2.8637
2.8397
2.8296
2.8055
2.6122
2.6046
2.58777

SN

6
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J1.0136

LI A A

4

41 2396

<

=

<
T

SRR i S W
oD -—-mY = =
R - oogQ N
MO n@EHn —
LV VR VR VR VI VR

B S N |
2

Current Data Parameters

NAME pdp
EXPNO 1
PACCND 1

F2 - Acquisation Parame

Date_ 500000
Time 10 27
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C
PULPROG r)
0 B5536
SOLVENT oMso
NS a
0s Q
SWH 12049.230
FIDRES 0.183399
AGQ 2.7263477
RG 128
oW 41 600
DE 6.00
TE 300.0
D1 1.00000000
Pi 10.85
DE 6.00
SFO1 900.0040000
NUC1 1H
PL1 -3.00

F2 - Processing paramet

SI 65536
SF 500.0000000
WDW no
858 Q
LB 0.00
GB Q
PC 1.00

10 NMR plot parameters

CX 22.00
Fip 13.000
[ 251 6500 .00
F2p 0.000
F2 000
PPMCM 0.99091
HZCM 295 45456



RMN C" em 125 MHz (DMSO d;) da 6-fenil-diidro-piran-2,4-diona

Current Data Parameters

NAME pdp
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parame

Date_ 500000
Time 10.34
S 2 = a8z o & ZgRauEag INSTAUM Spect
s 2 8 3 S 8@ @ = eRwnMm—=g - PROBHD 5 mm Dual 13C
a S A g8 & S SERARAIS PULPAGG 2gpg30
T T T 77 | LU I - 65536
X g LVENT OMS0
| \/ o Sy
os Q
SWH 32679.738
FIDRES 0.438653
AQ 1.0027508
RG 16384
DH 15.300
OH DE 4.50
O TE 300.0
D12 0.00002000
PL13 16.00
01 1.00000000
— CPDPRG2 waltz16
T PCPO2 85.00
O O 5FQ2 500. 0025000
O O Nucz 1H
pL2 0.00
pLI2 16.00
P1 5.95
CE 4.50
SFO1 125 7401370
NUC{ 13C
PL1 0.00
D11 0.03000000
F2 - Processing paramet
SI 131072
SF 125.7251627
WOW EM
ss8 0
LB 1.00
GB 0
PC 1.40
10 NMR plot parameters
cx 22.00
Fip 190.000
F1 23887.78
FapP 0.000
F2
PPMCM
HZCM
HTFFHH?‘EH Hl\HM|UHI|JHHI|HHIIIMHIFTTY_Y_T‘I'\TY’V_Y_F\HY‘Y‘I‘Y‘P'V"H\ﬁTﬂTY‘V‘l:_!’\‘rrlfﬂ*\rr‘v_r?—\\r"\T'{!rTY_Y_I'VIDV'H_Y_Y_F\TT_Y_"'T'\VVVV‘V"'V'H?Y‘Y‘F:HVTV_rr‘ rTr'IHH‘Y‘H’HTV_ITHHTY_W'V"“"""I\
ppm 180 160 140 120 100 80 60 40 20
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RMN H" em 300 MHz (CDCI;) do etileno acetal do acetoacetato de etila

Denis LGS 75
S61vaik: CDEAS
.

Aab1 e t rature
Fite: DenteLCY75HL .
Nercury~36! “mercury3ooe”

Relax. ;Jetay 1.358 sec
Pulse 45.8 degress

Lt i
width 4500.5 Hz
16_repetitions
(BSERV Hi, 300.0735689 NNz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Tatal time 1 adn, 22 sec

>
o
-
-
3
@
[
®
I3
*
-
o
3.826

1.344

@)
o
2.497

¥ e T T T T L T L T T T 1 T T T ™ ] T T T T T B T 171' T T T T T T
7 6 5 4 3 2 1
R e et s e
16.82 1.76 12.90 21.07
23.58 0.81 1.31 21.68
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RMN H' em 500 MHz, (DMSO ds) da 6-propenil-diidro-piran-2,4-diona
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Current Data Parameters

