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RESUMO

As bactérias s8o organismos vivos encontrados na natureza que desempenham
inumeras func¢des. Contudo, estes microorganismos podem ser patdogenos tornando-se
um alvo terapéutico que necessita de constante desenvolvimento. Dentre as bactérias
gue se destacam na literatura devido a sua patogenicidade, encontram-se as do género
Staphylococcus, Escherichia e Pseudomonas, além das micobactérias, em especial, o
Mycobacterium tuberculosis que, sé em 2017, matou aproximadamente 1,6 milhdes de
pessoas. Apesar de possuirem tratamento, o consumo irresponsavel e excessivo dos
antibidticos acarreta no desenvolvimento de bactérias resistentes aos medicamentos
disponiveis no mercado e, desse modo, ha uma constante necessidade de desenvolver
novos farmacos, mais especificos e mais potentes, no combate a diversos tipos de
bactérias. Nesse contexto, as cumarinas e as tioureias sado duas classes de substancias
que apresentam uma ampla gama de atividades biolégicas, tais como antibacteriana.
Assim, inicialmente, visando explorar o possivel potencial antibacteriano desses
nucleos, prop6s-se por intermédio da estratégia de hibridizacdo molecular, a sintese de
uma série de cumariltioureias, estruturas contendo o ndcleo cumarinico e o grupamento
tioureia onde, neste ultimo, seriam introduzidos anéis benzénicos com substituintes de
diferentes caracteristicas estéreo-eletronicas, a fim de se realizar um estudo preliminar
de relacdo estrutura-atividade. Propds-se ainda, a sintese de uma série analoga,
denominada cumarilamidas, visando verificar a influéncia da troca do possivel
farmacéforo (tioureia por amida) frente a atividade biologica desejada. A sintese de
ambas as seéries se iniciou com a obtencdo do acido 3-carboxicumarinico, que foi
confirmada por meio de seu ponto de fusdo e de técnicas espectroscopicas e
espectrométricas (RMN de 1H, RMN de 13C e EM). Em seguida, realizou-se a
transformacéo do &cido no seu respectivo cloreto de acila, que, por sua vez, reagiu com
diferentes anilinas para a obtencédo das cumarilamidas desejadas em rendimentos que
variaram de 75 a 91%, sendo trés delas inéditas na literatura. A sintese das
cumariltioureias resultou de formacdo de subprodutos e foi possivel, até o momento,
isolar apenas dois compostos planejados, com rendimentos de 4 e 75%. O &cido 3-
carboxicumarinico e as cumarilamidas com substituintes na posicéo 4 do anel benzénico
foram avaliados frente as cepas bacterianas Gram-positivas de Staphylococcus aureus
e S. epidermidis e Gram-negativas de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,
contudo apresentaram valor de CIM acima de 500 pg mL-1. A série completa das
cumarilamidas foi entdo avaliada frente o Mycobacterium tuberculosis, porém, néo foi
possivel inferir a atividade antimicobacteriana dessas substancias, devido a baixa
solubilidade das mesmas no meio utilizado para o crescimento do M. tuberculosis.
Assim sendo, este trabalho tem como perspectiva, isolar o restante das cumariltioureias
e testa-las frente a diferentes cepas bacterianas, bem como sintetizar novas
cumarilamidas, com diferentes nucledfilos, a fim de aumentar a solubilidade desses
compostos e entdo devidamente avaliar o potencial biolégico destas estruturas.

Palavras-chave: Cumarina. Amida. Tioureia. Antibacteriana. = Mycobacterium
tuberculosis.
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ABSTRACT

Bacteria are living organisms found in nature that play numerous roles. However,
these microorganisms can be pathogenic, causing diverse diseases and becoming a
therapeutic target that needs constant development. Among the bacteria that stand
out in the literature due to their pathogenicity, are the genus Staphylococcus,
Escherichia and Pseudomonas, in addition to the Mycobacterium tuberculosis
mycobacteria, which in 2017 alone killed approximately 1.6 million people. Despite
the high mortality rate, both tuberculosis and outstanding bacterial infections are
treated, but the irresponsible and excessive consumption of antibiotics leads to the
development of bacteria resistant to these drugs and, therefore, there is a constant
need to develop new drugs, more specific and more potent, in the fight against
various types of bacteria. In this context, coumarins and thioureas are two classes of
substances that exhibit a wide range of biological activities, such as antibacterial.
Initially, in order to explore the possible antibacterial potential of these substances,
the synthesis of a series of coumarilthioureas, structures containing the coumarin
nucleus and the thiourea group were proposed through the molecular hybridization
strategy, where benzene rings with substituents of different stereo-electronic
characteristics would be introduced in order to carry out a preliminary study of the
structure-activity relationship. It was also proposed the synthesis of an analogous
series, called coumarilamides, in order to verify the influence of the exchange of the
possible pharmacophore (thiourea versus amide) against the desired biological
activity. The synthesis of both series started with the preparation of 3-
carboxicumarinic acid, which was confirmed by means of its melting point (M.P.) and
spectroscopic and spectrometric techniques (1H NMR, 13C NMR and GC-MS).
Then, the acid was converted into its respective acyl chloride, which in turn was
reacted with different anilines to give the coumarilamides in 75 to 92% vyield, among
them, three are unpublished in the literature. The synthesis of coumarilthioureas
resulted from the formation of side-products and it has been possible to isolate only
two planned compounds in yields of 4 and 75%. The 3-carboxicumarinic acid and the
4-substituted coumarilamides were evaluated against Gram-positive bacterial strains
of Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis and Gram-negative of
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, but presented MIC values above 500
Mg mL-1. The complete series of coumarilamides was then evaluated against
Mycobacterium tuberculosis, however, it was not possible to infer the
antimycobacterial activity of these substances, due to their low solubility in the
medium used for the growth of M. tuberculosis. The aim of this work is to isolate the
remainder of the coumarilthioureas and to test them against different bacterial
strains, as well as to synthesize new coumarilamides with different nucleophiles in
order to increase the solubility of these compounds and then to properly evaluate the
biological potential of these structures.

Keywords: Coumarin. Amide. Thiourea. Antibacterial. Mycobacterium tuberculosis.
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1 INTRODUCAO

As bactérias sao organismos unicelulares, procariontes, portanto nao
apresentam um nucleo definido, de modo que seu material genético se encontra
disperso no citoplasma da célula.* Envolto a este citoplasma, encontra-se a parede
celular bacteriana, constituida, essencialmente, por peptideoglicano, um complexo
de dissacarideo e aminoacido. Além da parede celular, algumas bactérias podem
apresentar outros elementos externos a parede celular, como a capsula, flagelos e

pili (Figura 1).

Figura 1 — Principais componentes de uma célula bacteriana

plasmideo

DM& em nucledide ? I. —-ﬂf—% "
ribossomas A -
flagelo
citosol
capsula

parede celular
membrana plasmatica
fimbrias

Fonte: Almeida et al.?

As trés principais formas de bactérias sdo: cocos (esféricos), bacilos
(bastonetes) e espiroquetas (espiral), sendo essa definida de acordo com a rigidez
de sua parede celular.’

Devido as diferentes caracteristicas que a parede celular de uma bactéria
pode apresentar, € possivel fazer a diferenciacdo entre os varios tipos de bactérias
por meio de coloragfes diferenciais, sendo as mais comuns a coloracdo de Gram e a
coloracao acidorresistente.’

A coloracdo de Gram utiliza sais de cristal violeta (CV) como uma coloracao
priméria as bactérias, seguido da adicdo de um mordente, o iodo (I). Essa adigcédo
especifica forma complexos de CV-lI fazendo com que as bactérias apresentem a
coloracdo violeta/purpura. Posteriormente, aplica-se um agente descorante (etanol

Ou acetona) e entdo essa bactéria € novamente corada com safranina, um corante


http://biocmpa.blogspot.com/2016/04/esquema-estrutural-das-bacterias.html
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vermelho.? A diferenciacéo entre as bactérias ocorre devido a espessura da camada
de peptideoglicano presente em sua parede celular, de modo que as bactérias
denominadas Gram-positivas, as que possuem maior espessura de petideoglicano,
retém o complexo CV-I em sua parede celular apresentando a coloracdo purpura
(Figura 2A). As bactérias denominadas Gram-negativas, por possuirem apenas uma
camada de peptideoglicano, ao serem lavadas com etanol, sdo descoradas e assim,
a adicdo do contra corante (safranina) colore novamente estas bactérias,

apresentando assim a cor résea (Figura 2B).>

Figura 2 — llustracao da coloragdo de Gram para as dlferentes bactérias
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Além da distingdo quanto a espessura da camada de peptideoglicano, as
bactérias Gram-negativas diferem-se das Gram-positivas devido a presenca de uma
membrana externa, composta por lipopolissacarideos, lipoproteinas e fosfolipidios
(Figura 3).° Sdo estas diferencas na composicdo de cada parede celular que
permitem a estes microorganismos funcdes especializadas, como barreira a
determinados corantes e a antibiéticos.?

Dentre os tipos de bactérias patogénicas que compdem a classe Gram-
positiva encontram-se as bactérias do género Staphylococcus, sendo sua principal
espécie representante o S. aureus, uma bactéria capaz de produzir muitas toxinas e
assim gerar graves infec¢des, principalmente de carater pés-cirdrgico e relacionadas
a intoxicacéo alimentar.® Outro género patogénico de destaque é o Clostridium, que
possui doencas associadas como o tétano, causado pelo Clostridium tetani, e o
botulismo (Clostridium botulinum). O género Bacillus também é uma bactéria capaz

de causar intoxicagdo alimentar devido ao B. cereus, uma espécie encontrada em
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amidos, além de severas infeccbes como o Antraz, causada pelo o Bacillus

anthracis.>

Figura 3 — Parede celular das bactérias: a) Gram-positivas e b) Gram-negativas
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Quanto as bactérias Gram-negativas destacam-se as do género
Pseudomonas, sendo a espécie Pseudomonas aeruginosa a mais conhecida,
podendo causar infeccdes urinarias e até mesmo infectar o trato urinario e
gueimaduras; o género Escherichia também é um patégeno muito conhecido devido
a espécie Escherichia coli, uma bactéria Gram-negativa encontrada no trato
intestinal humano que corresponde a um indicativo de contaminacdo quando
presente em agua e em alimentos, podendo causar infec¢do no trato urinario. Outro
patdgeno que estéd associado a esta classe de bactérias € a Salmonella, um género

comumente encontrado no intestino de aves e mamiferos que podem infectar
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alimentos. Os géneros Klebsiella e Enterobacter também fazem parte das bactérias
Gram-negativas, sendo que no primeiro caso podemos destacar a espécie Klebsiella
pneumoniae que pode causar pneumonia em seres humanos, e as espécies
Enterobacter cloacae e Enterobacter aerogenes que sdo patdgenos responsaveis
por infeccdes hospitalares.®

Assim como as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas que se
diferenciam devido a parede celular, as micobactérias sédo outra classe de bactérias
que, por apresentar uma parede celular rica em lipideos, possuem caracteristicas
que os diferem das outras bactérias. Dentre estas destacam-se: taxa de crescimento
lenta, resisténcia a detergentes, antibidticos e antibacterianos comuns, além de
serem organismos acidorresistentes, de modo que necessitam de coloracéo
diferencial para serem identificados.® Os patdgenos mais importantes dentro do
género € o Mycobacterium tuberculosis, o agente causador da tuberculose (TB), e
Mycobacterium leprae, o agente causador da hanseniase.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a tuberculose esta
entre as 10 doencas que mais matam no mundo, sendo que s6 em 2017, 1,6
milhdes de pessoas morreram vitimas da doenca e 10 milhées foram diagnosticadas
com TB.” Outras bactérias que recebem destaque da OMS devido aos altos indices
de infeccdo € o género Salmonella e Campylobacter, ambas responsaveis por surtos
de doencas intestinais, estando entre as 4 principais causas globais de diarreia;®° a
bactéria Clostridium botulinum devido ao seu potencial fatal, capaz de bloquear as
funcdes nervosas, podendo levar o individuo & paralisia respiratéria e muscular;'® a
espécie E. coli, onde estima-se que 10% dos pacientes infectados podem
desenvolver infeccdo urinria, com uma taxa de letalidade entre 3 e 5%'! e ainda,
ressalta-se a Streptococcus pneumoniae, a causa mais comum de pneumonia
bacteriana em criancas, chegando a matar mais de 920 mil criancas em 2015.*2

Apesar do alto indice de mortalidade, tanto a tuberculose como as infec¢des
agui destacadas possuem um tratamento, ha a disponibilidade de medicamentos
para a populagéo e sdo distribuidos no Brasil pelo Sistema Unico de Saude (SUS).
Contudo, o longo tratamento envolvido e 0 uso excessivo e inadequado de
antibidticos, acarretam no desenvolvimento de bactérias resistentes aos
medicamentos disponiveis no mercado.'® De acordo com o dltimo relatério sobre
resisténcia a antibidticos, recentemente divulgado pela OMS (2018), s6 na regiao

Europeia, ha um consumo médio de 17,9 doses diarias de antibidticos, definidas
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para cada mil habitantes por dia, sendo que no Brasil, esse consumo € ainda maior,
com cerca de 22,75 doses diarias de antibi6ticos para cada mil habitantes.*

Além de ser uma das maiores ameacas a saude global, a resisténcia aos
antibioticos geram internagcdes mais longas, um alto custo médico e aumento no
nimero de 6bitos.™® Dentre os patogénicos prioritarios no desenvolvimento de novas
substancias, a Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e as bactérias do
género Enterobacteriaceae (como Klebsiella e E. coli) sdo consideradas de
prioridade critica, uma vez que podem causar infec¢cdes graves e frequentemente
mortais, como infeccdes da corrente sanguinea e pneumonia.’ Staphylococcus
aureus, Campylobacter spp., Salmonella spp. e Streptococcus pneumoniae s&o
bactérias consideradas em nivel alto e médio de prioridade no desenvolvimento de
novos farmacos.™

Assim sendo, neste contexto de desenvolvimento de novos farmacos, as
cumarinas e as tioureias sado duas classes de substancias que se destacam na
literatura devido a gama de atividades biolégicas aos quais estdo vinculadas,
inclusive com resultados consideraveis na inibicdo de cepas bacterianas, como

destacado a seguir.
1.1 CUMARINAS: UMA VERSATIL CLASSE DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS

As cumarinas (1,2 benzopirona, 2H-Cromen-2-ona) sao lactonas do acido o-
hidréxido-cindmico, sendo sua estrutura basica constituidas pela fusdo de um anel
benzénico com uma lactona a,B-insaturada (Figura 4). A cumarina foi isolada pela
primeira vez em 1820, a partir de sementes de cumaru, uma arvore presente no
norte do Brasil, popularmente conhecida como fava tonca e cujo nome boténico é
Dipteryx odorata, que contém grande quantidade de cumarina (1 a 3%).*® Além do
cumaru, a cumarina pode ser encontrada como metabdlito secundario em raizes,
sementes e folhas de diversas espécies de plantas, tais como guaco, agrido e

canela. ®

Figura 4 — Nacleo béasico da cumarina
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Sinteticamente, a facil obtencéo do ndcleo e a possibilidade de insercao de
diferentes substituintes, permite que estas estruturas estejam relacionadas a uma
ampla gama de atividades bioldgicas, conforme demonstrado a seguir e sumarizado

na Figura 5.

Figura 5 — Diversidade de atividades biologicas relacionadas ao nucleo cumarinico

cl O Antibacteriana Anticolinesterase - B

Inibidores da helicase (IC59 = 0,004 uM - BuChE)

(IC5¢ = 1,0 uM - Staphylococcus aureus) (IC50 = 5,70 uM - AChE)
(ICso = 1,5 uM - Bacillus anthracis) Kurt et al., 20188
Li et al., 20127
o__F
\O\\‘
c b
Antiftingico Antitumoral

(ICso = 0,24 uM - MCF-7)
(1Cs9 = 0,31 uM - MDA-MB-231)
You et al., 20102

(CIM = 1,56 pg.mL™")
Trichophyton mentagrophytes
Shailesh et al., 2017"°

Antidepressivo Anticoagulante Antioxidante
(ICso = 1,46 pM - MAO-A) (ICso = 1,98 UM - THR)  (ICso = 2,45 pg.mL™" - DPPH)
Mattsson et al., 201422 Frederick et al., 200623 Miadenovic et al., 201124
Li et. al.'” sintetizaram e avaliaram o potencial bioldgico de derivados da

cumarina no combate as bactérias Bacillus anthracis, o causador do Antraz, uma
doenca infecciosa grave e fatal, e Staphylococcus aureus, uma bactéria muito
comum, mas que vem desenvolvendo resisténcia aos farmacos ja utilizados em seu
tratamento, como a Meticiina (MRSA - do inglés, Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus). Visando a sintese de novos medicamentos com alvo
moleculares diferenciados, o grupo avaliou a atividade dos compostos frente a

inibicdo da helicase bacteriana, uma enzima replicativa que catalisa a abertura das
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hélices do DNA, um passo essencial limitante na replicagcdo do DNA das células. A
bifenil cumarina (Figura 5 - A) mostrou a atividade mais significativa contra ambas as
helicases S. aureus e B. Anthracis, com valores de ICsp de 1,0 e 1,5 uM,
respectivamente. Além disso, o composto foi testado contra multiplas cepas de
MRSA, resistentes a ciprofloxacina, e apresentou valores relevantes, com
Concentrac&o Inibitéria Minima (CIM) variando de 0,52 a 2,1 ug mL™.

