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Duo, Leandro J. S. Sintese e avaliagao do potencial antifungico de cumarilamidas
no combate a ferrugem asiatica de soja. 2025. 93 p. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica Organica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2025.

RESUMO

A cultura da soja é a atividade agricola mais importante do agronegocio brasileiro.
Entretanto, durante o ciclo produtivo, varias doencas podem afetar a producao,
gerando enormes perdas econdmicas. Dentre as fitopatologias mais importantes,
destaca-se a ferrugem asiatica causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi. Apesar da
existéncia de algumas classes de fungicidas disponiveis atualmente no mercado, para
algumas destas substancias ha o desenvolvimento da resisténcia fungica, culminando
em uma menor sensibilidade aos tratamentos disponiveis. Portanto, é evidente a
necessidade de busca de novos ingredientes ativos com atividade fungicida capazes
de atuarem frente a P. pachyrhizi e outros fungos fitopatogénicos. Nesse contexto, a
classe das cumarinas pode ser considerada promissora, uma vez que varias
substancias contendo tal nucleo heterociclico tém apresentado atividade antifungica
descrita na literatura. Outra importante classe de antifungicos é denominada
carboxamidas, que conta com varios principios ativos ja disponiveis no mercado
contra diversos fungos fitopatogénicos. Portanto, neste trabalho foram planejadas
duas séries de cumarinas-3-carboxamidas por meio da estratégia de hibridizagao
molecular, com o intuito de avaliar seu potencial antifungico in vitro frente a esporos
de P. pachyrhizi. Para isso, foram sintetizados dois acidos cumarino-3-carboxilicos,
um sem substituintes e outro di-hidroxilado nas posi¢cées 7 e 8 do anel cumarinico,
utilizando o acido de Meldrum como reagente-chave. A partir desses precursores,
foram preparadas dezoito cumarilamidas divididas em duas séries, por meio de
reacoes de ativacdo com cloreto de tionila e posterior acoplamento com diferentes
aminas, gerando variagdes estruturais na por¢cao amidica. As cumarilamidas de
interesse foram obtidas em rendimentos que variaram entre 63% e 93% (calculado
para duas etapas). As substancias obtidas foram caracterizadas por espectroscopia
de RMN e espectrometria de massas de alta resolugdo (QTOF-MS). O potencial
antifungico dos compostos sintetizados foi avaliado por meio de ensaios in vitro de
germinagao de esporos de Phakopsora pachyrhizi. Dentre os compostos testados,
dois apresentaram indices de inibigdo da germinacao de 81% e 82%, evidenciando
elevada atividade antifungica e potencial para inibir o desenvolvimento do agente
causador da ferrugem asiatica da soja.

Palavras-chave: fungicidas; P. pachyrhizi; cumarinas; carboxamidas.



Duo, Leandro J. S. Synthesis and Evaluation of the Antifungal Potential of
Coumarilamides in Combating Asian Soybean Rust". 2025. 93 p. Dissertation
(Master’s Degree Dissertation) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2025.

ABSTRACT

Soybean cultivation is the most important agricultural activity within the Brazilian
agribusiness sector. However, during the production cycle, several diseases can affect
yield, causing to significant economic losses. Among the most critical
phytopathologies, Asian soybean rust, caused by the fungus Phakopsora pachyrhizi,
stands out. Although some classes of fungicides are currently available on the market,
fungal resistance has emerged against several of these compounds, resulting in
reduced sensitivity to the available treatments. Therefore, there is a clear need to
search for new active ingredients with fungicidal activity capable of acting against P.
pachyrhizi and other phytopathogenic fungi. In this context, the coumarin scaffold can
be considered promising, since numerous compounds containing this heterocyclic
nucleus have demonstrated antifungal activity in the literature. Another important class
of antifungal agents is represented by carboxamides, several of which are already
commercialized as active ingredients against a variety of phytopathogens. Based on
this rationale, two series of coumarin-3-carboxamides were designed using a
molecular hybridization strategy to evaluate their in vitro antifungal potential against P.
pachyrhizi spores. For this purpose, two coumarin-3-carboxylic acids were
synthesized, one unsubstituted and the other dihydroxylated at positions 7 and 8 of the
coumarin ring, using Meldrum’s acid as a key reagent. From these precursors,
eighteen coumarinamides were prepared in two series through activation reactions
with thionyl chloride, followed by coupling with different amines, generating structural
variations in the amide portion. The target coumarinamides were obtained in yields
ranging from 63% to 93% (calculated for two steps). The compounds were
characterized by NMR spectroscopy and high-resolution mass spectrometry (QTOF-
MS). The antifungal potential of the synthesized compounds was evaluated through in
vitro Phakopsora pachyrhizi spore germination assays. Among the compounds tested,
two showed germination inhibition rates of 81% and 82%, demonstrating high
antifungal activity and the potential to inhibit the development of the causal agent of
Asian soybean rust.