NAME mrdp
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parame

Date _ 500000
Time 10 .59
INSTRUM spect
PROBHD S mm Dual 13C
PULPRQOG 9
i 65536
SOLVENT DOMS0
NS 8
DS 0
SWH 12019.230
FIORES 0.183399
AQ 2 7263477
AG 90.5
D 41.600
DE 6.00
TE 300.0
Di 100000000
P1 10.85
DE 6.00
SFOL 5000040000
NUC1 1H
PL1 -3.00

F2 - Processing paramet

S1 65536
SF 500.0000000
WOW no
558 0
LB 0.00
GB Q
Rle) 1.00

10 NMR plot parameters

Cx 22.00
FiP 13.000
Fi 6500 .00
Fer G.000
F2 0.00
PPMCM 0.5809!
HZCM 295, 45456



RMN C" em 125 MHz, (DMSO ds) de da 6-propenil-diidro-piran-2,4-diona

ppm

172 .316

166.650

129.038
128.950

TP T T T T T T T TR T

ppm

180
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40 011
— 99981
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"— 32.720
- 17.389

20

T T
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Current Data Parameters

NAME prdp
EXPNO 2
PROCNO i

F2 - Acquisition Parame

Oate _ 500000
Time 11.08
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C
PULPROG 29rg30
T0 b65536
SOLVENT DMSO
NS 256
0s 0
SWH 32679.738
FIDRES 0.4398653
AQ 1.0027508
RG 16384
oW 15.300
DE 4.80
TE 300.0
D12 0.00002000
PL13 16,00
D01 1.00000000
CPDPRG2 waltzib
PCRD2 85.00
SFo2 500 0025000
NUC2 1H
PL2 0.00
pLi2 16.00
=51 5.85
DE 4.50
SFO1 125.7401370
NUC1 13C
ALY 0.00
D11 0.03000000

F2 - Processing paramet

SI 31072
SF 129.7251619
WOW EM
SS8 0
LB 1 co
6B ]
PC 1,40

1D NMA plot parameters

X 22.00
F1P 180.000
F1 23887 .78
Fep

F2

PPMCM B E
HZCM 10B5 80823



RMN H' em 60 MHz (CCl,) do 3-oxo-pentanoato de etila

START OF SWEEP S—H> END OF SWEEP

20ppm | 1200Hz . 1000 | | 800

10ppm
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RMN H' em 400 MHz (CDCl;) do isdmero cis da 5,6-dimetil-diidro-piran-2,4-diona
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Current Dats Parameters

NAME JRB2.310388
EXPNO 11
PROCHNO S

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 990334
Time 11.34
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinu
PULPROG zg

o 65536
SOLVENT cocl3

NS 8

DS 0

SWH 4139.073 Hz
FIDRES 0.063157 Hz
AQ 7.9167986 sec
RG i28

oW 120.800 usec
DE 6.00 usec
TE 301.0 K
01 1.00000000 sec
Pi 10.50 usec
SFO1 400.1319168 MHz
NUCA iH

PLL 0.00 dB
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.1300038 MHz
WOW EM

SSB 0

LB 0.00 Hz
6B 0

PC 1.00

iD NMR plot parameters

[#3 20.00 cm

FiP 7.458 ppm

Fi 2984.23 Hz

Fep -0.291 ppm

F2 -116.30 Hz
PPMCM 0.38744 ppm/cm
HZCM 155.02647 Hz/cm



RMN H' em 400 MHz (CDCI;) do isdmero trans da 5,6-dimetil-diidro-piran-2,4-diona

© Qo ~ MONOTOUDUUDOUONOCDMNOOUMITIDDIITOS O UL OO — — I~
N O —~DO0 NOD-" QLI ODRNODD~NNONTODOCOAUTAUAODNOITONDN VO TOHM® T oS
MR OO 0o DUNULUINAUCTD DO DO NDITITOAUSCARDIMATD O DD DM~ a S
Emaaud—d SNSNSYSSTO0OOSISITOOMOOOMOmm 0o DaAdaagaasSE8N8S8
o A A N TSI TTTTOMM MM AUN QU QU QU QO o oot oo o — - — O
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Current Data Parameters