Outro derivado da cumarina que mostrou atividade relevante foi sintetizado
por Kurt et. al.®® em 2018, como um potente inibidor de colinesterases (ChEs). Estas
enzimas sdo responsaveis por inibirem a acdo da acetilcolina (ACh), um importante
neurotransmissor associado a memoria, de modo que a diminui¢cdo dos niveis dessa
enzima estaria intimamente ligada com a doenca de Alzheimer. As colinesterases, a
acetilcolinesterase (AChE) e a buritilcolinesterase (BuChE) hidrolisam a ACh,
portanto, substancias capazes de inibir o efeito destas colinesterases (AChE e
BuChE) auxiliam no tratamento da doenga de Alzheimer. O derivado da cumarina,
contendo o grupo carbamato (Figura 5 - B) foi capaz de inibir as duas ChEs com
valores de ICso de 0,004 e 5,70 uM, respectivamente, para BUChE e AChE.

Shailesh et al.'® sintetizaram diversos compostos contendo 0 nicleo
cumarinico e os avaliaram quanto a sua capacidade de inibir diversas cepas
bacterianas e fangicas. O composto 3-Fenil-7-(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-2H-1-
benzopiran-2-ona (Figura 5 - C) apresentou 6timos resultados ao inibir o fungo
Trichophyton mentagrophytes, um dermatdfito que invade tecidos queratinizados
como pele, cabelos e unhas,” com CIM de 1,56 pg mL™, valor inibitério mais baixo
que o encontrado para o padréo fluconazol (CIM = 2,0 ug mL™).

Importantes resultados também foram descritos por You et al.?! Eles
sintetizaram uma série de compostos contendo o nucleo cumarinico por meio da
modificacdo estrutural do Ostol, uma substéncia natural presente em diversas ervas
medicinais que sdo muito utilizadas na medicina tradicional chinesa, devido a sua
ampla gama de atividades biolégicas. Estudos anteriores haviam demonstrado que
as posicoes 3 e 4 poderiam estar associadas a sua atividade bioldgica e assim, com
o intuito de melhorar a atividade anticancerigena desse composto, 0 grupo propos a
insercdo de diferentes radicais no grupo arila adicionado na posicdo 3 do anel
cumarinico. Os pesquisadores obtiveram étimos resultados para o composto D da

Figura 5, ao apresentar acao antitumoral in vitro para o carcinoma da mama MCF-7
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e MDA-MB-231, com valores de ICso de 0,24 e 0,31 uM, respectivamente para as
linhagens analisadas.

A cumarina também pode estar relacionada a atividade antidepressiva.
Inmeros sdo o0s neurotransmissores envolvidos no controle das funcdes corporais,
entre elas encontram-se a norepinefrina, a serotonina e a dopamina, substancias
conhecidas como monoaminas, que sdo responsaveis pela regulacdo do humor. As
Monoamina Oxidase (MAO) sao enzimas responsaveis pela desaminacéo oxidativa
de hormbénios e neurotransmissores do tipo monoamina, sendo estas, portanto, as
responsaveis pela diminuicdo dessas enzimas.”> As monoaminasoxidases da
isoforma MAO-A tem maior atracdo de serotonina e noradrenalina, sendo assim
responsaveis pelo metabolismo das enzimas do humor. Dessa forma, Mattsson et
al.'® sintetizaram e avaliaram a acdo de derivados cumarinicos como inibidores de
MAO-A, com o intuito de oferecer uma estratégia multi-neurotransmissora para o
tratamento da depresséo. A substancia E mostrada na Figura 5, foi capaz de inibir a
MAO-A com ICso de 1,46 UM, além de apresentar bons resultados in vivo, indicando
ser um potencial inibidor para o tratamento de depresséao e perturbacées de humor.

Frédérick et al.?® sintetizaram outros compostos com o nucleo cumarinico,
planejando-os para serem anticoagulantes. De acordo com resultados prévios
obtidos pelo grupo, o mecanismo de inibicAo da trombina (THR), uma serina
protease que possui papel fundamental na coagulacdo do sangue e, acredita-se ser
o mediador central da trombogénese, consiste no ataque nucleofilico da serina a
porcdo lactona da cumarina, gerando um metéxido de quinona altamente reativo que
pode ser alquilado, levando a inativacdo da enzima. Assim sendo, o composto F
(Figura 5) sintetizado pelo grupo, apresentou a mais alta poténcia inibitéria de THR
com ICsp de 1,98 puM.

As cumarinas também podem demonstrar atividade antioxidante. O trabalho

publicado por Mladenovié et al.*

avaliou um grupo de derivados de 4-
hidroxicumarina em relagédo ao seu potencial antioxidante. A capacidade oxidante
total (in vitro) do composto G, Figura 5, foi avaliada pelo método DPPH (1,1-difenil-2-
picrilo-hidrazilo) e comparado com os padrbes de acido ascorbico (Asc) e BHT
(hidroxitolueno butilado). O derivado G foi capaz de consumir o DPPH com um ICsg
de 2,45 pg mL™ ao ser exposto por 60 min, enquanto que os padrdes apresentaram

ICso de 15,61 e 6,05 ug mL™, respectivamente, para os controles Asc e BHT.



24

Assim sendo, podemos afirmar que a cumarina é um nudcleo interessantissimo
quando o relacionamos a sua diversidade biolégica e seu potencial medicinal, que o

permite ser cada vez mais explorado.
1.2 SINTESE DAS CUMARINAS

Como exposto no topico anterior, apesar de serem amplamente encontradas
na natureza, as cumarinas também podem ser facilmente obtidas por meios
sintéticos. Os principais métodos de sintese das cumarinas correspondem a reagoes
classicas de condensacao do tipo Knoevenagel, Perkin e Pechman (Figura 6).

Figura 6 — Métodos sintéticos classicos para obtenc¢édo do nucleo cumarinico
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A condensacdo pelo método de Pechman ocorre por intermédio da reacao
entre fendis com (B-cetoesteres, sob condi¢des acidas, de modo que o fenol promove
o ataque nucleofilico ao grupo carbonila e, subsequentemente, acontecem
desidratacbes sucessivas para gerar a cumarina. Os métodos de Knoevenagel e
Perkin, por sua vez, se baseiam em reacOes entre 2-carboxifenol e reagentes
contendo o grupo metileno ativado ou anidrido acético, respectivamente. Ambas as
metodologias utilizam base como catalisador para gerar o ntcleo cumarinico.?>%

Inimeros outros métodos de sintese de cumarinas se encontram descritos na
literatura nos Ultimos anos. Dentre estes, Dittmer et al.?’ conseguiram sintetizar a
cumarina por meio do aprimoramento de metodologias analogas a reacdo de
Reformatsky. Essa reagédo envolve, classicamente, a adicdo de um organozinco a
um éster a-halocarbonila, de modo a formar um [-hidroxiéster. Um trabalho

anterior® havia reportado uma tentativa inicial de preparar cumarina por ciclizacdo
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intramolecular do éster de bromoacetato de salicilaldeido, utilizando como
catalisador o telureto de sédio, porém a reagcdo ndo foi bem sucedida e, de acordo
com Dittmer et al.?’ novas tentativas ndo haviam sido reportadas. Assim sendo,
realizando pequenas modificagbes na sintese, 0 grupo conseguiu realizar a
ciclizacdo dos compostos, conforme Esquema 1 (representativo da melhor
condicdo), de modo que o fenolato formado ataca a carbonila, formando o
intermediario salicilaldeido a-bromoacilado, que conduz a formacédo do composto (1),

recuperando o tellrio elementar e o ion brometo.

Esquema 1 — Métodos de sintese da cumarina (I) por meio da reacdo analoga de

Reformatsky
O
H
e alEN s ol
OH
Salicialaldeido Brometo de 2-bromoacetil )\/Br

Condicdes e Reagentes: a) THF, -78 °C; b) Li,Te, THF, -78 °C - t.a. 75%

Em 2015, Mi et al.?® sintetizaram eficientemente, derivados de acil-cumarinas
por intermédio de um acoplamento oxidativo do tipo Tandem entre alcinos e
aldeidos, com o auxilio de brometo de tetra-n-butilaménio (TBAB), sem a utilizacao
de metais. A melhor condicdo de sintese € a demonstrada no Esquema 2. Os
pesquisadores esclarecem que a reacdo ocorre, primeiramente, entre o persulfato de
potassio com o TBAB para formar o radical sulfato de tetrabutilaménio, em altas
temperaturas, que iria entdo reagir com o 4-metilbenzaldeido para formar um radical
acila. Em seguida, ocorre a adicao do radical acila na posicdo a a carbonila do
alquinoato, gerando um radical vinilico altamente reativo, que sofre ciclizacdo para
formar um areno que, subsequentemente, por transferéncia de elétron ao radical
sulfato, seguida de desprotonacdo pelo mesmo, gera 0 composto cumarinico

desejado com um rendimento de 75% (l1).
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Esquema 2 — Rota sintética livre de metais para formar 4-aril-3-acilcumarina (I1)

Alquinoato 4-metilbenzaldeido

Reagentes e Condigdes: TBAB, K,S,04,1,2 dicloroetano, atm N, 90 °C. 75%

Visando a sintese de derivados das cumarinas livre de residuos, Rong et al.*
desenvolveu uma reacdo one-pot, sem utilizacdo de solvente, utilizando apenas 3
componentes. Em um almofariz, foi adicionado o aldeido desejado, o 2,2-dimetil-1,3-
dioxano-4,6-diona (acido de Meldrum), a 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona
(dimedona) e o catalisador, o cloreto de trietilbenzilaménio (TEBA). A mistura foi
triturada com o pistilo, a temperatura ambiente, e em aproximadamente 5-7 min o

grupo conseguiu obter os compostos desejados (Ex. Derivado Ill — Esquema 3).

Esquema 3 — Rota sintética one-pot de formacao do cumarina (lll)
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Aldeido 4cido de Meldrum Dimedona 1}

Reagentes e Condigdes: a) TEBA, friccdo, 5-7 min, 92%.

Outra estratégia que pode ser utilizada para formacdo de derivados
cumarinicos, mais precisamente derivados de 3-arilcumarina, é por intermédio da
reacado de umpolung (inversao de polarizagao). Jiang et al.® relataram a sintese 3-
arilcumarinas por meio da condensacdo entre 2-cloro-2-arilacetaldeidos e
salicilaldeido, catalisada por um carbeno N-heterociclico (NHC). O produto da
ciclizagdo foi adquirido com bom rendimento (80%), ao utilizar 10% de NHC,

trietilamina como base e acetato de etila como solvente (Esquema 4).
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Esquema 4 — Rota sintética via umpolung para formacéo da 3-aril-cumarina (1V)

o' oo ©8

2-cloro-2-arilacetaldeido salicilaldeido

Reagentes e Condigdes: NHC (10% mol), EtsN, AcOEt, 80 °C. NHC

Kawaai et al.** sintetizaram 3-acil-4-arilcumarina por meio da formacdo de
radicais acila sob irradiacdo de luz visivel. Para isso, o grupo utilizou peroxido de
benzoila (BPO), 2-t-butil antraquinona (2-tBu-AQN) como catalisador, carbonato de
potassio (K,CO3) como base e radiacdo com luz ultravioleta para formar os radicais
acila correspondentes ao benzaldeido substituido. A reagéo do radical acila com o 3-
fenil-2-propinato de fenila forma um radical vinil intermediario, que é entdo reduzido
a 3-acil-4-arilcumarina correspondente (V). Os compostos foram obtidos com

rendimentos de aproximadamente 70% (Esquema 5).

Esquema 5 — Rota sintética de formagé&o da 3-acil-4-arilcumarina (V)

Al et LT

3-fenil-2- propmato Benzaldeido
de fenila

Reagentes e Condigdes: a) 2-tBu-AQN (10 mol%), BPO (200 mol%), K,CO3 (50 mol%), pentanol, UV, Ar.

Outro método de obtencédo do ndcleo cumarinico foi aprimorado por Choi et
al.**, ao promover a ciclizagéo intramolecular de fendis e acidos propidlicos sem a
utilizacdo de metais. A reagdo otimizada pelo grupo corresponde a reacao de fendis
com o acido propiolico, mediada por 2,0 eq. de acido triflico (TfOH) e utilizando
clorobenzeno a 100 °C como solvente, conforme demonstrado no Esquema 6, com

rendimento de até 95% apos duas horas de reacéao.
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Esquema 6 — Rota sintética de formacao da cumarina (VI)
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Fenol acido propidlico vi

Reagentes e Condigdes: a) TfOH (2,0 eq), Clorobenzeno, 100 °C.

1.3 TIOUREIA: UM NUCLEO DE SINTESE SIMPLES COM DIVERSAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

RELACIONADAS

A tioureia é um nuacleo derivado da ureia onde, ao invés de um atomo de
oxigénio, tem-se um atomo de enxofre (S), portanto, apresenta a férmula molecular
de (H;N).CS, conforme destacado em azul na Figura 7. Com massa molecular de
76,12 g mol™?, apesar de pequeno, este nlcleo destaca-se na literatura devido as
diversas atividades biolégicas as quais esta relacionada (Figura 7).

Em 2013, Andreoli et al.** sintetizaram uma série de compostos contendo o
nacleo da tioureia, como potenciais inibidores da enzima protease BACE-1. A
inibicdo da protease BACE-1 permite a diminuicdo nos niveis de peptideos [-
amiléide (AB), principais constituintes das placas amiloides que se acumulam no
cérebro, e estdo relacionadas ao desenvolvimento patolégico da doenca de
Alzheimer.®® Entre os compostos da série sintetizada, o derivado A da Figura 7 é o
inibidor mais potente de BACE-1 com valor de ICsp entre 0,1 e 1 uM.

1.3 sintetizou 26

No mesmo ano, o grupo de pesquisa de Abbas et a
compostos derivados do &cido hipuarico, contendo em sua estrutura o ndcleo da
tioureia, e os avaliaram quanto a sua capacidade antibacteriana e antifingica. As
cepas bacterianas Gram-positivas utilizadas para o teste foram: Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis e Bacillus megaterium; quanto as bactérias Gram-negativas,
as cepas de Klebseilla peneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Sarcina lutea e Proteous vulgaris foram utilizadas nos testes. Por sua vez, as cepas
Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans foram utilizadas para a analise
antifangica dos compostos. O composto B (Figura 7) foi apontado como o mais
promissor, inibindo todas as cepas com valores de CIM (Concentracdo Inibitéria
Minima) entre 3,12 e 12,5 pg mL™.

As tioureias também estdo associadas a inibicdo da anidrase carbbnica (AC).
A atividade enzimatica destas isoenzimas esta associada a diversos processos
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biolégicos como transporte de gas carbdnico (CO,) e ions, respiracdo, reabsorcao
6ssea, entre outros.’” Contudo, estas enzimas também estdo associadas ao
desenvolvimento de tumores hipoxidos, ao favorecer a sobrevivéncia e migracao
dessas células. Assim sendo, Zaib et al.®’ realizou a sintese de treze compostos
com o grupamento tioureia, e 0s avaliaram quanto sua capacidade de inibir a AC de
células bovinas (bCA II). O derivado contendo o nucleo tiofeno, substancia C da

Figura 7, foi o mais promissor ao inibir a bCA Il com valor de ICso de 0,011 pM.

Figura 7 — Diversidade bioldgica ao qual o nlcleo da tioureia esta associado
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(IC50 = 5,26 uM - A431)
(IC50 = 5,20 uM - MGC803)
(ICs50 = 7,00 uM - MKN28)
(IC50 = 3,00 uM - BCPAP)
(IC50 = 1,80 uM - 8505)
(ICs0 = 4,30 uM - K1)

Sun et al., 201738

Anti-HCV
(ECsq = 0,031 pM)
Kang et al., 2009%°

Sun et al.® desenvolveram trés séries de derivados contendo o nicleo da
tioureia, com o intuito de analisar a capacidade destes compostos como inibidores
multi-alvo de RTKs (receptores tirosina quinases). Estes receptores sao reguladores-

chave de processos celulares como o crescimento e desenvolvimento celular e,
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portanto, estdo relacionados ao desenvolvimento de angiogénese e crescimento
tumoral. Os resultados obtidos pelo grupo indicam que a diariltioureia D (Figura 7)
possui atividade anticancerigena para as nove linhagens de células humanas
testadas, duas hepaticas (HepG2, SMMC-7721), uma de cancer de pancreas
(MIAPaCa-2), outra de cancer de pele (A431), outras duas de cancer de estdmago
(MGC-803 e MKN28) e trés linhagens de cancer de tireoide (BCPAP, 8505 e K1),
com valores de ICsp entre 1,80 uM e 13,26 uM, conforme demonstrado na Figura 7.
Além disso, o grupo reportou que a diariltioureia € um inibidor multi-alvo da atividade
das quinases VEGFR-2, TIE-2 e EphB4, com ICsy de 3,45, 2,13 e 4,71 nM,
respectivamente.

As tioureias também sdo reportadas na literatura como inibidoras do virus da
hepatite C (HCV). De acordo com Kang et al.,*® o derivado carbazol (composto E —
Figura 7) apresentou valor de ECsq (concentracdo do farmaco que induz metade do
efeito maximo) de 0,031 uM, quando avaliado frente ao virus HCV.