Key-words: fungicides, P. pachyrhizi, coumarins, carboxamides.
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1 INTRODUGAO

1.1 SoJA

A soja [Glycine max (L.) Merr.] tem se destacado ano apds ano como a principal
cultura semeada na agricultura brasileira, segundo o IBGE (2024), a producédo da
oleaginosa representa quase a metade do total de cereais, leguminosas e oleaginosas
produzidos no pais em 2024. Planta originaria da Asia, a soja é hoje uma das
commodities agricolas mais relevantes do mundo, amplamente utilizada como
matéria-prima na producdo de Oleo vegetal, farelo para racdo animal e como
ingrediente basico na industria alimenticia, cosmética e biocombustivel. Seu cultivo é
estratégico ndo apenas pela sua versatilidade, mas também pelo seu alto valor
nutricional e capacidade de fixar nitrogénio, o que contribui para a sustentabilidade

dos sistemas agricolas.

Na safra 2022/2023, o Brasil assumiu a lideranga mundial de producédo de soja,
seguido pelos Estados Unidos. Ja na safra 2024/2025 a cultura ocupou uma area de
47.52 milhdes de hectares, o que totalizou uma produgado de 167,87 milhdes de
toneladas. A produtividade média da soja brasileira foi de 3.533 kg/ha (Embrapa,
2025).

De acordo com dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB,
2025), na safra 2024/2025, a soja correspondeu a 50,5% da produgéo total de graos
no pais. Portanto, € uma cultura de grande importancia econémica para o Brasil. Em
2024, as exportagdes brasileiras de soja em gréo totalizaram 98,8 milhdes de
toneladas (Embrapa, 2025), gerando receitas significativas para o pais. Os principais
destinos dessas exportacdes foram a China, a Unido Europeia e paises asiaticos em
desenvolvimento.

A expansao da soja no Brasil € observada principalmente nos estados do
Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias), Sul (Parana, Rio Grande do Sul) e partes do
Norte (Maranhao, Tocantins). A evolugéo tecnoldgica no setor, o uso de cultivares
adaptadas a diferentes condigbes e o aumento na mecanizacdo tém permitido o
avancgo da cultura em areas antes consideradas marginais para o cultivo de graos. A
produtividade média nacional gira em torno de 3.500 kg/ha, com fazendas altamente

tecnificadas podendo alcancar em torno de 4.500 kg/ha.
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Grafico 1 - Histdrico de crescimento dos maiores produtores globais de soja.

Producdo de Soja (2019-2024)
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Grafico 2 - Histdrico dos maiores exportadores mundiais de soja.
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Com esse cenario, fica evidente a importancia estratégica da soja ndo apenas
como fonte de proteina e 6leo vegetal, mas como motor econdmico para o Brasil e
para o agronegdécio mundial. Estudos que visam aumentar a produtividade, resisténcia
a patégenos, melhorar o manejo ambiental ou ampliar os usos da soja ganham
relevancia diante da pressao por producéao sustentavel e pelo atendimento a crescente
demanda global. Assim, o presente trabalho se insere em um contexto técnico-

cientifico e socioeconémico de grande importancia.
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1.1.1 Ferrugem asiatica da soja (ASR)

Devido aos fatores climaticos, como altas temperaturas e umidade durante o
ciclo produtivo, principalmente na safra de verdo (de outubro a margo), a soja € alvo
de varias doengas fungicas, tais como: antracnose (Colletotrichum truncatum),
septoriose (Septoria glycines), Cercospora (Cercospora kikuchii), mancha-alvo
(Corynespora cassicola), mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum), oidio (Microsphaera
difusa) e ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) (Embrapa, 2014; Silva, 2019).