NAME JRB1.310399
EXPNO i1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 880331

Time 10.29
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinu
PULPROG zg

1] 65536
SOLVENT CDC13

NS 8

DS 0

SWH 4138.073 Hz
FIDRES 0.063457 Hz
AQ 7.9167986 sec
RE 128

i} 120.800 usec
DE 6.00 usec
TE 301.0 K
04 1.00000000 sec
P 10.50 usec
SFO4 400.1319168 MHz
NUC4 iH

PLY 0.00 dB
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.1300044 MHz
HOW EM

5SB 0

LB 0.00 Hz
68 0

PC 1.00

10 NMR plot parameters

CX 20.00 cm
Fip 7.427 ppm
Fi 2871.63 Hz
Fep -0.171 ppm
F2 -68.40 Hz
PPMCM 0.37988 ppm/cm
HZCM 152.00130 Hz/cm



RMN C" em 100 MHz (CDCI;) do isdmero cis da 5,6-dimetil-diidro-piran-2,4-diona

Current Data Parameters

NAME JRB2.310399
g A . i & i & & = Foet
a
a = el i . ' F2 - Acquisition Parameters
Date_ 990331
Time 11.48
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinu
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT cDhC13
NS 5120
DS 2
ShH 25125.629 Hz
FIDRES 0.766773 Hz
AQ 0.6521332 sec
RG 65536
OW 19.900 usec
DE 6.00 usec
TE 301.0 K
Di2 0.00002000 sec
PL13 20.00 dB
04 0.10000000 sec
CPOPRG2 waltzib
PCPD2 120.00 usec
SF02 400.1316005 MHz
NUC2 iH
PL2 0.00 dB
pPLi2 20.00 dB
Pi 6.00 usec
SFO4 100.6231435 MHz
NUC1 13C
PL1 -3.00 dB
Dii 0.03000000 sec
F2 - Processing parameters
5I 16384
SF 100.6127694 MHz
WOW EM
558 0
LB 1.00 Hz
GB 1]
PC 1.40
iD NMR plot parameters
CX 20.00 cm
FiP 212.156 ppm
Fi 21345.56 Hz
FapP -6.241 ppm
i i : : ‘ ] ' ' ' ' ! ‘ : ' ' ' ’ ' : : 1 - 155571’52? oo/
. ppm/cm
PR 150 100 50 0 HZCM 1098.67249 Hz/cm
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RMN C" em 100 MHz (CDCI;) do isdmero trans da 5,6-dimetil-diidro-piran-2,4-diona

Current Data Parameters

NAME JRB1.310399
g o g P < g 5 & rreae :
a
& 2 i iy s a7 - F2 - Acquisition Parameters
\ \ R ‘ ‘ Date_ 990331
Time 7.01
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinu
PULPROG zgpg3c
D 32768
SOLVENT CDC13
NS 5120
Ds 2
SWH 25125.629 Hz
FIDRES 0.766773 Hz
AQ 0.6521332 sec
RG 65536
DW 19.900 usec
DE 6.00 usec
TE 301.0 K
Di2 0.00002000 sec
PLi3 20.00 dB
0] o3 0.10000000 sec
CPOPRG2 waltzi6
o PCPD2 120.00 usec
o SF02 400.1316005 MHz
Nuc2 1H
PL2 0.00 dB
o 0o PLI2 20.00 d8
Pi 6.00 usec
SFOL 100.6231435 MHz
NUCL 13C
PL1 -3.00 dB
i1 0.03000000 sec
F2 - Processing parameters
SI 16384
SF 100.6127694 MHz
WDW EM
558 0
LB 1.00 Hz
GB 1]
PC 1.40
10 NMR plot parameters
cX 20.00 cm
FiP 219.760 ppm
Fi 22110.66 Hz
FepP -5.632 ppm
L B I A o L T e S B s LI TN L L Tt = T [ ¢ & & T ] 1! EIENCM 11522921 :;m/cm
ppm 200 175 180 125 100 75 50 25 0 HZCM 1133.85670 Hz/em
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RMN H' em 300 MHz (DMSO ds) da 6-(4-metoxi-fenil)-diidro-piran-2,4-diona
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RMN C" em 75 MHz (DMSO ds)da 6-(4-metoxi-fenil)-diidro-piran-2,4-diona
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RMN H' em 500 MHz, (DMSO ds) da 6-(3,4-dimetoxi-fenil)-diidro-piran-2,4-diona