Em relacdo a sintese dos compostos contendo o nucleo da tioureia, em geral,
ocorre por meio da reacdo de um cloreto de acila com tiocianato de potassio (KSCN)
ou tiocianato de aménio (NH,SCN), utilizando um solvente aprotico, geralmente
acetona ou acetonitrila, para estabilizacdo das cargas geradas. Dois exemplos sdo
mostrados a seguir, o primeiro (Esquema 7) foi desenvolvido pelo nosso grupo de
pesquisa, onde objetiva-se a obtencdo de benzoiltioureias. Para tal, Brito et al.*°
reagiu o cloreto de benzoila com o NH4SCN, utilizando acetona como solvente, sob
refluxo e agitacdo por 30 minutos, seguido de arrefecimento do meio e, posterior
adicdo one-pot da amina desejada para a geracdo dos compostos desejados. O
grupo sintetizou 65 compostos, contendo substituintes (R;) alifaticos e aromaticos,
com rendimentos de 38 — 99%. E vélido ressaltar que dezesseis dessas
benzoiltioureias apresentaram excelente capacidade de inibicdo de ureases de solo,
com porcentagens de inibicdo entre 41 — 74%, sendo que o derivado F apresentou
resultado superior as referéncias utilizadas para teste (tioureia (22,6%) e hidroxiurea
(73,6%)).*° Além disso, dez substancias apresentaram excelentes CIMs frente ao M.
tuberculosis, com valores entre 74,5 e 9,6 UM, sendo o derivado G mais ativo do que
o farmaco de primeira escolha etambutol (CIM = 17,1 uM), o que confirma o

potencial antibacteriano dessa classe de substancias (Esquema 7).*
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Esquema 7 — Rota sintética para obtencao das benzoiltioureias

a Z b
.C R
c—> N — N~ SN2
Cloreto de benzoila Isotiocianato Benzoiltioureias

F: Ry = H; Ry, = 4-CI-Ph
(% inibicao de urease de solo = 74%)
G: Ry =4-Cl; R, = 4-CI-Ph
(CIM frente ao M. tuberculosis = 9,6 uM)

Reagentes e Condicdes: a) NH,SCN, acetona, refluxo, 30 min; b) Amina correspondente, acetona.

O segundo exemplo aqui demonstrado foi sintetizado por Fenhua et al.** A
formacao dos compostos contendo a tioureia iniciou-se com a reacao entre o acido
2-(4-clorofenoxi) acético com o cloreto de tionila (SOCI,), para formar seu respectivo
cloreto. Na sequéncia, realizou-se a sintese do intermediério isotiocianato, ao reagir
o cloreto do acido com o tiocianato de potassio, utilizando acetonitrila como solvente,
seguida de retirada do cloreto de potassio formado e posterior reacdo do
isotiocianato com o oxadiazol correspondente para formar os compostos desejados
(Esquema 8). Ao todo, foram sintetizadas dez substancias, com rendimentos entre
38 e 75%.

Esquema 8 — Rota sintética para obtencao dos derivados de oxadiazol
0 o}

0] N-N
=S \
e e et e A
Cl Cl

4cido 2-(4-clorofenoxi) isotiocianato Cl oxadiazol

acético
o s N-N
| SR
Ishas sl
H H
Cl

Reagentes e Condigdes: a) SOCI, 70 °C, 4h; b) KSCN, CH3CN, 30 min; ¢) 70 °C, 2h.
1.4 HIBRIDACAO MOLECULAR NA SINTESE DE POTENCIAIS FARMACOS
O desenvolvimento de farmacos é uma necessidade que deve estar em

constante adaptacdo, de modo a superar novas enfermidades e as complicacdes

gue surgem ao longo de tratamentos disponiveis, como é o caso da resisténcia das
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bactérias, destacado anteriormente. Assim sendo, estratégias de modificacdo
molecular, bem como a utilizagdo de ferramentas de modelagem molecular,
baseadas na estrutura da proteina-alvo, recebem destaque na literatura como um
esforco no desenvolvimento de terapéuticas mais eficientes, seletivas e
economicamente acessiveis.

Entre as estratégias utilizadas no desenvolvimento de farmacos, destaca-se
agui a hibridacdo molecular, uma técnica de foco estrutural que consiste na unido de
duas ou mais unidades farmacoforicas presentes em determinadas substancias
bioativas, de modo a formar uma estrutura molecular hibrida que potencialize as
atividades biol6gicas desejadas.*®

Diversas substancias foram desenvolvidas por meio dessa técnica, como por
exemplo, a Tropisetrona (Figura 8), um farmaco que contém o biciclo tropano,
grupamento presente na cocaina, ligado por uma funcao éster ao carbono 3 do anel
inddlico presente na serotonina. Este composto é um antiemético, antagonista de

receptores 5-HT3, que foi desenvolvido em 1983.*

Figura 8 — Hibridacdo molecular que gerou a Tropisetrona

] NH,
Cocaina Serotonina

Hibridacao
molecular

Tropisetrona

Também por meio da hibridacdo molecular, pesquisadores da UFRJ
desenvolveram dois protétipos capazes de impedir a formacédo da trombose. De
acordo com o que foi relatado pelo grupo, os compostos aqui destacados (Figura 9),

tem acéo simbidtica com relacédo a inibicdo da agregacao plaquetaria induzida por

colageno ou Aacido araquidénico e pela trombina.** Para o desenvolvimento das
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substéancias, o grupo baseou-se na estrutura de compostos conhecidos, um por seu
potencial inibidor da trombina e outro por seu potencial de inibicdo de plaquetas,
ambos os fatores envolvidos no processo de trombogénese. O planejamento
racional dos protétipos (Figura 9) iniciou-se pela substituicdo isostérica do atomo de
cloro, presente na estrutura da anti-trombina, pelo grupo metila, seguida da
introducéo do grupamento N-acilhidrazonico, presente no inibidor de plaquetas, no
lugar do alquiloxi. A esse espacador, adicionou-se a subunidade desejada, nesse

caso, hidroxibenzamidina e piridina.*

Figura 9 — Planejamento racional por hibridacdo molecular dos derivados
arilsulfonato
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Uma abordagem simbiética foi utilizada no planejamento de compostos anti-
inflamatorios, visando a inibicdo tanto da enzima quinase ativada por mitdgeno p38
(p38-MAPK) quanto da prostaglandina-endoperoxido sintase (PGHS-2) como alvos
terapéuticos. De acordo com a literatura, um composto simbidtico € descrito como
uma substancia capaz de atuar sobre mais de um alvo terapéutico, desde que
pertenca a diferentes vias bioguimicas, mas que estejam relacionados a mesma
doen(;a.“S'47 Assim sendo, o grupo de Lacerda et al. baseou-se na estrutura de
agentes terapéuticos conhecidos como o celecoxibe e SB-203580 (Figura 10), que
possuem diaril-heterociclos em suas estruturas, sendo essa uma caracteristica
comum presente em inibidores seletivos de ambos os alvos (p38-MAPK e PGHS-2),

para desenvolver os compostos anti-inflamatérios.*® Além disso, o anel piridina-
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imidazolico, presente na piridazinona, um inibidor p38-MAPK, foi introduzido nos
compostos planejados de modo a ser o heterociclo central em um padréo estrutural

comum de homélogos azo, conforme demonstrado na Figura 10. *®

Figura 10 — Hibridacdo molecular utilizada para gerar o composto simbidtico com
acao anti-inflamatéria
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Em 2019, Reddyrajula et al. utilizaram essa estratégia para sintetizar 1,2,3-
triazolis incorporados a fenotiazina com potentes atividades antimicobacterianas
frente ao Mycobacterium tuberculosis Hz7Rv. Como destacado pelos proprios
autores, ambos o0s grupos farmacoforicos (fenotiazina e 1,2,3-triazol) sé&o
consideradas substancias privilegiadas por estarem presentes em diversas
substancias com atividade bioldgica comprovada.”® Assim, os pesquisadores
basearam-se nestes nucleos presentes, por exemplo, na Tioridazina e no 1-A09, para
sintetizar derivados hibridos fenotiazina-1,2,3-triazol, conforme demonstrado na
Figura 11. Destes compostos, dezenove foram considerados promissores ao
apresentar um CIM de 1,6 pg mL™?, o que é duas vezes maior do que o valor de CIM
do medicamento padrao de primeira linha contra a tuberculose Pirazinamida.(CIM =
3,125 pg mL™.#°
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Figura 11 — Planejamento racional dos hibridos fenotiazina-1,2,3-triazol
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1.5 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL DOS DERIVADOS CUMARINICOS

Assim sendo, considerando a relevancia do ndcleo cumarinico e do
grupamento tioureia como compostos antibacterianos, propéem-se nesse trabalho a
sintese de uma série de cumariltioureias (5a-j), planejadas estruturalmente por
hibridagdo molecular (Figura 12). Além disso, substituintes com diferentes
caracteristicas estéreo-eletronicas serao introduzidos na porcao tioureia da estrutura
com o objetivo de se realizar um estudo de relacdo estrutura-atividade (REA) dessa

classe de substancias como possiveis agentes antibacterianos.
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Figura 12 — Planejamento estrutural por hibridacdo molecular das cumariltioureias
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(CIM = 0,78 ug mL™" - Staphylococcus aureus) (CIM= 3,12 ug mL™" - Bacillus magaterium)
(CIM = 0,65 ug mL™" - Bacillus anthracis) (CIM= 6,25 ug mL™" - Staphylococcus aureus)
Li et al., 2012% Abbas et al., 201333

Hibridagao
Molecular

R = H, Br, NO,, Cl (-0, -m, -p)
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Legenda: Em vermelho = nucleo cumarinico presente no acido 3-(7-((4'-cloro-[1,1'-bifenil]-4-ilymetoxi)-
4,8-dimetil-cumarina)propanoico (A). Em azul = grupo tioureia presente no acido 2-(4-(3-(3-
bromofenil)tioureia)benzamida)acético (B). Em rosa = substituintes com diferentes caracteristicas
estéreo-eletrbnicas, visando realizacdo de REA.

Ainda, em paralelo, com o intuito de avaliar a relevancia do grupo tioureia com
relacdo a atividade biolégica dos compostos, propds-se também a sintese de
cumarilamidas (3a-j), substancias contendo a funcdo amida ligada ao carbono 3 do
anel cumarinico. Esta por¢cdo apresentara os mesmos substituintes presentes na
porcao tioureia, de modo a se obter duas séries analogas, visando verificar a
influéncia da troca do possivel farmacéforo frente a atividade biolégica desejada,
bem como em relacdo as propriedades fisico-quimicas dessas duas classes de

substancias (Figura 13).
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Figura 13 — Planejamento estrutural das cumarilamidas (3a-j) e das cumariltioureias
(5a-j)

Cumarilamidas Cumariltioureias
3a-j 5a-j

R =H, Br, NO,, CI (-0, -m, -p)
Legenda: Em vermelho = ndcleo cumarinico presente em diversas substancias com atividades
bioldgicas relevantes. Em verde: Fungdo amida (possivel farmacéforo). Em azul = grupo tioureia
(possivel farmacoforo). Em rosa = substituintes com diferentes caracteristicas estéreo-eletrdnicas,
visando realizacdo de REA.

Com o intuito de explorar o potencial bioativo do nucleo cumarinico, além da
avaliacdo da atividade antibacteriana desses derivados cumarinicos, tais
substancias também poderdo ser avaliadas futuramente com relacdo a diferentes
atividades biolégicas, tais como: antifungica, antitumoral, antioxidante e

antiparasitaria, visando a identificacdo de compostos-lideres que possam ser

submetidos a ensaios mais avancados no desenvolvimento de novos farmacos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

v Sintetizar cumarinas diferentemente funcionalizadas e avaliar seus possiveis
efeitos bioldgicos frente a diferentes microorganismos patogénicos, tais como

bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e Mycobacterium tuberculosis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Sintese e caracterizacdo espectroscopica de cumariltioureias e cumarilamidas
diferentemente funcionalizadas;

v Avaliacdo do potencial antibacteriano das cumarinas obtidas, incluindo
bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e micobactérias (M. tuberculosis);

v Realizacdo de um estudo de relacdo estrutura-atividade para identificar os

pontos-chave para as atividades antibacteriana e antimicobacteriana.
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3 RESUTADOS E DISCUSSAO

3.1 SINTESE E CARACTERIZAGCAO DO ACIDO 3-CARBOXICUMARINICO

A sintese do acido 3-carboxicumarinico foi realizada por meio da reacao do
salicilaldeido com o acido de Meldrum, utilizando agua como solvente, conforme

50
l.

descrito por Deshmukh et al.”™ (Esquema 9).

Esquema 9 — Rota sintética para a obtencéo do acido 3-carboxicumarinico (1)

o) o)
o) o)
OH x o~ Yo

Salicilaldeido  Acido de Meldrum 1

Reagentes e condigdes: a) H,0, 75 °C, 4 horas.

A proposta mecanistica para a formacado desse composto se inicia com a
consideracéo de que o acido de Meldrum possui uma acidez anormalmente alta. Em
solucdo aquosa seu pka é de 4,97°! (7,32 em DMSO)*? sendo comparavel ao acido
acético, enquanto que o salicilaldeido possui pKa de 8,37. Assim sendo, conforme
Esquema 10, propdem-se que a formacdo do acido 3-carboxicumarinico (c) pode
ocorrer por meio da adicdo nucleofilica do acido de Meldrum, que se encontra
parcialmente ionizado no meio aquoso (a). Na sequéncia, ocorre o ataque
intramolecular do oxigénio para formar o anel da lactona (I), bem como a eliminagéo
de uma molécula de acetona (lll), seguida entdo da protonacao do acido carboxilico,

formacao da dupla carbono-carbono e eliminacdo de uma molécula de agua.
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Esquema 10 — Mecanismo proposto para a obtencéo do acido 3-carboxicumarinico
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Como resultado da sintese proposta, o produto foi obtido na forma de um
sélido branco, que precipita no meio reacional conforme ocorre a reagéo, obtendo-se
assim uma substancia com alto rendimento (92%), pois o equilibrio é deslocado no
sentido da formacdo do produto devido & sua precipitacdo.”® Além do alto
rendimento observado na sintese deste composto, ressalta-se aqui a utilizacdo da
agua como solvente, uma alternativa adequada, quando pensada de acordo com o0s
principios da Quimica Verde.>*

A identificacdo da substancia foi iniciada com a analise do seu ponto de
fusdo, 191 °C, que esta de acordo com os valores encontrados na literatura 191 —
192 °C,*® de modo que, além de confirmar sua identidade, o P.F. indica que o
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produto foi obtido com alto grau de pureza, ndo havendo necessidade de um
processo de purificagdo subsequente. Esse fato foi evidenciado quando se realizou
a caracterizacdo do &cido por técnicas espectroscépicas de RMN de *H, RMN de *C
e CG-EM.

No espectro de RMN de 'H (Figura 1A — Apéndice A), observou-se a
presenca de sinais caracteristicos da formacao do produto, tais como um simpleto
em 8,95 ppm, equivalente ao hidrogénio cumarinico mais desblindado (H4), um outro
simpleto em 12,20 ppm referente ao hidrogénio ligado ao oxigénio da carboxila
(COOH), assim como multipletos entre 7,46 e 7,81 ppm correspondentes aos demais
hidrogénios aromaticos. No espectro de RMN de *C (Figura 2A — Apéndice A),
observou-se a presenca de 10 sinais de carbono, sendo os mais desblindados
relativos aos carbonos das carbonilas (C11 e C2) com deslocamentos de 164 e 162
ppm, respectivamente, bem como sinais em 155 e 152 ppm (C9 e C4),
caracteristicos de carbonos diretamente ligados a elementos eletronegativos e/ou
pertencentes a anéis aromaticos, assim como 0s demais sinais que sao referentes
aos carbonos aromaticos com deslocamento quimico observados entre 136 e 115
ppm, condizentes com valores descritos na literatura. O espectro de massas (Figura
3A — Apéndice A) também confirma a obtencdo do acido, ao apresentar o pico do
ion molecular com razdo massa carga (m/z) de 190, conforme esperado para seu
peso molecular de 190,15 g mol™, e pico base de m/z= 146, correspondente ao

fragmento do ndcleo cumarinico.

3.2 SINTESE E CARACTERIZAGCAO DAS CUMARILAMIDAS

Com a obtencéo e caracterizacdo do &cido 3-carboxicumarinico (1), a sintese
das cumarilamidas foi iniciada por intermédio da reacdo de 1 com excesso de cloreto
de tionila (SOCI,), para formacdo do cloreto do acido (2). Sequencialmente, as
respectivas anilinas foram adicionadas ao 2, utilizando-se acetona como solvente,

para gerar as cumarilamidas correspondentes (3a-j), conforme Esquema 11.
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Esquema 11 — Rota sintética para obtencao das cumarilamidas 3a-j

O O =
X OH a N Cl b N N
— — = H
o e) o” "0 o "0
1 2

3a-j

R R R R R

a H c 3Br e 2-NO, g 4-NO, i 3-Cl

b 2Br d 4Br f 3NO, h 2Cl j 4cCl

Reagentes e condigdes: a) SOCI, (20,0 eq), refluxo, 2h30min; b) Anilina correspondente (1,0 eq, a-j),
acetona, refluxo, 1h.

A obtencao do cloreto (2) foi comprovada por andlise de seu espectro na
regido do infravermelho (Figura 1B — Apéndice B), onde foram observadas bandas
caracteristicas do estiramento da ligacdo C—Cl em 758 e 731 cm™ (lit. 785
540 cm™)>°, bem como o evidente estiramento C=0 em 1770 cm™, que em cloretos
de &cidos conjugados aparecem na faixa de 1780-1760 cm™,> condizente com a
banda encontrada em 1770 cm™. Outra evidéncia importante é a auséncia da banda
larga e intensa de estiramento da ligacdo O-H de &cidos carboxilicos, que
normalmente se apresentam na faixa de 3400-2400 cm™. Além disso, constatou-se
no espectro de massas a presenca do pico do ion molecular (m/z = 207), o que
também corrobora com a obtencgéo do cloreto 2 (Figura 2B — Apéndice B).