Entretanto, uma das doencgas que tém acompanhado a evolugao do cultivo da
soja no Brasil e causado desafios a sustentabilidade do negdcio é a ferrugem asiatica
da soja (ASR, do inglés Asian Soybean Rust), causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi. Em 1902, este fungo foi primeiramente identificado no Japdo como Uredo
sojae. Ja no inicio do século XX, foi detectado em toda a Asia tropical e subtropical e
Oceania (Bromfield, 1984). A doenca foi relatada posteriormente na Africa em meados
da década de 1990 (Pretorius et al., 2001). Entdo, em 2001, foi encontrada no
Paraguai e no oeste do estado do Parana (Brasil), espalhando-se, em trés anos, por
toda a América do Sul (Rossi, 2003; Yorinori et al., 2005). Em 2004, ASR foi relatada
nos Estados Unidos continentais (Schneider et al., 2005).

O fungo P. pachyrhizi € um parasita obrigatério que produz dois tipos de
esporos: ureddsporos, responsaveis pela disseminacdo secundaria da doencga, e
teliosporos, que servem como estruturas de sobrevivéncia (HARTMAN et al., 2015).
Sendo os ureddsporos, responsaveis pela infeccao secundaria e rapida disseminagao
da ferrugem asiatica durante o ciclo da cultura, e os teliésporos, estruturas espessas
e de parede dupla, adaptadas a sobrevivéncia em condi¢des ambientais adversas
(HARTMAN et al., 2015). Até agora, apenas uredosporos sdo predominantes em
epidemias. A sobrevivéncia do fungo ao longo do ano depende da continua produgao
de ureddsporos em um hospedeiro adequado. Juntamente com a soja, mais de 90
outras espécies de leguminosas servem como hospedeiras de P. pachyrhizi RYTTER
et al., 1984; SLAMINKO et al., 2008). Em geral, as condigdes climaticas ideais para a
cultura da soja favorecem o estabelecimento e o desenvolvimento da doenga. O fungo
infecta as plantas em temperaturas variando de 10 a 27,5 °C, sendo a temperatura
otima entre 20 e 23 °C (Figura 1) e com um periodo minimo de orvalho de 6 horas
(MELCHING, et al., 1989). A umidade foliar continua causada pelo orvalho ou chuva

também favorece o desenvolvimento de doenca, tendo em vista que as chuvas sao
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um fator importante na determinagao dos niveis epidémicos no campo (DEL PONTE,
et al., 2006).

Os principais danos causados pela ferrugem asiatica sdo pequenas lesbes
acastanhadas formadas principalmente na regido abaxial da superficie de foliolos de
soja (Figura 1). As lesdes sao frequentemente associadas a clorose foliar, fendmeno
caracterizado pelo amarelamento dos tecidos foliares em decorréncia da degradacao
ou redugao do conteudo de clorofila. A elevada densidade de lesdes, favorecem o
desfolhamento prematuro e a maturidade antecipada das plantas, resultando em
perdas significativas de rendimento (Hartman et al., 2015). Na auséncia de medidas

de controle, perdas de rendimento de até 90% foram relatadas (Godoy et al., 2016).

Figura 1 - A) Folha de soja saudavel. B) Folha de soja com sintomas de ferrugem
asiatica (Phakopsora pachyrhizi).
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O controle da ferrugem asiatica se baseia, principalmente, no uso de fungicidas
quimicos (Godoy et al., 2016). Esses podem ser classificados em relacdo ao seu
espectro de agdo, como de: amplo espectro (multissitio) ou espectro restrito (sitio-
especifico). Os fungicidas multissitios com Mancozebe, Clorotalonil e Oxicloreto de
Cobre (Figura 2) atuam interferindo em diferentes pontos do metabolismo fungico.
Foram incorporados ao manejo da ferrugem asiatica, a fim de controlar a doencga e
limitar o aumento de grupos resistentes dentro das populagdes a fungicidas sitio-
especificos (Godoy et al., 2017). Os fungicidas sitio-especificos séo ativos contra um
unico ponto da via metabdlica de um patdégeno ou contra uma unica enzima ou
proteina necessaria para a sobrevivéncia do fungo. Os ingredientes ativos desse tipo
pertencem a trés grupos quimicos distintos: triazéis, que atuam como inibidores de

desmetilacdo (IDM); as estrobilurinas, conhecidas como inibidores da Quinona
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externa (iQe) e as carboxamidas, que s&o inibidores da enzima succinato
desidrogenase (iSDH).