537015

~NO U @
SASmGEID
BomEaBEbha

E MA@~ ™~ WS
Lot €= R To B Vs BT RN To R T
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g 3 g2le

& 3 5@

= o - N el

f T I | !

ppm 12 10 8

0.8541

5.05387

149

3.77548
3.76244

11.4453

2.80851
2.90057
—2 87551

As

1. 0067

@ = <

[V Y

Sowm

U= oo

3w Ao

oo
|

Lo~ A .

Current Data Parameters

NAME afdp
EXPNO 1
PAOCND 1

F2 - Acauisition Parame

Date_ 500000
Time 9.01
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C
PULPROG 29
™ 65536
SOLVENT oMSO
NS 8
DS 0
SHH 12019.230
FIDRES 0.183399
AQ 2.7263477
RG 128
OW 41.600
DE 6.00
TE 300.0
D1 1.00000000
P4 10.85
DE 6.00
SFO1 500 0040000
NUCH 1H
pL1 -3.00

F2 - Pracessing paramet

SI 65536
SF 500.0000000
WDW no
558 0
LB 0.00
GB 0
PC 1.00

1D NMR plot parameters

Cx 22.00
FiP 13.000
Fi 6500.00
Fep 0.000
F2 0.00
PPMCM 0.59081
HZCM 295, 45456



RMN C' em 125 MHz, (DMSO d;) da 6-(3,4-dimetoxi-fenil)-diidro-piran-2,4-diona

ol w oM uwl jis] fop} W ™~ ¥ HJM
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T" | ‘ NS
: ‘ ns
Sk
FIDAES
5
o
nG
oM
OF
TE

16.00
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RMN H' (CCl,) do 2,2-dimetil-acetoacetato de etila
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RMN H' (60 MHz, CDCI;) da 6-fenil-4-metoxi-5,6-diidro-piran-2-ona
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RMN H' (400MHz, acetona ds) do Difenilmetano

SpinWorks 2.5: Ph2CH2

\ 7

| J | L | ’ I

O —

0202

PPM 8.0 7.0 6.0

T T T T | T ‘ T
5.0 4.0 3.0 20 1:0

0.0

file: C:\Documents and Settingsi\Laura\Desktop\Laura RMN\doi_01.06 07\d\fid expt: <zg30>
transmitter freq.: 400.202471 MHz

time domain size: 65536 points
width: B8278.15 Hz = 20.684894 ppm = 0.126314 Hz/pt
number of scans: 64

freq. of O ppm: 400.200000 MHz
processed size: 32768 complex points
LB: 1.000 GB:0.0000

Hz/em: 160,080 ppm/cm: 0,40000
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RMN H' (300MHz, CDCl;) do acido de Meldrum

{

Acido de Meldrum

exp3d  stdlh

SAMPLE DEC. & VT
date May 24 P006 dfrg 200.069
solvent cphcis  dn H1
file exp dpwr 30
ACOUISITION daf 0
sfrq 300.069 dm nnn
tn H1  dmm <
at 3.642 dmf 200
np 32768 temp 30.0
sw 4498 .4 PROCESSING
fb not used wtfile
bs 16 proc L O O
tpwr 4 fn not used ><
1.