Todas as cumarilamidas preparadas foram obtidas com éxito e em bons
rendimentos (75 — 92%, Tabela 1), considerando o rendimento em duas etapas,
tendo suas estruturas confirmadas por espectrometria de massas e RMN de *H
(Figuras 1C-20C — Apéndice C). De um modo geral, os espectros de massas
apresentaram os picos do ion molecular com razdo m/z compativeis com a massa
molar (MM) das substancias, que variaram de 265 a 344 g mol™*, de acordo com o
substituinte presente no anel benzénico. Enquanto que os espectros de RMN de H,
apresentaram sinais caracteristicos da formacéo das amidas desejadas, tais como
simpletos com deslocamento quimico entre 10,84 e 12,56 ppm, referente ao
hidrogénio ligado ao nitrogénio das amidas (NH), bem como um simpleto com
deslocamento entre 9,06 e 9,00 ppm, relativo ao hidrogénio do anel cumarinico (H4).
Devido as caracteristicas eletrénicas dos substituintes do anel aromatico das

amidas, observou-se ainda, na regiao entre 8,75 e 7,01 ppm, a presenca de diversos
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sinais como dupletos, duplo dupletos, tripletos e multipletos, correspondentes aos

hidrogénios aromaticos.

Tabela 1 — Rendimentos em duas etapas obtidos para as cumarilamidas 3a-j

Substancia R Caracteristica Rendimento Ponto de P.F. lit.
Fisica (%) Fusé&o (°C) (°C)
3a H Sélido amarelo 89 266 253-255°
esverdeado
3b 2-Br Sdlido branco gelo 88 236 196-197°'
3c 3-Br Solido amarelo 92 246 Inédito
3d 4-Br Sélido amarelo 83 268 269-271%
3e 2-NO, Sélido amarelo 80 243 226-227°'
3f 3-NO2 Solido branco 82 292 Inédito
39 4-NO2 Soélido branco 79 366 Inédito
3h 2-Cl Sélido branco 92 238 220-221°'
3i 3-Cl Sélido amarelo 84 248 240
esverdeado
3] 4-Cl Solido amarelo 75 260 250

Sendo assim, a titulo de exemplo, ilustrar-se-a como se procedeu a
caracterizacdo espectroscopica do derivado 3c, inédito na literatura, que apresentou
ponto de fus&o igual a 246 °C. No espectro de RMN de *H (Figura 14), identificou-se
o sinal correspondente ao hidrogénio mais desblindado do anel cumarinico (H4),
encontrado com um deslocamento quimico de 9,02 ppm, e entédo fez-se a integracao
do sinal, correspondente a 1,00. Em seguida, fez-se a integracdo dos outros sinais
presentes no espectro, normalizados conforme a integral de H4, encontrando-se
assim a soma total de 10H, distribuidos em 8 sinais. Sabe-se que o sinal com o
maior deslocamento quimico (10,89 ppm) corresponde ao hidrogénio mais
desblindado da estrutura (NH), pois possui integral equivalente a 1H e apresenta-se
na forma de simpleto largo, sugerindo assim que este hidrogénio esta ligado a um
elemento eletronegativo, o nitrogénio. Observou-se ainda no espectro, a presenca
de um tripleto em 8,04 ppm, com integral equivalente a 1H e constante de
acoplamento de 1,9 Hz, sugerindo assim que o sinal corresponde a um hidrogénio
relativamente desblindado, o H14. Na regido de 7,77 — 7,70 ppm encontrou-se um
multipleto com integracéo para 2H referente aos hidrogénios na posicdo meta (-m)
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do anel cumarinico (H5 e H7). Em 7,62 ppm apareceu um duplo duplo dupleto (ddd),
com constantes de acoplamento de 8,0, 1,9 e 1,2 Hz, portanto este H acopla com o
H14 (J = 1,9 Hz). Assim, considerando a proximidade do hidrogénio com o grupo
carbonila, o H18 é o provavel correspondente a este sinal. Na regido de 7,49 a 7,40
ppm, observou-se a presenca de mais um multipleto, com integral de 2H,
correspondente aos hidrogénios mais blindados do anel cumarinico, H6 e H8. Outro
multipleto pdde ser visto em 7,32—7,28 ppm, correspondente ao H16, que esta em
para (-p) em relacdo ao doador de elétrons (N). Por fim, observou-se a presenca de
um dupleto em 7,23 ppm, com integracédo para 1H e constante de acoplamento de
8,0 Hz, corroborando com o acoplamento com o H18, concluindo-se assim que se
trata do H17. Com estas informacgfes, concluiu-se o assinalamento dos sinais
presentes no espectro de RMN de *H do derivado 3c, que se encontra resumido na
Tabela 2.
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Figura 14 — Expans&o do espectro de RMN de *H do composto 3c
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Tabela 2 — Deslocamentos quimicos do RMN de *H (400 MHz), em ppm, obtidos
para a substancia 3c

N° H 6H (nH, m, J em Hz)

NH 10,89 (1H, s)
. 4 9,02 (1H, s)
s , O 1@\16 14 8,04 (1H, t, 1,9)
6 NN NN B Be7? 7,78 — 7,69 (2H, m)
7 NF 0 N0 18 7,62 (1H, ddd, 8,0, 1,9 e 1,2)
8
3¢ 6e8 7,49 — 7,40 (2H, m)
16 7,32 —7,28 (1H, m)
17 7,23 (1H, d, 8,0)

A caracterizacdo por espectrometria de massas foi realizada por meio de
propostas de fragmentacdes, conforme demonstrado na Figura 15, com o intuito de
apresentar os principais possiveis fragmentos da estrutura. Para a molécula 3c,
observou-se um fragmento correspondente ao ion molecular com a m/z de 343, e
intensidade de 1% em relacdo ao pico base, que esta de acordo com o esperado
para a massa molecular da estrutura (344 g mol* — Figura 16). O pico base
corresponde a m/z de 173, que esta de acordo com o esperado para a formacéo do
ion acilio, um fragmento estavel muito comum para compostos carbonilados,
provenientes de fragmentagdes a.>® Sinais como M-28 s&o muito comuns para
cumarinas e heterociclos oxigenados, como m/z = 118 referente a perda do
mondéxido de carbono (CO), que leva a formacdo do benzofurano, bem como um
sinal muito intenso (97%) com m/z = 89 que pode ser atribuido a uma segunda

perda de CO, conforme relatos da literatura.®®®*
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Figura 15 — Possiveis fragmentos gerados no espectro de massas para a estrutura
3c
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Figura 16 — Espectro de massas do composto 3¢
# 133
17

] I 1@6
S 4
10
101 6 N Br

13
14

Iz

50

s
a1 3¢

11:313214
0] ] .l.-|- 3

100 R

3.3 TENTATIVAS DE SINTESE DAS CUMARILTIOUREIAS

Inicialmente, o procedimento experimental adotado para a obtencdo das
cumariltioureias foi baseado na experiéncia e no trabalho publicado por nosso grupo

de pesquisa, que descreveu a sintese de uma grande série de benzoiltioureias.*
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Assim sendo, propds-se a sintese das cumariltioureias a partir da reacdo entre o
cloreto do acido cumarinico (2, 1,0 eq em relacdo ao acido) e o tiocianato de aménio
(NH;SCN — 1,0 eq), utilizando acetona seca como solvente, para formar o
intermediario isotiocianato 4 in situ. Em seguida, uma solugdo da anilina
correspondente (1,0 eq) em acetona seca seria adicionada sobre isotiocianato 4

(one-pot), para formar as cumariltioureias desejadas (5a-j — Esquema 12).

Esquema 12 — Rota sintética proposta para obtencao das cumariltioureias 5a-j

o) O O S
o X0 0" o 0" o
1 2

R R R R R B I
I
a H ¢ 3Br e 2NO, g 4NO, i 3Cl X N)LN X
H H
b 2Br d 4Br f 3NO, h 2Cl j 4Cl 0 0o
5a-j

Reagentes e condigdes: a) SOCI, refluxo, 2h30min; b) NH4SCN, acetona, refluxo, 30 min; c) Anilina
correspondente (a-j), acetona, refluxo, 2h30min.

O mecanismo de reacao proposto para esta sintese se inicia pelos processos
de adicao-eliminacdo nucleofilica da hidroxila presente no acido cumarinico (1), pelo
ion cloreto proveniente do cloreto de tionila. Para tal, primeiramente ocorre o ataque
nucleofilico do oxigénio de 1 ao SOCI,, seguido de eliminagdo de um cloreto e
posterior ataque deste nucledfilo ao carbono mais eletropositivo do é&cido 1
(Esquema 13). Ap6s o ataque do cloreto, ocorre entdo a eliminacdo do didxido de
enxofre (SO;) e do &cido cloridrico, de modo a se obter o cloreto de acila

correspondente (2).



Esquema 13 — Mecanismo proposto para a reacao de obtencéo do cloreto (2)
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Na sequéncia, ocorre entdo a adi¢cdo do ion tiocianato ao cloreto cumarinico
2, seguida de eliminagdo de um anion cloreto, para formar o isotiocianato (4) in situ
correspondente e, como subproduto, tem-se a formacgéo do sal de cloreto de amonio
(NH4CI). Posteriormente, a adicdo da amina correspondente, promove 0 ataque
nucleofilico do grupo amino (NH,) ao isotiocianato e formacdo da cumariltioureia
correspondente, em sua forma carregada, seguida de processos de
desprotonacao/protonacéo do N e do O, com o auxilio da amina, que pode funcionar
como uma base de Lewis (Esquema 14).

O primeiro procedimento realizado para a sintese do derivado 5c esta
demostrado no Esquema 15. Neste procedimento, o cloreto (2) foi adicionado, gota a
gota, sobre a solucdo de NH4SCN, a qual permaneceu sob refluxo por 15 min,
seguida de adic&o one-pot da 3-bromoanilina, que permaneceu sob refluxo por mais

2 horas.



49

Esquema 14 — Mecanismo proposto para a reacao de obtencdo das cumariltioureias
(5a-j)
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Esquema 15 — Rota sintética proposta para obtencdo da cumariltioureia 5¢
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Reagentes e condigdes: a) SOCI, refluxo, 2h30; b) NH,SCN (1,0 eq.), acetona seca, 15 min, refluxo;
c) 3-bromoanilina (1,0 eq), acetona seca, refluxo, 2 h.

Surpreendentemente, ap0s a realizacdo do procedimento experimental e
caracterizacdo do produto obtido por espectrometria de massas e RMN de 'H
(Figura 17), observou-se a duplicacéo de sinais e 0 aparecimento de alguns outros ja
conhecidos, mais precisamente um simpleto largo em 10,88 ppm, referente a NH, e
outro simpleto em 9,02 ppm do H4, além dos sinais referentes a hidrogénios dos

anéis aromaticos no deslocamento quimico de 8,04 a 7,22 ppm. Assim sendo,
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constatou-se a presenca da cumarilamida 3c, como um subproduto, bem como a
formacao da cumariltioureia 5c, devido aos sinais duplicados na regido aromatica do
espectro e também ao aparecimento dos sinais em 12,52 e 11,88 ppm, que estédo
correlacionados com os NH da porcéo tioureia. O H4 da cumariltioureia (sinal mais
intenso em 8,99 ppm), foi integrado como 1,00 e os outros sinais foram normalizados
a ele, evidenciando assim que, possivelmente o produto 5¢c € majoritario nessa
mistura com uma proporc¢éo de 1:0,6 em relacéo ao 3c. E valido ressaltar que essa
proporcao pode ndo corresponder exatamente a realidade, uma vez que ainda havia

parte do sélido insolivel em CDClI3 no tubo durante a aquisicdo do espectro.

Figur

a 17 — Expanséo do espectro de RMN H da mistura 3c e 5c
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A obtencdo desses produtos foi corroborada com o espectro de massas
obtido para a mistura de produtos, como observado na Figura 18 (a e b). A Figura
18a corresponde a cumarilamida 3c, onde se observa a presenca do ion molecular
em m/z = 343, correspondente ao fon molecular do composto (MM = 344 g mol™),

bem como o sinal do pico base, referente ao ion acilio (m/z = 173). A Figura 18b,
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refere-se ao espectro de massas da cumariltioureia 5c¢, pois apesar do pico do ion
molecular do composto ndo ser observado, € possivel caracteriza-lo devido aos
fragmentos referentes ao isotiocianato ligado a por¢cdo bromo benzeno (MM = 213 g
mol™), como o pico base com m/z de 213, bem como a observacdo do is6topo do
bromo (M+2) nas razdes correspondentes a sua presenc¢a (m/z = 197 com M+2 de
199 e m/z = 195 com M+2 de 199). Além disso, observa-se a perda do Br em m/z
134, onde ndo € mais possivel observarmos seu isotopo, e presenca de demais
fragmentos referentes a cumarina, como o fragmento do benzofurano com m/z de

118, como destacado anteriormente no tépico 4.2.

Figura 18 — Espectro de massas evidenciando a obtencdo de a) cumarilamida 3c e
b) cumariltioureia 5¢
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Uma vez que foram obtidas como mistura, tentou-se separar por coluna
cromatografica a cumariltioureia 5¢c e a cumarilamida 3c (Esquema 15).
Primeiramente, foi feita uma coluna alta e fina, com 18 cm de altura e
aproximadamente 2 cm diametro, utilizando como fase movel um gradiente de

hexano e acetato de etila. Contudo, a grande proximidade dos produtos, observada
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pela CCD, com fator de retencdo (Rf) de 0,52 e 0,57 para a cumarilamida e
cumariltioureia, respectivamente, contribuiu para a separagdo de apenas uma
fracdo, referente a cumarilamida, com uma massa de apenas 11 mg, sendo que a
massa inicial da qual partimos foi de 102 mg, de modo que o restante permaneceu
como mistura.

Assim, uma nova tentativa de coluna cromatografica foi feita para o mesmo
produto (Esquema 15), com altura de 21 cm e aproximadamente 2 cm de diametro,
utilizando agora como fase movel diclorometano. Essa coluna foi realizada com o
diferencial de ser empacotada com 1% de trietilamina (EtsN), visando diminuir a
acidez da silica e assim, considerando a maior interacdo da fase mével com a
cumarilamida e da fase estacionaria com a cumariltioureia, esperava-se que
houvesse uma melhor separagdo dos compostos e, consequentemente, a separacao
seria facilitada. Contudo, isso ndo aconteceu, 0s compostos permaneceram com Rfs
muito préximos (0,48 e 0,54) e, portanto, ndo foi possivel isolar os produtos.

Realizou-se assim uma Ultima tentativa de purificacdo por coluna
cromatografica, para a mesma mistura, unindo-se as frac6es das colunas anteriores
realizadas. A coluna em questéo foi feita com 20 cm de altura e 2 cm de diametro,
sendo empacotada com apenas 0,1% de EtsN em diclorometano. Novamente, os
compostos nao foram separados.

Desse modo, com o intuito de se obter apenas as cumariltioureias como
produto dessas reacfes, foram realizadas pequenas modificacées no procedimento
experimental, tais como: tempo de reacdo com o NH SCN; ordem de adicéo
(NH;SCN sobre 2 ou vice-versa); quantidade de equivalentes da amina (4-
bromoanilina) em relacdo ao cloreto; tempo de reagdo com a anilina e controle da
atmosfera, conforme dispostas na Tabela 3. Além disso, nestas novas modificacoes,
foi utilizado a 4-bromoanilina como nucledfilo, com o objetivo de aumentar a

nucleofilicidade da amina.
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Tabela 3 — Modificacdes realizadas para a sintese das cumariltioureias

B

YON
XY~ N
H
OO3d

e/ou
Br
X Cl a XX N/’C b X N)J\N
— — H H
(@] (@] (e} (@] (e} (e}
9 5d
4 e/ou
(e
(@] (e}
6

Reagentes e condi¢des: a) NH,SCN, acetona seca, refluxo; b) 4-bromoanilina, acetona seca, refluxo.

Tempo Ordem Cloreto: Tempo
_ RMN de
com de Amina com Atmosfera N
Entrada R . . H
NH,SCN adicéo (Ne Eq.) anilina
: Cl sobre .
1 4-Br 15 min SCN 1:1 2 horas N, 5d,3d e 6
Cl sobre
2 4-Br 1 hora SCN 1:1 3h30 N, 5d e 3d
Cl sobre
* _ .
3 4-Br 1 hora SCN 1:1 2 horas N, 5d,3d e 6
4 4-Br 30 min SCN 1:0,8 2 horas N, 5d,3d e 6
sobre Cl

*Nesta modificacao foi utilizado o dobro de NH,SCN em relagdo ao acido.

Na entrada 1 da Tabela 3, a modificagdo realizada no procedimento
experimental foi com relagdo a atmosfera inerte. Com o controle da atmosfera
pretendia-se inibir a hidrolise do isotiocianato e assim garantir a formacdo das
cumariltioureias. Pela caracterizacdo do produto obtido para essa entrada, por RMN
de 'H (Figura 1D — Apéndice D), foi observada a formacao de trés produtos, um com
sinais correspondentes a obtencdo da cumariltioureia (5d), outros com relacdo a
formacdo de uma amida secundaria, como as cumarilamidas (3d), ja sintetizadas, e
outro produto que, posteriormente, foi identificado como sendo a amida primaria (6)
do &cido cumarinico.