Figura 2 - Estruturas quimicas dos principais fungicidas multissitios.
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Com relagdo aos fungicidas inibidores do C14a-desmetilase, também
conhecidos como "triazéis" (Figura 3), sabe-se que as moléculas pertencentes a esta
classe quimica atuam se ligando a enzima C14a-desmetilase (CYP51), inibindo a
reacao de a-desmetilacdo do C14 do Lanosterol (Figura 4), reacado essencial na rota
de biossintese de ergosterol em fungos (Figura 5), sendo o alvo primario dos
antifungicos azodlicos clinicos e agricolas. (HARGROVE, et al., 2012). Na presenca de
oxigénio molecular, a enzima catalisa a formacao do esqualeno-2,3-epoxido, que é
entao ciclizado, gerando precursores esteroides, como o lanosterol. Sob a remocéao
oxidativa de grupos metila pela CYP51, esses precursores sao transformados em
ergosterol, que € essencial para a permeabilidade e fluidez da membrana plasmatica
no reino fungico (Rohmer et al., 1979; Daum et al., 1998). A inibicao desse processo
de desmetilagdo resulta no aumento concomitante de esterois metilados, os quais nao
cumprem as mesmas fungdes ha membrana e seu acumulo acaba se tornando téxico
para a célula. A CYP51 pode ser inibida por compostos heterociclicos azdlicos, nos
quais seus nitrogénios sao capazes de se complexar com o atomo de ferro presente
no grupo prostético Heme, inibindo a reagao oxidativa que produz os esteradis, o que,

por sua vez, afeta a integridade da membrana celular, matando o fungo.

Tais fungicidas apresentam translocagao prioritariamente acropetal, ou seja,
uma movimentagao no interior da planta a partir do ponto de absor¢ao em dire¢ao ao
apice. Esse deslocamento ocorre predominantemente pelo xilema, o tecido vascular
responsavel pelo transporte de agua e nutrientes minerais absorvidos pelas raizes ou
superficies foliares inferiores. Devido as moléculas apresentarem variacdes nos niveis
de inibicao do citocromo P450, o grau de eficiéncia é variavel entre os representantes
desta classe (AMORIM, et al., 2011).
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Figura 3 - Estruturas quimicas dos principais fungicidas Triazdis, inibidores do C14a-
desmetilase, apresentam os nucleos triazol e triazolintiona (destacados em roxo)
como grupos farmacoféricos.
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Figura 4 - Reacdo de desmetilagdo do Lanosterol na biossintese de esterol
Ergosterol, inibida pelos fungicidas da classe dos Triazois e Triazolintiona.
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Figura 5 - Processo de biossintese do Ergosterol em fungos a partir do Esqualeno.

Esqualeno
Esqualeno epoxidase l erg1

Epoxido de Esqualeno

l erg7

Lanosterol

C14a-demetilase { @

Dimetil colestatrienol

erg7 _ Etapa inibida pelos dos
cyp51 Triazois

—

erg24

<4

Dimetil zimosterol

erg27

<4

Fecosterol

<4

erg2

Episterol

4=

ERGOSTEROL

Quanto aos fungicidas da classe das estrobilurinas (Figura 6), também
conhecidos por inibidores da quinona externa (iQe), atuam de forma altamente
especifica no complexo Il (enzima ubiquinol—citocromo c-redutase) da cadeia
respiratéria mitocondrial, ligando-se ao sitio Qo (quinona externa) do citocromo b.
Essa ligacao impede a reagédo de redugédo da ubiquinona em ubiquinol (Figura 7),
interrompendo a transferéncia de elétrons para o citocromo c,, e consequentemente