dl 1.358 werr
tof D wexp
nt 16 whs
ct 16 wnt
alock n

gain not used

FLAGS

il n

in n
dp Y

DISPLAY

sp -185.7
wp 2517.1
vs 180

sc
WC 240
hzmm 10.49

s 500.00
rfil 758.7
rfp
th

ins i00.000
nm  cdc  pl

T T i | T T B ey 7 T T T T —
7 B 5
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RMN C™" (300MHz, CDCI;) do acido de Meldrum

Acido de Meldrum
expd stdl3c
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SAMPLE DEC. & VT

date May 24 2006 dfrg 200.069
solvent CPCIs  dn H1

la exp dpwr 32

ACQUISITION dof 0
sfrq 75.460 dm yvy
tn C15  dmm w
at 1.747 dmf 8000
np 65536 temp 30.0
sﬁ 18731 g PROCESSING
1| 1pao b .
s 18 wtfile (@) (@)
tpwr 53 proc Tt

8.7 fn not used
glr 0.253
< werr
nt 1024 wexp
ct whs O O
alock N wnt
gain not used
il n
in n
dp
DISPLAY
sp -1820.7
wp 18761.7
vs 162
scC 1]
wC 240
hzmm 20.12
is 500.00
rf1 1820.7
rfp 0
th 20
ins 100.000
nm  no  ph
| 1 A A " J‘I 1 e J
LA I3 L L e L e L (L L L o B 2 e e e i
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 o

ppm



RMN H' (400MHz, acetona ds) do Bromoacetato de etila

SpinWorks 2.5: BrCO-OEt

Br\)LOEt

PPM 46 44 42 40 38

36

34

3.2

30 28 26 24 22

© - o
& .8 M i 8
o I N "
L [ I I ' ™0 T 77 "] =1 ] RN I I [ I
20 18 16 14 1. 1.0 08 06 04 02

transmitter freq.: 400.202471 MHz

time domain size: 65536 points

width: 8278.15 Hz = 20.684894 ppm = 0.126314 Hz/pt
number of scans: 64

file: C:\Documents and Settings\Laura\Desktop\Laura RMN\doi_31.05.07\10\id expt: <zg30>

freq. of 0 ppm: 400.200000 MHz
processed size: 32768 complex points

LB; 1.000 GB: 0.0000

Hz/cm: 78.951
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ppm/cm: 0.19728




RMN H' (400MHz, acetona ds) do 4-fenil-3-oxo-pentanoato de etila

SpinWorks 2.5: 4-feni|acetoacetato de e’gila |

- T

o
®)
m

PPM 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
file: C:\Documents and Settings\Laura\Desktop\Laura RMN\doi_31.05.07\5\fid expt: <zg30> freq. of 0 ppm: 400.200000 MHz

transmitter freq.: 400.202471 MHz processed size: 32768 complex points

time domain size: 65536 points LB: 0.000 GB: 0.0000

width: 8278.15 Hz = 20.684894 ppm = 0.126314 Hz/pt Hz/cm: 164.877 ppm/cm: 041198

number of scans: 64
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RMN H' (300MHz, CDCl;) da 5,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona

STANDARD 1H OBSERVE

expl  stuih

Ph

Ph

SAMPLE DEC. vT
date May 24 2006 dfrg 300.069
solvent €hci13  dn H1
1le exp dpwr 30
ACQUISITION dof 0
sfirq 300.089 dm nnn
tn H1  dmm c
at 3.642 dmf 200
np 32768 PRO SING
5w 1498 .4 wtfile
fh not used proc ft
bs 16 fn not used
tpwr 54
5.5 werr
a1 1.355 wexp
tof 0 whs
nt 16 wnt
ct 16
n‘l?ck 4 3
not use
sk FLAGS
il n
in n
dp y
DISPLAY
sp -115.1
wp 2865.8
vs 280
sC 0
wc 240
hzmnm 11.94
is 500.00
I';\ 758.7
rfp
th
ins 100.000
nm  cdc
T —t T T T T o
9 8 7
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5,6 DPDP
exXpz stdlsc