Na entrada 2 da Tabela 3, o tempo de reacdo do NH;SCN com o cloreto 2 foi

aumentado para 1 hora, visando promover a total formacdo do intermediario



54

isotiocianato, pois ndo se sabe o tempo adequado para a formacdo do 4. Além
disso, aumentou-se o tempo de reagcdo com a anilina (3h30), uma vez que se
desejava verificar se o acréscimo de tempo de reacdo poderia favorecer a formacao
de um ou outro produto (acompanhado por CCD). A caracterizacdo do produto
obtido revelou a obtencdo da mistura de cumariltioureia e cumarilamida, sem
formacdo da amida primaria. Desse modo, de acordo com a observagédo
experimental, o tempo de reacdo com a anilina ndo esta correlacionado com a
obtencédo de maior quantidade de cumariltioureia, talvez, apenas com relacédo a nao
formacg&o da amida priméaria.

Na entrada 3 foi mantido o tempo de 1 hora de reagdo sob refluxo com o
NH4SCN, e apenas 2 horas de reacdo com a anilina correspondente. O diferencial
foi a quantidade de NH;SCN utilizado, o dobro (2,0 eq.) em relagdo ao &acido
cumarinico 1, com o intuito de verificar se 0 aumento da concentracdo do nucledfilo
no meio reacional poderia favorecer a formagéo do intermediario isotiocianato. No
entanto, a caracterizacado espectroscopica confirmou a obtencdo dos 3 produtos ja
mencionados.

Considerando os resultados obtidos, a entrada 4 da Tabela 3 foi responséavel
pelo maior nimero de modificacdes. Dentro destas, o tempo de reagcdo com o
NH4SCN foi de 30 min e fez-se a adicdo do tiocianato sobre o cloreto. Até entéo,
havia-se realizado a adicdo inversa, pois acreditava-se que a reacdo entre o
NH4SCN e o cloreto seria favorecida desta forma, uma vez que o cloreto, um
composto altamente reativo, adicionado gota a gota, ao entrar em contado com um
ambiente contendo excesso de ions tiocianato deveria reagir prontamente e
promover a substituicdo nucleofilica. Pensou-se também na possibilidade de que a
baixa disponibilidade da amina poderia inibir a formagdo da cumarilamida. Assim
sendo, nesta entrada, foi utilizado apenas 0,8 eq. de anilina em relagéo ao cloreto e
mantido o mesmo tempo de reacdo (2 horas). Novamente, pelos resultados de
caracterizagdo obtidos (Figura 7D — Apéndice D), as mudancas realizadas n&o foram
capazes de suprimir a obtencéo das amidas.

Desse modo, na tentativa de purificacdo da amostra e isolamento dos
compostos obtidos, foi realizada uma coluna cromatografica aberta com altura de 10
cm e didmetro de 2,5 cm, para os produtos obtidos na entrada 3 da Tabela 3,
utilizando como fase moével um gradiente de hexano e acetato de etila. Todavia,

partindo de uma massa inicial de 142 mg, apenas a fracao correspondente a amida
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primaria pode ser perfeitamente isolada (m = 24,0 mg), a cumarilamida e a
cumariltioureia correspondes foram obtidas isoladamente com baixissima massa, 4,8
e 5,6 mg, respectivamente.

Os espectros de RMN de 'H das fracdes comprovam a formacdo dos
compostos. A primeira fracdo retirada da coluna cromatogréfica corresponde a
amida secundaria, com sinais caracteristicos em 9,02 ppm (H4) e 10,88 ppm (NH),

ambos simpletos, como observado na Figura 19.

Figura 19 — Expans&o do espectro de RMN de 'H da 12 fraco retirada da coluna
cromatografica aberta, referente a cumarilamida 3d
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A 22 fracdo retirada corresponde a cumariltioureia 5d (Figura 20), onde se
observa a presenca dos sinais caracteristicos da formacdo do produto em 12,49 e
11,88 ppm, como simpletos com integracdo para 1H cada, bem como o simpleto
caracteristico do anel cumarinico em 8,99 ppm, com integral de 1H, condizente com
H4. Além dos sinais caracteristicos, observa-se a presenca dos sinais aromaticos

em 7,81 — 7,76 ppm que condizem com o0s hidrogénios cumarinicos mais
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desblindados (H5 e H7), bem como o multipleto em 7,68 — 7,64 ppm com integral
para 2H, que esta de acordo com H17 e H19. Em 7,55 — 7,52 ppm, é possivel notar
um multipleto, novamente com 2H, que corroboram com H16 e H20, bem como o

multipleto em 7,50 — 7,44 ppm referente aos hidrogénios H6 e H8.

Figura 20 — Expansdo do espectro de RMN de 'H da 22 fragdo retirada da coluna
cromatografica aberta, referente a cumariltioureia 5d
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Na Figura 21, encontra-se 0 espectro obtido para a 32 fracdo da coluna,
correspondente a formacdo de uma amida primaria. No espectro foi observada a
presenca dos sinais ja conhecidos da cumarina, simpleto referente a 1H em 8,93
ppm e os multipletos aromaticos na regiao de 7,71 — 7,37 ppm com integracado para
4H. De acordo com a literatura, a regido de 5,0 — 9,0 ppm € caracteristica de
hidrogénios amidicos, e essa variacdo esta relacionada a diversos fatores como
temperatura, concentracdo da amostra e solvente utilizado.>® Assim sendo, atribuiu-

se o simpleto largo observado em 8,59 ppm ao NH da amida priméaria.
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Figura 21 — Expansdo do espectro de RMN de 'H da 32 fracdo retirada da coluna
cromatografica aberta, referente a amida primaria
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As fracdes também foram analisadas em CG-EM e os fragmentos obtidos
corroboram com os resultados encontrados com RMN de 'H. Na Figura 22, o
espectro de massas da 12 fracdo apresenta o fragmento da cumarilamida com ion

molecular de m/z 343 e pico base como o ion acilio, com m/z de 173.

Figura 22 — Espectro de massas evidenciando a obtencdo de cumarilamida 3d

173 .
® o Br |+
CjD
X A N
CoC H
50 O” "0 (O XN O)
m/z=173 m/z = 343
23
(3] 1m
43
hs) “
. J I l' I L B I '|' L L R I L Y U A L R
100 200 300

A 22 fragdo, referente a cumarilatioureia 5d, apresenta fragmentos em m/z
197 e m/z 169 como esperado para o produto (Figura 23).
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Figura 23 — Espectro de massas evidenciando a obtencdo da cumariltioureia 5d
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O espectro de massas obtido para a 32 fragcdo (Figura 24) possui como ion
molecular e pico base o fragmento m/z 189, que estd de acordo com a massa
molecular da amida primaria 6 (MM = 189 g mol™), além de apresentar outros

fragmentos ja conhecidos como o ion acilio em m/z 173.

Figura 24 — Espectro de massas evidenciando a obtengédo da amida priméria 6
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Com base nessas evidéncias experimentais, propds-se que a formacédo da
amida primaria 6 se deve a presenca de agua no meio reacional, promovendo assim
a degradacao do intermediario isotiocianato, conseguinte eliminacdo do oxissulfeto

de carbono e formacao da amida primaria, conforme Esquema 16.
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Esquema 16 — Mecanismo de degradacdo proposto para a formagdo da amida
primaria
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Considerando a dificuldade de purificacdo dos compostos por coluna
cromatografica, foi proposta a realizacdo de um estudo sistematico na sintese das
cumariltioureias, de modo a definir a melhor condicdo de sintese para favorecer a
formacado exclusiva destes compostos. Para isso, retomando a andlise da Tabela 3,
observamos que a atmosfera inerte, a menor quantidade de anilina utilizada e a
adicéo de cloreto sobre o NH4;SCN néo foram responsaveis por prover melhorias na
obtencdo dos produtos desejados. Assim, avaliou-se agora a proporgao entre o
cloreto e o tiocianato (1:1 ou 1:2), bem como o tempo de reagcdo com tiocianato (30
min ou 4 horas), com o objetivo de garantir a formagédo do isotiocinato. Realizou-se
ainda a retirada ou ndo do sal formado (cloreto de amoénio — NH4Cl), bem como a
substituicdo do NH4SCN por KSCN, conforme demonstrado na Tabela 4. Fez-se
ainda a substituicdo da amina utilizada, ao invés da 4-bromoanilina foi utilizada a 3-
nitroanilina, com o intuito de tornar a amina menos nucleofilica e assim diminuir a

possibilidade de formacéo da cumarilamida.
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Tabela 4 — Estudo sistematico para a sintese das cumariltioureias

: . 100
.Cc~
~ Cl a A N~ b A N~ °N NO,
— LN H H
[OXN ) o” "0 o” "0

2 4 5f
Reagentes e condigdes: a) (NH, ou K)SCN, acetona seca, refluxo; b) 3-nitroanilina, acetona seca, refluxo.
Clg(r:e’;[lo. Tempo com Sal Outras
Entrada R SCN formado mudancas RMN de *H
(Ne Eq.)
1 3-NO, 1:1 30 min 5f e 3f
2 3-NO, 1:1 4 horas 5f,3fe 6
3 3-NO, 1:1 30 min Retirado 5f e 3f
4 3-NO, 1:1 4 horas Retirado 5f e 3f
5 3-NO, 1:2 30 min 5f, 3feb
6 3-NO, 1:2 4 horas 5f,3fe 6
7 3-NO, 1.1 30 min KSCN 5f e 3f
8  3-NO, 1:1 4 horas KSCN 3f e 2 sub-
produtos

As primeiras entradas (1 e 2) da Tabela 4 foram modificadas apenas com
relacdo ao tempo de reagdo com o NH4SCN, sendo a primeira com 30 minutos de
reacao e a segunda com 4 horas. A caracterizacdo dos produtos (Figuras 8D e 9D —
Apéndice D), demonstrou que apenas a modificacdo do tempo de reacdo nao foi
responsavel por melhorias significativas e os produtos obtidos para a entrada 1
corresponde a uma mistura de cumariltioureia 5f e cumarilamida 3f e, para a entrada
2, além de 5f e 3f, observou-se a formacdo da amida priméaria 6.

Assim sendo, nas entradas 3 e 4 o tempo de reagdo com o tiocianato foi
mantido e, como diferencial, foi feita a remoc¢é&o do sal de NH4Cl formado, por meio
de uma filtragdo, em sistema aberto, visando retirar um possivel interferente na
reacdo, uma vez que o NH4Cl é um sal 4cido e poderia assim diminuir ainda mais a
nucleofilicidade da base. Os resultados obtidos comprovam a obtencé&o da mistura
dos compostos 5f e 3f (Figuras 10D e 11D — Apéndice D).

Nas entradas 5 e 6 da Tabela 4, foi entdo utilizado o dobro de tiocianato de
amonio em relacdo ao cloreto (2:1). O intuito desta modificacdo era garantir a
formacao do isotiocianato, reduzindo a possibilidade do cloreto n&o reagir com o
nucleodfilo e assim formar a cumariltioureia. Contudo, a caracterizacao

espectroscopica (Figuras 12D e 13D — Apéndice D) demonstrou a formacao dos trés
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produtos discutidos anteriormente, a cumariltioureia, a cumarilamida e, neste caso, a
amida primaria (5f, 3f e 6, respectivamente).

O préximo estudo realizado foi com relacdo a troca do sal, ao invés de
NH4SCN utilizou-se o KSCN (entradas 7 e 8 da Tabela 4). Como o solvente utilizado
foi acetona, um solvente com baixa constante dielétrica (€ = 21,0)°? a troca do sal de
amonio pelo sal de potassio poderia favorecer a separagdo das cargas. Tal
explicacdo pode ser embasada na Teoria de &cidos e bases de Pearson,®® uma vez
que o fon K* é mais duro do que o NH4*, enquanto que o anion SCN™ pode ser
considerado uma espécie mole, logo, no sal de potéssio existe uma interac¢ao do tipo
duro-mole mais forte do que no sal de amonio, sendo assim, as cargas no sal de
potassio tenderiam a ser mais facilmente solvatadas pela acetona do que no sal de
amoénio. Por essa razdo, a maior disponibilidade do ion SCN™ aumenta a
nucleofilicidade do mesmo, o que poderia favorecer a formacao do isotiocianato e,
portanto, da cumariltioureia. Entretanto, o resultado obtido para a entrada 7 foi o
mesmo obtido anteriormente, formacdo de uma mistura da cumariltioureia e da
cumarilamida. Todavia, a caracterizacdo gerada para a entrada 8, quando foi
utilizado um tempo de reacdo de 4 horas com o tiocianato, demonstrou a formacao
apenas da cumarilamida 3f e mais 2 subprodutos que nédo puderam ser identificados
(Figura 15D — Apéndice D).

Todos os produtos obtidos foram caracterizados por RMN de 'H e os
resultados obtidos corroboram com os espectros de CG-EM. Ressalta-se ainda que
0s espectros obtidos das misturas, cumarilamida e cumariltioureia nas entradas 1, 3
e 4 foram os que indicaram a igual formacdo da cumariltioureia em relacdo a
cumarilamida (proporcao de aproximadamente 1:1) (Figura 25), enquanto que na
entrada 7 estimou-se que a formacéo de 5f em relagcéo a 3f foi de apenas 0,4:1, e

nas outras entradas (2, 5 e 6) a formac&o da amida priméaria foi majoritaria.
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Figura 25 — Expanséo do espectro de RMN de *H do produto obtido na entrada 3 da
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O insucesso na sintese de apenas as cumariltioureias gerou a necessidade
de se realizar algumas tentativas de isolar o intermediario isotiocianato (4 —
Esquema 17). A sintese ocorreu como ja descrito anteriormente, por meio da
cloragédo do acido cumarinico utilizando excesso de SOCI; (20,0 eq.), sob refluxo e
agitacdo, por 2 horas e 30 minutos. O cloreto foi entdo concentrado em
rotaevaporador e dissolvido em acetona seca; em seguida adicionou-se o0 NH;SCN
(2,0 eq.) e deixou-se reagir por 1 ou 2 horas, sob refluxo e agitagdo, acompanhando
0 processo por CCD. Na sequéncia, a solucéo foi filtrada, de modo a retirar o sal de

cloreto de aménio formado, e entédo propds-se algumas formas de isolar e purificar o
isotiocianato.
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Esquema 17 — Rota sintética utilizada para formar o isotiocianato (4)
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Reagentes e condi¢des: a) SOCI, (20,0 eq.), refluxo, 2h30min; b) NH,SCN, acetona seca, refluxo, 1 ou 2 horas.

As tentativas consistiram em concentrar o0 isotiocianato em rotaevaporador,
retirar o excesso de NH;SCN por meio de extragcdo com agua (3 x 10 mL) e, entao,
realizar lavagens com etanol e éter etilico gelados ou purificagcdo por pequenas
colunas abertas. Infelizmente, nenhuma tentativa pode isolar o composto com
sucesso. A instabilidade do intermediario 4 é tanta que, no momento em que a
acetona é retirada no rotaevaporador, ocorre a degradac¢éo do produto.

Considerando assim a grande dificuldade que seria isolar o isotiocianato, as
modificacdes realizadas até o momento e o fato de nenhuma proposta ter promovido
uma rota sintética adequada, buscou-se na literatura novas possibilidades de
modificacdes. Nesta busca, foi encontrado um artigo que descreve brevemente a
obtencdo de amidas como subprodutos, ao realizar a sintese de analogos de indois

contendo o grupo tioureia. Segundo Kutschy et al.,®*

ocorre uma decomposicao
parcial do isotiocianato ao A&cido tiocianico e consequente formag¢do de um
intermediario ceteno, de modo que as amidas seriam formadas a partir desse
intermediario. Os mesmos autores descrevem que a obtencdo dos compostos
desejados s6 foi alcancada apos a utilizacdo de excesso de amina, que seria
responsavel por disponibilizar os ions tiocianato do acido tiocianico e assim produzir
o0 isotiocianato desejado.

De acordo com o que foi descrito por Kutschy et al.,®

0 mesmo poderia ser
aplicado aos nossos compostos. O Esquema 18 demonstra as possibilidades do que
poderia estar acontecendo nas rotas A e B e a possivel solucéo (rota C). Na rota A,
o ataque da amina ocorre na forma isotiocianato do composto, formando a
cumariltioureia, enquanto que a rota B exemplifica, de modo geral, a degradacgéo do
isotiocianato resultando na formacdo do intermediario ceteno e, considerando a
acidez do meio, a formacdo do acido tiocianico. Um ataque nucleofilico a este
intermediario levaria, portanto, a formacdo da amida secundaria (cumarilamida). A
possivel solugdo seria entdo, conforme a rota C apresentada, a utlizacdo de

excesso de amina, que serviria como uma base e disponibilizaria os ions tiocianato



64

para formar o derivado isotiocianato e como na sequéncia prevista as

cumariltioureias desejadas.

Esquema 18 — Representacdo de uma proposta de formacdo da mistura de
produtos (rotas A e B), e de como 0 excesso de amina poderia auxiliar nesse
processo (rota C)
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Assim sendo, novas sinteses foram realizadas, agora com excesso da amina,
conforme as entradas 1 — 5 da Tabela 5. Além disso, pensando na possivel
degradacéao do isotiocianato, o tempo de reacéo para a formacao do intermediario foi

mantido em 15 minutos.