a sintese de ATP, levando a interrupgao energética e a morte do fungo.
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Figura 6 - Estruturas quimicas de algumas estrobilurinas (porgdo farmacoférica
destacada em laranja) que sao inibidoras da Quinona externa (iQe).
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Figura 7 - Reacgdo de redugdo da ubiquinona para ubiquinol, catalisada pela enzima
ubiquinol-citocromo c-redutase, inibida pelos fungicidas da classe das estrobilurinas
(inibidoras da quinona externa (iQe)).
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Finalmente, tem-se a classe de fungicidas conhecida como carboxamidas
(Figura 8), que atuam como inibidores da enzima succinato desidrogenase (iISDH). A
enzima SDH, também conhecida como complexo Il da cadeia respiratéria da
mitocbndria, desempenha papéis fundamentais em dois processos-chave da
respiracao celular em organismos eucariotos: o ciclo do acido citrico e o transporte de
elétrons (SIEROTZKI; SCALIETT, 2013). Essa enzima catalisa a reagéo de oxidagao
do succinato a fumarato (Figura 9) com a redugédo da ubiquinona a ubiquinol, que
ocorre na membrana mitocondrial interna, acoplando as duas reacoes. Dessa forma,
tais compostos atuam na cadeia transportadora de elétrons inibindo a formacao de
adenosina trifosfato (ATP) para as células fungicas (KEON, et al., 1991).
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Figura 8 - Estrutural geral das Carboxamidas e exemplos de fungicidas inibidores de
Succinato Dehidrogenase.
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Figura 9 - Reacdo de oxidacdo do succinato a fumarato catalisada pela enzima
succinato desidrogenase (SDHI), inibida pelos fungicidas da classe das
carboxamidas.
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E interessante notar que a classe de inibidores da enzima succinato
desidrogenase (iSDH), representada pelas substancias Fluopiram, Isofetamida e
Cliclobutrifluram (Figura 10), apresenta uma caracteristica estrutural comum, que € a
presenga do grupo carboxamida central (em vermelho, Figura 10) ligada pela
carbonila a uma porgao polar (em verde, Figura 10) e pelo nitrogénio a uma cauda
apolar (em azul, Figura 10). (LUO, et al. 2022).
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Figura 10 - Estrutura geral da classe das carboxamidas: grupo carboxamida central
(em vermelho), ligada pela carbonila a uma porgéo polar (em verde) e pelo nitrogénio
a uma cauda apolar (em azul), bem como alguns exemplos de carboxamidas
fungicidas.
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Até 2010, n&do havia nenhum representante desse grupo recomendado pelo
Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) para aplicagao foliar em grandes culturas
como a soja. Diante desse cenario e da crescente resisténcia de P. pachyrhizi a
fungicidas tradicionais, como triazois e estrobilurinas, intensificaram-se os esforgos
das empresas em busca de novos ingredientes ativos, culminando no
desenvolvimento das pirazol-4-carboxamidas, um subgrupo das carboxamidas. Esses
compostos foram descobertos a partir de programas de triagem focados na inibicao
da enzima SDH. Sua estrutura molecular é caracterizada por um nucleo pirazdlico
ligado a uma carboxamida, com variagdes nos radicais que definem diferentes
ingredientes ativos (Figura 8). Assim, os pirazol-4-carboxamidas inauguraram um
novo grupo quimico para aplicacdao foliar na cultura da soja, oferecendo uma
alternativa estratégica no manejo integrado da ferrugem asiatica e contribuindo para
a sustentabilidade do controle fitossanitario (FRAC, 2025).

Apesar da existéncia dessas classes de fungicidas disponiveis, varias destas
substancias, que inicialmente foram utilizadas com alto indice de controle (eficacia),
com o passar do tempo, tém ocasionado resisténcia fungica, levando a uma
diminuicdo a sensibilidade aos mesmos. A resisténcia do fungo P. pachyrhizi aos
fungicidas do grupo dos inibidores da desmetilagédo (IDM — triazdis), inibidores da
quinona externa (iQe — estrobilurinas) e inibidores da succinato desidrogenase (iISDH-
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pirazol-4-carboxamidas) ja foram relatadas no Brasil (SCHMITZ, et al., 2014;
KLOSOWSKI, et al., 2016; SIMOES, et al., 2018).

Tendo em vista todos esses fatores apresentados, é evidente a necessidade
pela busca de novos ingredientes ativos com atividade fungicida capazes de atuarem

frente a P. pachyrhizi e outros fungos fitopatogénicos.