RMN C" (300MHz, CDCl;) da 5,6-difenil-diidro-piran-2,4-diona

Ph

Ph

SAMPLE E & VT
date May z4 2006 dfrg 300.069
solvent CDC13  dn H1
file xXp  dpwr 32

ACQUISITION dof

sfrq ?5.460 dm Yyy
tn C13  dmm W
at 1.747  dm¥ BoOO
np 65538 PROCESSING
sw 18761.7 1.0
i 10400 wtfile
bs 16 proc Tt
tpwr BS? fn not used
dl 0.252 werr
tof wexp
nt 1024 wbs
ct 1024 wnt
alock n
gain not used

LAGS
il n
in n
dp v

DYISPLAY

sSp =58.7
wp 15782 .0
Vs 6
sc
we 240
hzmm 65.76
is 500.00
rfl 1820.7
rfp 0
th 20
ins 100.000
oM no  ph

! (i 4

' n | "
L AR LRI B O S T e e O e T
200 180 160
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RMN H' (400MHz, Acetona-d¢) da 1-Oxa-espiro[5.5]Jundecano-2,4-diona

SpinWorks 2.5 CcDP

g

L e L/ A s SO A R

1
PPM 11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
file: C:\Documents and Settings\Laura\Desktop\Laura RMN\doi_31.05.07\1\fid expt: <zg30> freq. of 0 ppm: 400.200000 MHz
transmitter freq.: 400.202471 MHz processed size: 32768 complex points
time domain size: 65536 points LB: 0.000 GB: 0.0000
width: 8278.15 Hz = 20.684894 ppm = 0.126314 Hz/pt Hz/cm: 200.000 ppm/cm: 0.49975

number of scans: 64
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Aceto Acetato da Cicloexanona

exp? stdih

RMN H' (300MHz, CDCl;) do 2-oxo-ciclohexanoato de metila

161

SAMPLE DEC. & VT
date May 24 2006 dfrgq 300.069
solvent cDc13  dn H1
a exp dpwr 30
ACQUISITION dof 0
fra 300.068 dm nnn
H1  dmm c
at 3.642 dmf 200
np 32768 temp 30.0
Sw 4488 .4 PROCESSING
fb noet used wtfile
bs proc ft
tpwr 54 fn not used
pw 5.5
dl 1.358 werr
tof wexp
nt 16 whbs
<t 16 wnt
alock n
gain not used
il n
in n
dp v
DISPLAY
sp =61.0
wp 3778.6
Vs 277
sc 0
we 240
hzmnm 15.75
is 500.00
rf1 758.7
rzp o
t 20
ins 100.000 OMe
nm  cdc  ph
T B S e B e S S T — T
12 1.X 10 7 6



RMN C™" (75 MHz, CDCI;) do 2-oxo-cicloexanoato de metila

Aceto Acetato ida Cicloexanona

expd stdisc

162

SAMPLE DEC. & VT
date May 24 P006 «dfrg 300.069
solvent cpCci13  dn H1
file exp  dpwr 32
ACQUISITION dof 0
sfrq 75.460 dm yyy
tn C13  dmm W
at 1.747 dmf 8000
np 65536 temp 30.0
Sw 18761.7 PROCESSING
h 10400 b i.00
s 16 wtfile
tpwr 53 proc Tt
8. fn not used
dil 0.253
tof werr
nt 10219 wexp
ct whs
alock n wnt
gain not used
il n
in n
dp y
DISPLAY
Sp -1820.7
wp 18761.7
vs 162
sC 0
we 240
hzmm 20.12
[ 500.00
rfl 18%20.7
rfp
?h 0 0
ns 100.00
am no O
OMe
5 \ L - M Ak ™ "
A I‘ o i " by ity " W f
L L B L L L e e B ) s i ey e i e o e L SRR (00 L I ot 2t e
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
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