Tabela 5 — Novas modificacdes nas tentativas de sintese das cumariltioureias

: 2 ot 2 1 Q.
X Cl a X N b X N” "N NO,
— — H H
o~ o 0" o 0" o

5f

Reagentes e condigbes: a) NH4;SCN, acetona seca, refluxo; b) 3-nitroanilina, acetona seca, refluxo.

Cloreto: SCN Tempo com  Cloreto: Amina
Entrada R (Ne Eq.) SCN (N2 Eq.) RMN de *H
1 3-NO, 1:1 15 min 1:2 5f e 3f
2 3-NO, 11 15 min 1:3 5f e 3f
3 3-NO; 1:2 15 min 1:2 5f e 3f
4 3-NO, 1:2 15 min 1:3 5f e 3f
5 3-NO, 1:2 15 min 1:4 5f,3fel

Primeiramente, na entrada 1, foi utilizado um excesso de 1,0 eq. da 3-
nitroanilina, em relacdo ao cloreto. Como este pequeno excesso ndo proveu
melhorias na sintese do composto, uma segunda tentativa foi realizada, utilizando
3,0 equivalentes da anilina em relacdo ao cloreto, conforme entrada 2 da Tabela 5.
Os produtos obtidos correspondem a cumariltioureia e a cumarilamida (Figuras 16D
e 17D — Apéndice D).

Assim sendo, uma nova entrada foi proposta, agora utilizando, além de 2,0
eg. da anilina, excesso de NH;SCN (2,0 eq) (entrada 3). Como o resultado néo foi
diferente dos obtidos anteriormente, mais duas sinteses foram realizadas, a primeira,
conforme a entrada 4 demonstra, foi utilizado 3,0 eq de 3-nitroanilina, além de 2,0 eq
de anilina, enquanto que na entrada 5 utilizou-se 4,0 eq. da anilina. Nesta ultima
entrada, além da obtencédo da cumariltioureia 5f e da cumarilamida 3f, observou-se a
presenca de sinais que condizem com impurezas e até mesmo presenca do acido
cumarinico (1) (Figura 20D — Apéndice D).

Destas propostas, a entrada 4 foi a responsavel pelo melhor resultado, de
acordo com a caracterizacdo do RMN de 'H, esta apresentou a melhor proporcéo de

cumariltioureia em relacdo a cumarilamida (2:1) (Figura 26). Contudo, faz-se
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novamente uma ressalva com relacdo a solubilidade dos compostos, pois estes séo

pouco sollveis e esta proporcdo pode ndo corresponder a realidade.

Figura 26 — Expanséo do espectro de RMN de *H do produto obtido na entrada 4 da
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Ainda objetivando novas modificacées, Kurt et al.®® sintetizou 20 derivados
cumarinicos contendo o nucleo da tioureia, utilizando uma metodologia similar a aqui
proposta. Desse modo, duas novas tentativas de sintese das cumariltioureias foram
propostas, ambas conforme metodologia proposta por Kurt et al. ®° (Esquema 19).

Nestas novas sinteses utilizou-se a 4-cloroanilina como amina, temendo que
a 3-nitroanilina, por ser a menos nucleofilica das aminas planejadas, talvez fosse a

responsavel pelos resultados insatisfatorios.
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Esquema 19 — Rota sintética conforme Kurt et al.

5j
Reagentes e condicdes: a) SOCI, (5,0 eq), refluxo (80 °C), 4 horas; b) KSCN (1,2 eq.), acetonitrila
seca, refluxo, 30 min; c) 4-cloroanilina, acetonitrila seca, refluxo, 4 horas.

A formacéo do cloreto (2) iniciou-se pela reacdo de 1 com o SOCI, (5,0 eq.)
sob refluxo e agitacdo por 4 horas. Na sequéncia, o cloreto foi concentrado em
rotaevaporador, lavado com éter etilico gelado e filtrado. O cloreto devidamente
isolado e caracterizado por infravermelho (Figura 21D — Apéndice D), foi dissolvido
em 5 mL de acetonitrila seca e sobre ele adicionou-se o0 KSCN (1,2 eq.), dissolvido
em mais 5 mL de acetonitrila. A reacdo permaneceu sob refluxo e agitacdo por 30
min, quando se adicionou uma solucdo de 4-cloroanilina dissolvida em 5 mL de
acetonitrila. A reacdo permaneceu sob refluxo e agitacdo por mais 4 horas, quando
se fez o isolamento do produto por meio de concentragdo em rotaevaporador,
seguida de extracdo com diclorometano e 4gua destilada (3 x10 mL).

A diferenca na sintese destas novas tentativas se d& no fato de que, na
altima, o KSCN utilizado foi tratado por recristalizacdo no dia anterior com metanol
grau HPLC e deixado na estufa a 150 °C por 24 horas.®® O tratamento do KSCN
aliado a utilizacdo de uma amina mais nucleofilica, proporcionou um bom resultado,
com uma proporcéo de 2:1 de cumariltioureia em relagdo a cumarilamida, conforme

demonstrado pela Figura 27.
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Figura 27 — Expansdo do espectro de RMN de *H do produto obtido conforme
metodologia descrita por Kurt et al.
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Considerando assim a maior quantidade aparente de cumariltioureia, uma
nova tentativa de purificacdo por coluna cromatogréfica foi realizada para esta ultima
sintese. Com altura de 30 cm e diametro de aproximadamente 1,2 cm, utilizou-se
como fase movel um gradiente inicial de hexano, acetato de etila e diclorometano
(7:2:1) até a retirada da primeira fracdo correspondente a cumarilamida, aumentando
assim, na sequéncia, a polaridade da fase mével até a retirada da segunda fragéo,
referente a cumariltioureia (5j).

O produto foi purificado com éxito e bom rendimento (75%) e entao
caracterizado por RMN de 'H e **C, conforme Figura 28 e Figura 29,
respectivamente, onde se observa 0s sinais de H correspondentes a obtencao do
produto, como um simpleto em 8,99 ppm referente ao H4, bem como os simpletos
largos em 12,42 e 11,82 ppm condizentes com os deslocamentos dos NH da funcao
tioureia. No RMN de **C, foi observado a presenca de 15 sinais, que correspondem
aos 17 carbonos presentes na estrutura, sendo que o sinal mais desblindado (178

ppm) corresponde ao carbono na funcgéo tioureia C13, seguido de um sinal em 161
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ppm que corresponde ao carbono ligado aos oxigénios da lactona (C2) e outro sinal
em 160 ppm que condiz com o carbono da fungdo amida (C11l). Os sinais
observados em 155 e 151 ppm correspondem aos outros carbonos mais
desblindados da cumarina, como visto na caracterizacdo do acido cumarinico
(Figura 2S — Apéndice A), nomeadamente C9 e C4. Em seguida, no deslocamento
de 136 ppm tem-se um sinal correspondente ao C15, um carbono ligado a um
elemento eletronegativo, o N. Em 135 ppm tem-se um outro sinal referente ao anel
da cumarina, o C7, e entdo, em 132 ppm, o sinal correspondente ao carbono ligado
ao atomo de cloro (C18). C5 encontra-se no deslocamento de 130 ppm e em 129
ppm tem-se os carbonos C17 e C19, seguido do sinal referente a C8 em 125,9 ppm
e proximo a ele, outro sinal em 125,2 ppm referente aos carbonos C16 e C20. Por
fim, tem-se os trés sinais correspondente aos carbonos da cumarina, C3, C10 e C6,

com deslocamentos de 118, 117 e 116 ppm.

Figura 28 — Expansédo do espectro de RMN de 'H da cumariltioureia 5j obtida por
purificacdo em coluna cromatografica
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Figura 29 — Expanséo do espectro de RMN de *3C da cumariltioureia 5j obtida por
purificacdo em coluna cromatografica
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O sucesso na purificacdo da cumariltioureia 5j nos levou a repetir este
processo para as outras misturas obtidas, na tentativa de isolar as cumariltioureias
5c¢ (3-Br), obtida conforme metodologia ilustrada no Esquema 15, e 5f (3-NO,),
resultante da metodologia citada na entrada 3 da Tabela 4, no entanto, nao foi

possivel isola-las de maneira eficiente.
3.4 ENSAIOS IN VITRO PARA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os antibidticos devem ser capazes de permear a parede celular das bactérias
e assim interferir na sintese de peptideoglicano, ou entdo gerar lesdes na membrana
citoplasmatica ou ainda, interferir na sintese do acido nucleico, proteinas, ou
metabolitos essénciais, que sdo substancias necesséarias para sobrevivéncia e
replicacdo das bactérias.® Assim sendo, é necessario avaliar as substancias-
prototipo com relacdo a sua acdo nos diferentes tipos de células bacterianas, tanto
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas. Uma vez que as bactérias Gram-
negativas possuem uma camada de lipopolissacarideo, as moléculas devem ser

mais lipossélaveis, para assim serem capazes de permear tanto a membrana



71

externa quanto a camada de peptideoglicano, que por sua vez constitui a parede
celular das bactérias Gram-positivas.

Desse modo, o acido 3-carboxicumarinico (1) e as cumarilamidas 3a, 3d, 3g e
3j foram avaliadas quanto a sua atividade antibacteriana frente as cepas Gram-
positivas de Staphylococcus aureus (ATCC25923) e Staphylococcus epidermidis
(ATCC12228) e Gram-negativas de Escherichia coli (ATCC25922) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC27853), que estdo envolvidas em diversos casos clinicos de
infeccao, principalmente hospitalar.®’

A atividade destes compostos foi determinada por meio de ensaios de
microdiluicdo, e avaliada por meio da concentragdo inibitéria minima (CIM), em ug
mL™, que é definida como a menor concentracdo da substancia capaz de impedir a
turbidez do meio e assim inibir o crescimento celular. Os resultados obtidos para os

compostos testados estédo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6 — Atividades in vitro das cumarilamidas 3a, 3d, 3g e 3]

1 3a-j
Substancia Substituinte CIM (ug mL™
(R) S. aureus S. epidermidis E. coli P. aeruginosa
1 - 1000 1000 1000 >1000
3a H >500 >500 >500 >500
3d Br >500 >500 >500 >500
39 NO, >500 >500 >500 >500
3j Cl >500 >500 >500 >500

O acido carboxicumarinico (1) foi capaz de inibir as cepas bacterianas com
concentracdo de 1000 pg mL™*, com excecdo da bactéria P. aeruginosa, que
apresentou valor superior a concentracdo maxima utilizada para este teste (>1000
ng mL™). Quanto as cumarilamidas, estas apresentaram valor de CIM acima de 500
ug mL*, indicando que as amostras ndo possuem atividade antibacteriana
apreciavel frente as cepas testadas. Ainda assim, as demais cumarilamidas serao

avaliadas frente a essas cepas com 0 objetivo de verificar a existéncia de uma
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possivel relacdo entre a posi¢cado do substituinte no anel aromético com a atividade
antibacteriana.

Entretanto, verificou-se que os compostos testados foram de dificil dissolugcao
no meio utilizado, o que pode influenciar significativamente na determinacdo da

atividade antibacteriana das substancias, como destacado por Silva et al.,®®

que
conseguiu determinar a atividade antimicrobiana da cumarina apés a utilizacdo de
uma solucdo etandlica 30% (ao invés de DMSO, utlizado por nossos
colaboradores), para solubilizacdo dessa substdncia no meio utilizado para a
realizagdo do teste antimicrobiano. Isso permitiu determinar a excelente atividade
antibacteriana da cumarina frente a bactéria S. epidermidis, que apresentou CIM

abaixo de 2 ug mL™.

3.5 ENSAIOS IN VITRO PARA ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA E ANALISE IN SILICO DAS

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS SINTETIZADAS

O acido cumarinico (1) e as cumarilamidas 3a-j também foram avaliados
frente ao M. tuberculosis ATCC 27294, utilizando o método MABA (do inglés,
Microplate Alamar Blue Assay)®®. Esta metodologia avalia o crescimento celular por
meio de um indicador, o Alamar Blue®, um sal de resazurina que possui propriedade
redox. Este sal é disponibilizado em sua forma oxidada, azul, com baixa
fluorescéncia que, ao ser reduzido por uma célula viavel (com metabolismo celular)
muda sua cor para rosa (Figura 30), permitindo assim analises quantitativas por
meio de leituras colorimétricas e/ou fluorométricas.”® Assim, se ha crescimento
celular, o meio de presente no pogo apresenta coloragdo rosada, enquanto que a
inibicdo deste crescimento celular tem por consequéncia a ndo redugédo da molécula,

portanto, o meio se torna azulado.
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Figura 30 — Esquema ilustrativo do método de Alamar Blue
o) . [~

o
N
Le
" Celuaviavel 07 o o

|
Na®

N
% o) o 7 I
Na® Resazurina Resorufina
Azul e baixa Rosa e alta
fluorescéncia fluorescéncia (590 nm)

NADH/H* NAD*/H,O

Fonte: Adaptado de <http://www.abpbio.com/product/cell-viability-assay-based-on-metabolic-activity/>

Ap6s o periodo de incubacdo necessario, a CIM (em pg mL™) é determinada
e definida como a menor concentracédo do farmaco capaz de impedir a mudanca de
cor e assim inibir o crescimento celular. Os resultados obtidos para os compostos

testados (1 e 3a-g) estdo dispostos na Tabela 7.

Tabela 7 — Atividades in vitro dos derivados cumarinicos (1 e 3a-g) frente a cepa
H37Rv de M. tuberculosis (ATCC 27294), susceptivel tanto a rifampicina como a

isoniazida
o) =
AN N N
(o) o) (@) (@)
1

3a+j

Substancia Substituinte (R) CIM (ug mL™)

1 - >100
3a H >100°%
3b 2-Br >100°
3c 3-Br >100°
3d 4-Br >100°
3e 2-NO, >100%
3f 3-NO;, >100%
3g 4-NO, >100°2
3h 2-Cl >100%
3i 3-Cl >100°
3 4-Cl >1002

®Estas substancias apresentaram precipitado apds diluidas em meio de cultura bacteriano
(7H9+OADC).
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A partir dos resultados da Tabela 7, observa-se que apenas o acido 1 pode
ser devidamente avaliado frente ao M. tuberculosis, enquanto as amidas 3a-
precipitaram no meio de cultura durante a execucdo dos testes. Isso pode ser
explicado com base nas caracteristicas aquosas apresentadas pelo meio utilizado
(7H9) durante os ensaios, 0 que indica que as amidas apresentam baixa
hidrossolubilidade. Assim sendo, ndo é possivel aferir que os compostos séo inativos
frente a micobactéria, pois ndo ha como garantir a concentracdo das substancias
presentes no meio.

A hidrossolubilidade das substancias pode ser avaliada por meio do célculo
do coeficiente de particdo (clogP), cujo valor obtido € diretamente proporcional a
lipofilicidade da substancia. Sabendo-se da baixa solubilidade das substancias 3a-j
em agua, objetivou-se entdo avaliar, por meio do calculo de clogP, se as

cumariltioureias (5a-j) poderiam ser mais sollveis no meio de cultura (Tabela 8).

Tabela 8 — Coeficiente de participagéo para as cumarilamidas e cumariltioureias

O = :—R O i = :—R
O O o (@]

3a-j 5a-j
R Cumarilamida cLogP®  Cumariltioureia  cLogP”
H 3a 2,83 5a 2,39
2-Br 3b 3,59 5b 3,15
3-Br 3c 3,62 5¢ 3,17
4-Br 3d 3,64 5d 3,20
2-NO, 3e 2,74 5e 2,30
3-NO, 3f 2,77 5f 2,32
4-NO, 39 279 59 235
2-Cl 3h 3,46 5h 3,02
3-Cl 3i 3,49 5i 3,04
4-Cl 3] 3,51 5i 3,06

bcIogP calculado em: <http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties>""

Sabendo-se que quanto menor o valor de clogP (quanto mais negativo), mais
hidrossolivel é a substancia, podemos afirmar que, possivelmente, as

cumariltioureias  apresentariam  maior  hidrossolubilidade comparadas as



75

cumarilamidas. Todavia, véarios fatores estdo envolvidos na solubilidade de uma
substancia, fatores estes que vao desde presenca de atomos capazes de atuarem
como aceptores ou doadores de ligacoes de hidrogénio, até a energia necessaria
para romper a rede cristalina de um sélido para torna-lo soltvel.”

Assim sendo, outros parametros fisico-quimicos também foram calculados
pela plataforma Molinspiration®’*. Nesta plataforma s&o realizados diversos célculos
gue auxiliam no processo de andlise de permeabilidade pelas membranas de novas
substancias, tais como a area de superficie polar topoldgica (TPSA), a quantidade
de grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (DLH), quantidade de grupos
aceptores de ligacao de hidrogénio (ALH) e nimero de ligacdes rotacionaveis (NLR),
além de o numero de violacdes a Regra de Lipinski (Tabela 9).

A Regra de Lipinski, ou a regra dos 5 como também é conhecida, estima a
solubilidade e a permeabilidade de um composto, quando administrado por via oral,
de acordo com sua estrutura quimica, ao descrever as caracteristicas comuns de ma
absorcao ou permeacado de uma substancia. De acordo com essas “regras”, se um
composto possuir uma massa molar (MM) acima de 500 g mol™, log P acima de 5,
mais de 10 aceptores de hidrogénio (N+O) e mais de 5 grupos doadores de
hidrogénio (NH+OH), possivelmente a substancia ira apresentar perfil
farmacocinético inadequado.’? Extensdes as regras de Lipinski foram desenvolvidas
e a mais significativa é a extensdo de Veber, que sugere que uma molécula tera
melhor biodisponibilidade oral se apresentar uma area superficial topolégica (TPSA)
nao superior a 140 A e menos de 10 ligagdes rotacionaveis (NLR)."