1.2 CUMARINAS

As cumarinas (2H-Cromen-2-ona) s&o uma classe de composto organicos
pertencente ao grupo das benzopironas, que sio lactonas do acido 2-hidréxido-
cindmico, sendo estruturalmente constituidas pela fusdo de um anel benzénico com
uma lactona a,B3-insaturada (Figura 11). 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 botanico é Dipteryx odorata
(KUSTER, 2007).

Figura 11 - Nucleo basico da cumarina.
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As cumarinas e seus derivados ja tiveram atividades antifungicas frente a
Candida Albicans relatadas na literatura. Por exemplo, Mladenovic e colaboradores
sintetizaram derivados de 4-hidroxicumarinas (I-IV, Figura 12) que apresentaram

atividade antifungica, com concentragdes inibitérias minimas variando de 31,25 ug/mL
e 250 ug/mL, (MLADENOVIC et al., 2010).
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Figura 12 - Derivados de 4-hidroxicumarinas (I-IV) com potencial antimicrobiano,
reportados por MLADENOVIC et al., 2010.
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Guerra et al. 2017, avaliou a atividade antifungica do derivado cumarinico (V,
Figura 13) frente ao fungo Aspergillus spp., o qual apresentou uma significativa agao

inibidora de germinagao de seus esporos.

Figura 13 - Estrutura do derivado 4-acetato-cumarina (V) relatado por GUERRA et al.
2017.

4-acetato-cumarina (V)
CIM: 16 mg/L (Aspergillus spp.)

Montagner et al. (2007) avaliaram a atividade antifungica de uma ampla
variedade de derivados de cumarinas contra os fungos Candida albicans, Aspergillus
fumigatus e Fusarium solani, este ultimo responsavel pela podridao de raiz e haste da
soja (Glycine max). Dentre os compostos testados, uma cumarina prenilada,
conhecida como ostenol, apresentou os resultados mais promissores (Figura 14). As
cumarinas preniladas constituem uma classe de metabdlitos secundarios derivados
do nucleo 1,2-benzopirona, caracterizadas pela presenga de um ou mais grupos

prenila ligados a estrutura cumarinica.
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Figura 14 - Estrutura do derivado cumarinico ostenol descrito por Montagner et al.
2007.
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He et al. 2021 demonstraram que a 4-metoxicumarina (Figura 15), isolada do
fruto de Cnidium monnieri, apresenta potente atividade antifungica, especialmente

contra Rhizoctonia solani, atuando por meio da disfungdo mitocondrial.

Figura 15 - Estrutura da 4-metoxicumarina descrita por He et al. 2021.
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O nucleo cumarinico, por sua simplicidade e versatilidade sintética, oferece
amplo potencial para modificagdes quimicas visando a otimizacdo da atividade
antifungica. Nesse contexto, a sintese de derivados funcionalizados da 4-
metoxicumarina surge como estratégia promissora para o desenvolvimento de novos

fungicidas.
1.3 SINTESE DAS CUMARINAS E DERIVADOS

A interessante atividade bioldégica das cumarinas e seus derivados tém atraido
o interesse para o desenvolvimento de metodologias de sintese organica para a
obtencdo e funcionalizacdo desse nucleo heterociclico. Algumas estratégias de
sintese foram desenvolvidas, sendo os principais métodos baseados em reacdes

classicas de condensacgao do tipo Knoevenagel, Perkin e Pechman (Figura 16).



28

Figura 16 - Métodos sintéticos classicos para sintese do nucleo cumarinico.
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A condensacao pelo método de Pechmann ocorre por intermédio da reagao
entre fendis com B-cetoesteres, sob condigdes 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 Perkin e
Knoevenagel, por sua vez, se baseiam em reag¢des entre 2-carboxifenol e compostos
contendo o grupo metileno ativado. Ambas as metodologias utilizam base como
catalisador para gerar o nucleo cumarinico (SALEM, et al., 2018; CUNHA, et. al.,
2015).