Analisando as propriedades fisico-quimicas calculadas (Tabela 9), observou-
se que a massa molecular dos compostos, como citado nas discussfes anteriores,
estad de acordo com as regras de Lipinski, abaixo de 500 g mol*, uma vez que
variam de 299,71 — 403,26 g mol™.

Quanto a quantidade de grupos doadores e aceptores de elétrons (N e O),
como esperado, as cumariltioureias apresentam 2 atomos a mais em relacdo as
cumarilamidas, o que contribui ainda mais para a hidrossolubilidade das substancias.
Além disso, as cumariltioureias possuem maior numero de ligacdes rotacionaveis,

que pode contribuir para a biodisponibilidade das substancias.
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Tabela 9 — Propriedades fisico-quimicas para as cumarilamidas e cumariltioureias

O = O S =
e 5 O
X N N N N X
H H H
@) O (@] @]

Cumarilamida Cumarilltioureia

R Substancia MM (g mol*) TPSA ALH DLH NLR
H Cumarilamida 265,27 59,31 4 1 2
Cumariltioureia 324,36 71,34 5
Br  Cumarilamida 344,16 59,31 4
Cumarriltioureia 403,26 71,34 5
NO, Cumarilamida 310,26 105,23 7
8
4
5

Cumarriltioureia 369,36 117,16
Cl Cumarilamida 299,71 59,31
Cumarriltioureia 358,81 71,34

N RPN PN DN
AN OO WA~ NS

O TPSA esté relacionado a uma previsdo de transporte da substancia e, em
geral, se correlaciona muito bem com a absorcao intestinal humana. Assim sendo, é
possivel inferir que os compostos apresentariam uma boa absorcdo, com valores de
59,31 e 105,15 para as cumarilamidas e 71,34 e 117,16 para as cumariltioureias.

Portanto, considerando os valores previstos de clogP (Tabela 8) e os
apresentados na Tabela 9, as substancias ndo violam nenhuma das regras de
Lipinski e Veber, e acredita-se que as cumariltioureias sejam substancias mais

soluveis em meio aquoso.
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4 METODOLOGIA

4.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os solventes e reagentes, para fins sintéticos, foram tratados, destilados e
secos, conforme necessidades requeridas nas metodologias adotadas e de acordo
com os processos descritos por Armarego e Chai.®® O processo de monitoramento
das reacdes foi realizado através da cromatografia em camada delgada (CCD), em
cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 F-254 com espessura de 0,25 mm com
indicador para UV (254 nm), marca Merck. Os eluentes foram preparados volume a
volume (v/v) e a revelacdo das substancias em CCD foi realizada em lampada de UV
(254-366 nm) ou em solucdo etandlica de ninhidrina a 2% (p/V) ou em vanilina

sulfarica.

4.2 METODOS DE CARACTERIZACAO

Os pontos de fusdo (P.F.) dos compostos foram determinados em aparelho
digital da Microquimica Ltda. mod. MQAPF-302.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos no Laboratério de
Quimica Prebidtica (LQP) da Universidade Estadual de Londrina (UEL) no
espectrofotometro de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), marca
Bruker, modelo Vertex 70, com acessorio de refletancia Platinum ATR. Os espectros
foram analisados na regido de 4000 a 400 cm™ e processados no programa
OriginPro 8.0.

Os espectros de massas foram obtidos no cromatografo a gas acoplado ao
espectrometro de massas (CG-EM) Shimadzu modelo GCMS-QP5000, 99604 do
Laboratério de Propriedade e Sintese de Substancias Organicas (LAPSSO) da UEL.

Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro Bruker modelo
Avance lII, operando a 400 MHz para *H e 100 MHz para **C, equipado com sondas
multinucleares de 5 mm. Este espectro foi registrado utilizando CDCl; como solvente
e tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno. O software utilizado para o
processamento dos espectros de RMN foi o MestReNova (Versdo 6.0). Para
calibracdo do espectro de RMN de 'H foram adotados os valores de 0,00 ppm para
TMS e 7,26 ppm para CDCls. As areas dos sinais foram obtidas por integracdo
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eletrOnica, e suas multiplicidades foram descritas da seguinte forma: simpleto (s),
dupleto (d), tripleto (t), quarteto (qg), duplo dupleto (dd), duplo duplo-dupleto (ddd) e
multipleto (m). As constantes de acoplamento (J) foram relatadas em Hz.

4.3 SINTESE DO ACIDO 3-CARBOXICUMARINICO

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, preparou-se uma solucédo do 2-
hidroxibenzaldeido (0,85 g; 7,00 mmol) em 25 mL de &gua destilada, a qual foi
adicionada o &cido de Meldrum (1,01 g; 7,01 mmol). A mistura reacional permaneceu
sob agitacdo e aquecimento a 75 °C durante 4 horas, quando se evidenciou o
término da reacédo por CCD (eluente: acetato de etila: hexano (1:1)). Na sequéncia, a
mistura reacional foi arrefecida a temperatura ambiente, e entdo, o precipitado obtido

foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada gelada (3 x 5 mL).

Acido 3-carboxicumarinico (1): Sélido branco; 92%; P.F. 191 °C; Lit: 191-192 °C.>°

. EM (m/z): 190 (35%), 146 (100%). RMN de 'H [CDCIs, 400

A @g\f%*' MHz] &: 12,21 (1H, s, OH); 8,95 (1H, s, H4); 7,82-7,76 (2H, m,

] o 230 H5 e H7); 7,52-7,47 (2H, m, H6 e H8); Lit.: RMN de 'H [CDCls,

5 400 MHz] &: 8,97 (1H, s, H4), 7,83-7,78 (2H, m, Ar-H), 7,50 (2H,

t, J = 8,4 e 7,6 Hz, Ar-H). RMN de **C [CDCl;, 100 MHz] &:

164,21 (C11); 162,55 (C2); 154,71 (C9); 151,64 (C4); 135,91 (C7); 130,64 (C5);
126,40 (C8); 118,60 (C10); 117,34 (C3); 115,02 (C6).

4.4 SINTESE DA CUMARILAMIDAS 3a-

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de
refluxo, suspendeu-se 0,15 g do acido 1 (0,792 mmol) em 1,20 mL de cloreto de
tionila (20 eq.). A mistura reacional permaneceu sob refluxo e agitacédo por 2 horas e
30 minutos, conforme descrito por Saeed et al.”* Entdo, o excesso de SOCI, foi
retirado com o auxilio do rotaevaporador e, ao cloreto formado, foi adicionada uma
solucéo da anilina correspondente (0,792 mmols, 1,0 eq) em 10 mL de acetona. A
reacdo permaneceu sob refluxo e agitagcdo por 1 hora, quando se evidenciou o
término da reacdo por CCD (eluente: CH,Cl,, revelador: ninhidrina). Posteriormente,

a solucéao foi vertida em um béquer contendo gelo picado e o precipitado obtido foi
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entdo filtrado a vacuo e lavado com agua destilada e éter etilico gelados (ambos 3 x
5 mL). Assim, obteve-se as substancias 3a-j com rendimentos entre 75-92%.

N-fenil-3-carboxiamida-cumarina (3a): Solido amarelo esverdeado; 89%; P.F. 266
°C; Lit: 253,5-255 °C.>° EM (m/z): 265 (9%), 173 (100%).
5 1 7 y RMN de *H [CDCl3, 400 MHZz] &: 10,84 (1H, s, NH); 9,03
; ° 0 4\ A N/1©15 (1H, s, H4); 7,77 — 7,68 (4H, m, H5, H7, H15 e H17), 7,47
] o 230 H — 7,37 (4H, m, H6, H8, H14 e H18); 7,19 — 7,15 (1H, m, J
8 3a = 8,5, 1,0 Hz, H16). Lit.: RMN de 'H [CDCIs] &: 10,88
(1H, s, NH); 9,05 (1H, s, =C-H), 7,85 — 6,75 (9H, m, Ar-

H).56

N-(2-bromofenil)-3-carboxiamida-cumarina (3b): Solido branco gelo; 88%; P.F.
17 236 °C; Lit: 196-197 °C.°" EM (m/z): 264 (21%), 173

5 O PN (5706), 89 (100%). RMN de 'H [CDCls, 400 MHz] &:

° N I 11,23 (1H, s, NH): 9,02 (1H, s, H4): 8,52 (1H, dd, J =
T e0T0 8,3, 1,5 Hz, H15); 7,77 — 7,68 (2H, m, H5 e H7), 7,61
3b (1H, dd, J = 8,0, 1,4 Hz, H18), 7,48 — 7,33 (3H, m, H6,

H8 e H17); 7,06 — 7,01 (1H, m, H16). Lit.. RMN de 'H [CDCls;, 250 MHz] &: 11,21
(1H, s, NH); 9,01 (1H, s, H-4); 8,51 (1H, d, J = 8,0, H-6’); 7,76-7,60 (3H, m, H-5, H-7,
H-3'); 7,47-7,33 (3H, m, H-6, H-8, H-5"); 7,04 (1H, t, J = 7,6, H-4’).>’

N-(3-bromofenil)-3-carboxiamida-cumarina (3c): Solido amarelo; 92%; P.F. 246
17 °C. EM (m/z): 343 (1%), 173 (100%), 89 (97%). RMN
5 Q 1@6 de 'H [CDCls, 400 MHz] &: 10,89 (1H, s, NH); 9,02
i Mﬁ 3. BT (1H, s, H4); 8,04 (1H, t, J = 1,9 Hz, H14); 7,78 — 7,69
" 7900 (2H, m, H5 e H7), 7,62 (1H, ddd, J = 8,0, 1,9, 1,2 Hz,
3¢ H18), 7,49 — 7,40 (2H, m, H6 e H8); 7,32 — 7,28 (1H,

m, H16); 7,23 (1H, d, J = 8,0 Hz, H17).

N-(4-bromofenil)-3-carboxiamida-cumarina (3d): Soélido amarelo; 83%; P.F. 268
°C; Lit: 269 — 271 °C.>® EM (m/z): 343 (1%), 173 (96%), 89 (100%). RMN de *H
[CDCl3, 400 MHZz] &: 10,88 (1H, s, NH); 9,02 (1H, s, H4); 7,77 — 7,69 (2H, m, H5 e
H7), 7,68-7,63 (1H, m, H15 e H17), 7,52 — 7,48 (2H, m, H14 e H18); 7,48 — 7,40 (2H,
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7 g m, H6 e H8); Lit.. RMN de 'H [DMSO, 400 MHz] &:

o) 18
6 5 4\ /@; 10,67 (1H, s, NH); 8,88 (1H, s, H4), 7,98 (1H, dd, J = 8,0,
11°N
SRR 1,5 Hz); 7,76 (1H, m); 7,69 (2H, d, 3 =7,0), 7,56 (2H, d,

! 9°07270
8 ’ J=7,0 Hz); 7,53 (1H, m); 7,45 (1H, J = 7,0 Hz).>®

3d

N-(2-nitrofenil)-3-carboxiamida-cumarina (3e): Solido amarelo; 80%; P.F. 243 °C.
17 Lit: 226-227 °C. °>" EM (m/z): 264 (11%), 173 (93%), 89

18 16
s 4 Q (100%). RMN de 'H [CDCls, 400 MHz] &: 12,56 (1H, s,
6
BN L. " NH); 9,00 (1H, s, H4): 8,75 (1H, dd, J = 8,5, 1,2 Hz,
12779707270 070 y1E): 8,22 (1H, dd, J = 8,4, 1,4 Hz, H18), 7,77 — 7,65

(3H, m, H5, H7 e H17), 7,49 — 7,38 (2H, m, H6 e H8);
7,29 (1H, dd, J = 8,4, 1,1 Hz, H16). Lit.: RMN de *H [CDCls, 250 MHz] &: 12,57 (1H,
s, NH); 9,00 (1H, s, H-4); 8,75 (1H, d, J = 8,0, H-6'); 8,21 (1H, dd, J = 8,3, 1,4 Hz, H-
5'); 7,78 — 7,64 (3H, m, H-6, H-7, H-6"); 7,49 — 7,37 (2H, m, H-8, H-5), 7,33 — 7,22
(1H, m, H-4’).>’

N-(3-nitrofenil)-3-carboxiamida-cumarina (3f): Sdélido branco; 82%; P.F. 292 °C.

17 EM (m/z): 310 (2%), 173 (100%), 89 (84%). RMN

s . 9 1@‘* de H [CDCls, 400 MHz] &: 11,14 (1H, s, NH): 9,06

° TS 31N '}‘io (1H, s, H4); 8,73 (1H, t, J = 2,1 Hz, H14); 8,01 —
! , 20270 ° 8,05 (2H, m, H16 e H18), 7,80 — 7,72 (2H, m, H5 e

H7), 7,57 — 7,51 (1H, dd, J = 14,9, 6,8 Hz, H17);
7,49 — 7,43 (2H, m, H6 e H8).

N-(4-nitrofenil)-3-carboxamida-cumarina (3g): Sdlido branco; 79%; P.F. 366 °C.
0 EM (m/z): 310 (3%), 173 (100%), 89 (84%). RMN

17

1
. 18/©/N\o— de 'H [CDCls, 400 MHz] &: 11,27 (1H, s, NH); 9,05
6 ® NN 18 (1H, s, H4); 8,28 (2H, d, J = 9,1 Hz, H15 e H17);
H 14
T P0% 7,94 (2H, d, J = 9,0 Hz, H14 e H18), 7,80 — 7,73 (2H,
3g m, H5 e H7), 7,52 — 7,44 (2H, m, H6 e H8).

N-(2-clorofenil)-3-carboxiamida-cumarina (3h): Sdlido branco; 92%; P.F. 238 °C.
Lit: 220-221 °C.°" EM (m/z): 299 (5,3%), 173 (100%), 264 (61%). RMN de 'H
[CDCl3, 400 MHZz] &: 11,34 (1H, s, NH); 9,02 (1H, s, H4); 8,56 (1H, dd, J = 8,2, 1,0
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7 Hz, H15); 7,77 — 7,68 (2H, m, H5 e H7), 7,49 — 7,39
18
s 4 Q /@16 (3H, m, H6, H8 e H17): 7,33 (1H, m, H18); 7,14 — 7,07
6
MH © 177 (@H, m, H16). Lit: RMN de *H [CDCls, 250 MHz] &:
7 : 9°0720 11,34 (1H, s, NH); 9,02 (1H, s, H-4); 8,56 (1H, dd, J =
3h

8,2, 1,5 Hz, H-5); 7,76 — 7,67 (1H, m, , H-8 e H-3));
7,47 = 7,26 (4H, m, H-6, H-4’ H-5’ e H-6"); 7,10 (1H, dt, J = 7,7, 1,5 Hz H-7).>’

N-(3-clorofenil)-3-carboxiamida-cumarina (3i): Sélido amarelo esverdeado; 84%;
17 P.F. 248 °C. Lit: 240 °C.*° EM (m/z): 299 (14%), 173
6 5 4\ Q 1@‘3 (100%), 89 (34%). RMN de 'H [CDCls, 400 MHz] &:
MH 357 ¢ 10,90 (1H, s, NH); 9,02 (1H, s, H4); 7,90 (1H,t,J = 1,8
" h7eozTo Hz, H14); 7,78 — 7,69 (2H, m, H5 e H7), 7,56 (1H, dd,
3 J =82, 1,0 Hz, H18), 7,47 — 7,41 (2H, dd, J = 16,3,

8,4 Hz, H6 e H8); 7,30 (1H, t, J = 8,2 Hz, H16); 7,14 (1H, dd, J = 8,0, 0,9 Hz, H17).

N-(4-clorofenil)-3-carboxiamida-cumarina (3j): Solido amarelo; 75%; P.F. 260 °C;

W 1 g Lit: 250 °C.%° EM (m/z): 299 (16%), 173 (100%), 89

6 éoﬁfiv@; (32%). RMN de *H [CDCls, 400 MHz] &: 10,88 (1H, s,

s R NH); 9,02 (1H, s, H4); 7,76 — 7,69 (4H, m, H5, H7,

RN H15 e H17); 7,47 — 7,41 (2H, dd, , J = 16,2, 8,2 Hz, H6
3 e H8); 7,34 (2H, d, J = 8,8 Hz, H14 e H18).

4.5 METODOLOGIA GERAL PARA AS TENTATIVAS DE OBTENGCAO DAS CUMARILTIOUREIAS

De modo geral, em um baldo de fundo redondo, acoplado a um condensador
de refluxo, reagiu-se o acido cumarinico (1; 0,15 g; 1,0 eg.) com o cloreto de tionila
(SOClIy, 5,0 ou 20,0 eq.), sob refluxo e agitacdo magnética por 4 horas ou 2h30. Na
sequéncia, o excesso de SOCI, foi removido com o auxilio do rotaevaporador,
obtendo-se o cloreto do acido cumarinico (2). Entdo, uma solucéo de tiocianato de
amonio (1,0 ou 2,0 eq.) em 10 mL de acetona seca foi adicionada sobre o cloreto 2,
permanecendo sob refluxo e agitacdo magnética por um periodo que variou de 15
min a 4 horas. Em alguns casos, a adi¢ao inversa, tiocianato sobre o cloreto também
foi realizada, conforme descrito na Secdo 3.3. Posteriormente, adicionou-se a
mistura reacional uma solucao da anilina correspondente (0,8, 1,0, 1,2, 2,0, 3,0 ou



82

4,0 eg.) em 5 mL de acetona seca, permanecendo ainda sob agitacao e refluxo até o
término da reacdo, acompanhado por CCD (eluente: CH,Cl, ou acetato de etila:
hexano (1:1), revelador: ninhidrina). Em seguida, a solucéo foi vertida em um béquer
contendo gelo triturado e o precipitado obtido foi entéo filtrado a vacuo e lavado com
agua destilada e éter etilico gelados (ambos 3 x 5 mL), obtendo-se sélidos amarelos,
que foram identificados como uma mistura de produtos, com rendimentos brutos que
variaram de 17 a 92%.

Os produtos 5d e 5] foram obtidos apos purificacdo por coluna
cromatografica, utilizando silica gel 60 (0,063—-0,040 mm, Merck) como fase
estacionaria. Para o produto 5d utilizou-se uma coluna de 10 cm de altura e 2,5 cm
de diametro, utilizando como fase moével um gradiente de hexano e acetato de etila.
Para o segundo produto (5j) utilizou-se uma coluna de 30 cm de altura e 1,2 cm de
didametro e, como fase movel, um gradiente de hexano, acetato de etila e

diclorometano.

N-((4-bromofenil)carbamotioil)-3-carboxiamida-cumarina (5d): Sélido amarelo;
19 o 4%. P.F. Lit: 238 - 240 °C."™ EM (m/z): 197 (34%),
5 4 i /©/ 169 (11%), 49 (100%). RMN de 'H [CDCls, 400
16 MHz] &: 12,49 (1H, s, NH); 11,88 (1H, s, NH); 8,99
5d (1H, s, H4); 7,81 — 7,76 (2H, m, H5 e H7); 7,68 —
7,64 (2H, m, H17 e H19); 7,55 — 7,52 (2H, m, H16 e H20), 7,50 — 7,44 (2H, m, H6 e
H8).

N-((4-clorofenil)carbamotioil)-3-carboxiamida-cumarina (5j): Solido amarelo;

19« 75%; P.F. 215 °C. Lit: 236 — 237 °C.”” RMN de *H

- i )SL Kjfﬂ [CDCls, 400 MHz] &: 12,42 (1H, s, NH); 11,82 (1H, s,
OSETNEN NH): 8,92 (1H, s, H4); 7,72 (2H, dd, J = 12,6, 4,5 Hz,
I 5§ H5 e H7); 7,64 (2H, d, J = 8,7 Hz, H17 e H19); 7,43 -

7,37(2H, m, H6 e H8): 7,32 (2H, d, J = 8,8 Hz H16 e H20). RMN de *3C [CDCl3, 100
MHz] &: 178,01 (C13); 161,37 (C2); 160,38 (C11); 155,07 (C9); 151,21 (C4); 136,24
(C15); 135,89 (C7); 132,05 (C18); 130,39 (C5); 129,03 (C16 e C20); 125,86 (C8);
125,25 (C17 e C19); 118,24 (C3); 117,15 (C10); 116,36 (C6).
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4.6 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

4.6.1 Micro-organismos Utilizados

Cepas bacterianas de interesse médico, Staphylococcus aureus ATCC25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC12228, Escherichia coli ATCC25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 foram utilizadas neste estudo. Estes micro-
organismos pertencem a colecdo dos Laboratérios de Bacteriologia Béasica e
Aplicada (LBBA) e Biologia Molecular de Micro-organismos (LBMM), do
Departamento de Microbiologia (DM) da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

4.6.2 Determinacédo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Os testes de atividade antibacteriana foram realizados sob responsabilidade
do Professor Gerson Nakazato no Departamento de Microbiologia (DM) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL).

A determinacdo das CIMs foi realizada em triplicata por ensaios de
microdiluicdo em microplacas de 96 pocos (Corning®), conforme padronizacdo do
Clinical Laboratory Standard Institute™. Diferentes concentracbes do &cido 3-
carboxicumarinico 1 e das cumarilamidas 3a, 3d, 3g e 3j (62,5 pg mL™ a 500 pug mL’
Y foram testadas. Coldnias bacterianas, crescidas durante 18-24 h em agar Mueller-
Hinton (MH) (Difco®), foram diluidas em salina esterilizada, e a quantidade de
bactérias ajustada na escala 0,5 de McFarland, que corresponde a 1,5.108 bactérias
mL™. As suspensdes bacterianas foram diluidas em caldo MH (Difco®), colocadas
em microplacas de 96 pocos a uma concentracdo de aproximadamente 5,0.10° UFC
mL™?. Como controle negativo foi adicionado dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-
Aldrich®) em caldo MH (Difco®) nas concentracdes iguais as usadas para diluir as
cumarinas. As microplacas foram incubadas a 37 °C durante 18 h e, em seguida, a
leitura foi realizada atraves da turbidez. A CIM correspondeu a menor concentragdo

do composto em que ndo houve crescimento bacteriano visivel (turbidez).
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4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICOBATERIANA

Os testes de atividade antimicobacteriana foram realizados sob
responsabilidade da pesquisadora Maria Cristina da Silva Lourenco no
Departamento de Bacteriologia do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI/FIOCRUZ — Rio de Janeiro).

A cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294 (American Type
Culture Collection, Rockville, Md.) foi subcultivada no agar Middlebrook 7H10
(Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, Md.). A suspensao foi
preparada em 0,02% (v/v) de Tween 80 e 0,2% de albumina de soro bovino (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo.) e ajustada a uma turbidez correspondente a 1,0 da
escala de McFarland. Posteriormente, a mistura foi diluida 1:25 em caldo 7H9GC
(base de caldo Middlebrook 7H9) e casitona (Difco, Detroit, Michigan). As solucdes
dos compostos foram diluidas em meio 7H9GC até duas vezes o maximo da
concentracdo final desejada no teste, antes da adicdo as microplacas.
Subsequentemente, foram adicionados 200 uL de agua deionizada e esterilizada em
todo o perimetro exterior das placas de micropogos esterilizados (Nunclon™; Nunc
A/S, Roskilde, Denmark), a fim de minimizar a evaporagcdo do meio durante o
periodo de incubacdo dos testes. As microplacas contendo 96 pocos foram
organizadas pelas linhas B a G, com colunas numeradas de 2 a 11, para receber
100 uL de meio 7H9GC. Em seguida, 100 uL de solucdo dos compostos teste foram
adicionados nos pocos das linhas B a G, nas colunas 2 e 3, utilizando uma pipeta de
multicanal, sendo o conteido de cada po¢o homogeneizado posteriormente. As
diluicbes idénticas de 1:2 em série foram realizadas através das colunas restantes
(exceto a coluna 11). Os intervalos de concentracéo final de composto foram de 100
a 3,2 yg/mL.

A inoculagédo do M. tuberculosis foi realizada através da adi¢cdo de 100 uL de
inoculo aos pogos nas filas B a G nas colunas 2 a 11 utilizando uma pipeta de
repeticéo, originando um volume final de 200 pL por poco. As placas (realizadas em
triplicata) foram na sequéncia seladas com Parafilm® e incubadas a 37 °C durante 5
dias. O reagente de Alamar Blue e 10% de Tween 80 foram adicionados a coluna
B11 (controle de viabilidade celular) e as placas reincubadas a 37 °C por 24h. Se o
poco B11 adquiriu a coloracdo rosa, a mistura do reagente foi adicionada a todos os

pocos restantes das microplacas, sendo novamente vedadas com Parafim® e
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incubadas durante mais 24 h a 37 °C. Apds este periodo, as cores de todos os
pocos registradas. A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor

concentracdo de substancia-teste que impediu a mudanca de cor de azul para rosa.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados, pode-se concluir que as cumarilamidas
(3a-j) foram obtidas em 6timos rendimentos (75 a 92%), ressaltando-se que dentre
as dez amidas sintetizadas, trés sao inéditas na literatura (3-Br, 3-NO, e 4-NOy).
Todavia, as cumarilamidas 3a, 3d, 3g e 3j, testadas quanto a sua atividade
antibacteriana frente as cepas S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa
apresentaram CIM acima de 500 pg mL™. Além disso, ndo foi possivel inferir a
atividade antimicobacteriana das cumarilamidas sintetizadas, devido a pouca
solubilidade das mesmas no meio utilizado para o crescimento do M. tuberculosis.
Como perspectiva, visa-se a sintese de novas cumarilamidas, agora inserindo
cadeias alifaticas ligadas diretamente a carbonila da amida, com o intuito de
melhorar a hidrossolubilidade dessas substancias, para que se possa avaliar as suas
atividades antibacteriana e antimicobacteriana. Uma vez que o perfil de solubilidade
esteja otimizado, pretende-se avaliar o potencial biolégico dessas moléculas com
relacdo a diferentes atividades bioldgicas, tais como: antibacteriana, antifungica,
antimicobacteriana, antioxidante, antiparasitaria e até mesmo antitumoral.

Em relacdo as cumariltioureias (5a-j), a sintese exclusiva dos compostos nao
foi alcancada. Contudo, duas amostras puderam ser isoladas, 5d com rendimento de
4% e 5j com rendimento de 75%. As mesmas serdo encaminhadas para avalicdo de
suas atividades frente as bactérias abordadas nesse trabalho. Além disso, pretende-
se continuar tentando realizar a separacdo das misturas de cumarilamidas e
cumariltioureias de modo a se completar essa série de substancias para avaliacao

de suas atividades bioldgicas.
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APENDICES

APENDICE A — CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DO ACIDO 3-CARBOXICUMARINICO

(1)

Figura 1A — Espectro de RMN de *H do composto 1
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Figura 2A — Espectro de RMN

~164.2090
162.5471

|

—154. 7117

J

151.6393

—164.2080
“162.5471
_~154 7117

—135.8024

~151.6393

—130.6429

—126.3860

]

1

(¢

— o o T T

1358094 o

-130.6429

y
-
r

|
¥

118.5880
1-117.3440

“~115.0203

Yy

N

165 160 155 150 145 140 135

G (ppm)

130 125 120 115

L m I

3C do composto 1

96

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 00

0 (ppm)

80

70

60 50 40 30

20

10

0

Figura 3A — Espectro de massas do composto 1 por espectrébmetro de massas

acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM)

50+

51

=

145
118 (0] 3 :
o” O O” ~0
130 m/z =190 m/z = 145
T
I L | |
nn 2nn A



97

APENDICE B — CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DO CLORETO DO ACIDO CUMARINICO

(2)

Figura 1B — Espectro de infravermelho do composto 2
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Figura 3B — Espectro de RMN de *H do cloreto do &cido 3-carboxicumarinico (2)
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A

APENDICE C — CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DAS CUMARILAMIDAS (3A-J)

Figura 1C — Espectro de RMN de *H do composto 3a
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acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM)
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Figura 3C — Espectro de RMN de *H do composto 3b
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Figura 5C — Espectro de RMN de *H do composto 3c
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Figura 7C — Espectro de RMN de *H do composto 3d
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acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM)
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Figura 9C — Espectro de RMN de *H do composto 3e
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Figura 11C — Espectro de RMN de *H do composto 3f
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acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM)
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Figura 13C — Espectro de RMN de *H do composto 3g
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Figura 15C — Espectro de RMN de *H do composto 3h
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Figura 16C — Espectro de massas do composto 3h por espectrdmetro de massas

acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM)
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Figura 17C — Espectro de RMN de 'H do composto 3i

-
DEE} © O 3
AN m
OEG | 2 ~ v
554 1 - - !
ALTAE @ \7
O I0E £ <L
LIZE'H o=~ © =
TN S =
GZEY L </ o
£Z5F 4 ANEA
EvLY L Y
ZFFG © @
995 Dl
9pas ;
04954
oL 2 peely g M
E¥DL L Ef.hw == [0} —
BEZL L oegl L ) o ]
Lars L ECGL 2 =~ S—
29001 —ppmpe——— [
0006'24  guogs~ ——— Ly b
9¥06° L gLz —= | ™~
02206 gzep sy ./ | < D
EZGH Lo =] [~E
Evir i ——= [0VZ &
L R | oia
90Y5 L Bt M
. mqmm.hv - T
BSEROL— plog) 1 L w 5
B00L 41 _ =
EFDL L |
BZzLiNy =1 P
LTI R —— A
gaglt T

(01

N

Sz
telz

ok |

‘o0t |

=00k

0 (ppmi

Figura 18C — Espectro de massas do composto 3i por espectrometro de massas

acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM)
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Figura 19C — Espectro de RMN de 'H do composto 3j
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Figura 20C — Espectro de massas do composto 3j por espectrdometro de massas

acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM)
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A~

APENDICE D — CARACTERIZAGAO ESPECTROSCOPICA DAS CUMARILTIOUREIAS

Figura 1D — Espectro de RMN de *H da mistura de derivados 5¢ e 3c conforme

metodologia inicial (Esquema 15)
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Figura 2D — Espectro de RMN de *H da mistura de derivados 5d e 3d e 6, conforme
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Figura 3D — Espectro de RMN de 'H da mistura de derivados 5d e 3d, conforme
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Figura 4D - Espectro de RMN de 'H da 12 fracdo da coluna cromatogréfica,
correspondente a cumarilamida (3d), obtida na metodologia conforme entrada 3 da
Tabela 3
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Figura 5D — Espectro de RMN de 'H da 22 fracdo da coluna cromatogréfica,

correspondente a cumatriltioureia (5d), obtida na metodologia conforme entrada 3 da

Tabela 3
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Figura 6D — Espectro de RMN de 'H da 32 fracdo da coluna cromatogréfica,
correspondente a amida priméria (6), obtida na metodologia conforme entrada 3 da
Tabela 3
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Figura 7D — Espectro de RMN de *H da mistura de derivados 5d e 3d e 6, conforme

UiUK 4

[ 4a100 s L.L.
A A -
VBZHL @ o
2] ©
#09% L
¥BAY L ~ v )
50/ L : ]
58/ L o o M =
FEay L @
56 L - ZT
5005, a o= o —
805, = -
LBLG L V; ~
156574 ) © - o
gL
12882 S & e ®
BEED L > " .
£5F0°L . ~
LBFOL n=2 = T
89592 >T n © ~ Z
0299°;
9028°) o=z O @) @)
0689/ o
0969°L / o~ / oo
0004'L <{_ ©
6044 e
LTI @
S zali © ©
O  80Zil
Q  gseil © ~
_ﬂla VBEL L 052
VEPLL [
©  FeGi — Jort
© Lo~ z uFm_Dm
< 6Ll 20
u
) g 29TF LY - ez
S Geseed NE:P =1 _ 8 ' rz0
£ figgey 9L — [0 e o ===l 2r 0
& smoe DL — | ¥ 6zese— ezl g “00')
SBIF it == ]
© PEBY hv-ll = e[ R e
c = | ! |
ze6y L 1|U Lesol _ 2
© 9005 2 = I
1% VLG L) Ng M e e
o g2 2a 5§
@ om0 YL - o S —el
0 ESYY LS | PR o
O lepors = | ~ E
sl _ =) —
g oyt =R sie6/ "-vzo| 8
nnus 068°H— ags s = - 9E36E 3 o I
S EIT G W g LB T —=[2r0 g
e —
T easpzi— ¥BELLY - 8 — Sl Fogy & B
Q Woi't] 3. ~ W g
i 26144 _ K 3
e ~

13.0 125120 1.5 1.0 105 100 95 90 85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20

1.0 05 0.0

15

& (ppm)



116

Figura 8D — Espectro de RMN de 'H da mistura de derivados 5f e 3f, conforme

metodologia disposta na entrada 1 da Tabela 4
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Figura 9D — Espectro de RMN de 'H da mistura de derivados 5f, 3f e 6 obtido

conforme entrada 2 da Tabela 4
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Figura 10D — Espectro de RMN de 'H da mistura de derivados 5f e 3f, conforme
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Figura 11D — Espectro de RMN de 'H da mistura de derivados 5f e 3f, obtida na

entrada 4 da Tabela 4
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Figura 12D — Espectro de RMN de *H da mistura de derivados 5f, 3f e 6 obtida na

entrada 5 da Tabela 4
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Figura 13D — Espectro de RMN de *H da mistura de derivados 5f, 3f e 6 obtida na

entrada 6 da Tabela 4
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Figura 14D — Espectro de RMN de 'H da mistura de derivados 5f e 3f obtida na

entrada 7 da Tabela 4
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Figura 15D — Espectro de RMN de *H dos produtos obtidos na entrada 8 da Tabela
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Figura 16D — Espectro de RMN de *H dos produtos obtidos na entrada 1 da Tabela
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Figura 17D — Espectro de RMN de 'H dos produtos obtidos na entrada 2 da Tabela
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Figura 18D — Espectro de RMN de *H dos produtos obtidos na entrada 3 da Tabela
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Figura 19D — Espectro de RMN de 'H dos produtos obtidos na entrada 4 da Tabela
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Figura 20D — Espectro de RMN de *H dos produtos obtidos na entrada 5 da Tabela
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Figura 21D — Espectro de infravermelho do composto 2, conforme metodologia de
Kurt et al.
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Espectro de RMN de 'H da mistura 5j e 3j, obtido conforme

Figura 22D
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Espectro de RMN de 'H da mistura 5j e 3j, obtido conforme

Figura 23D

metodologia de Kurt et al., com KSCN tratado
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Figura 24D — Espectro de RMN de 'H da cumariltioureia 5j, obtida por purificacdo
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Figura 25D — Espectro de RMN de **C da cumariltioureia 5j obtida apés purificacdo

em coluna cromatogréfica
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