Além das metodologias classicas, diversas rotas sintéticas para obtencéo de
cumarinas vém sendo propostas nos ultimos anos na literatura cientifica. Entre elas,
destaca-se o trabalho de Dittmer et al. (2005), que desenvolveu uma metodologia
baseada na reacdo de Reformatsky, a qual tradicionalmente consiste na adicdo de
compostos organozinco a ésteres a-halocarbonilicos, resultando na formacao de (-
hidroxiésteres. Anteriormente, Padmanabhan et al. (1989) haviam tentado sem éxito
empregar uma abordagem envolvendo a ciclizagdo intramolecular de um éster
derivado do bromoacetato de salicilaldeido, utilizando telureto de sodio como
catalisador. Conforme apontado por Dittmer et al. (2005), até aquele entdo, ndo havia
relatos de novos avancos nessa linha. Porém, Salem et al. (2018), ao promover
ajustes nas condi¢gdes da sintese, conseguiram realizar a ciclizagdo desejada: o
ataque do fenolato a carbonila levou a formag¢ao de um intermediario a-bromoacilado
derivado do salicilaldeido. Esse processo resultou na obtengcdo da cumarina, com

rendimento de 75% (2 etapas), conforme ilustrado no Esquema 1.
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Esquema 1 - Método de sintese da cumarina por meio da reagdo analoga de
Reformatsky (SALEM et al., 2018).

OO Jow e OO O,

Saliciladeido Brometo de O%\/Br Cumarina
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Condicdes e Reagentes: a) THF, -78°C; b) LioTe, THF, -78°C a t.a. 75%

Visando a sintese de derivados das cumarinas, em 2013 Gholap et al.
desenvolveram uma reagao one-pot via reagao de condensacgao de Knoevenagel, sem
utilizacdo de solvente e acido sulfénico de celulose (CSA) como um catalisador
eficiente, verde e reutilizavel. Assim, a 3-acetilcumarina (VI) é obtida com rendimento

de 88% na reacao entre salicilaldeido e acetoacetato de etila (Esquema 2).

Esquema 2 - Rota sintética one-pot via condensagao de Knoevenagel para sintese
de cumarina (VI). (Gholap et al, 2013).
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Mi et al. (2015) desenvolveram uma estratégia eficiente e livre de metais para
a sintese de acil-cumarinas, utilizando um processo de acoplamento oxidativo do tipo
Tandem entre aldeidos e alcinos. O método empregou brometo de tetra-n-butilambnio
(TBAB) como agente co-catalisador, resultando em rendimentos expressivos. De
acordo com os autores, 0 mecanismo se inicia com a reacao entre o persulfato de
potassio e o TBAB em temperaturas elevadas, levando a formacéao de radicais sulfato
de tetrabutilaménio. Esses radicais, por sua vez, promovem a geracao de um radical
acila a partir do 4-metilbenzaldeido. A etapa seguinte envolve a adigdo desse radical
a posicao a da carbonila presente no alquinoato, originando um radical vinilico reativo.
Esse intermediario sofre uma ciclizacao intramolecular, formando um areno, que, ao

transferir um elétron ao radical sulfato e sofrer desprotonagao, da origem ao derivado
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cumarinico (VII) com rendimento em torno de 75%, como representado no Esquema
3.

Esquema 3 - Rota sintética livre de metais para formar 4-aril-3-acilcumarina (VII) (Mi

et al, 2015).
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1.2.1 SINTESE DOS ACIDOS CUMARINO-3-CARBOXILICOS

Dentre os varios derivados cumarinicos, os acidos cumarino-3-carboxilicos sdo
conhecidos por sua versatilidade sintética e potencial aplicagdo para diversas
finalidades. Tradicionalmente, a sintese desses acidos € realizada por meio da
condensacgao de Knoevenagel entre salicilaldeido, acido de malbnico e catalisador
basico (Esquema 4). (Cunha, et al., 2015)

Esquema 4 - Sintese do acido cumarino-3-carboxilico via condensacao de
Knoevenagel. (Cunha, et al., 2015).
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No entanto, muitos desses métodos empregam solventes organicos volateis,
tempo elevado e rendimento medianos. Como alternativa foi desenvolvida uma
metodologia mais sustentavel, reagindo salicilaldeido e acido de Meldrum (2,2-dimetil-
1,3-dioxano-4,6-diona), que utiliza agua como solvente e sem o uso de catalisadores
(Cunha, et al., 2015). Além disso, essa metodologia pode ser empregada para
salicilaldeidos substituidos com grupos retiradores de elétrons, fornecendo os

correspondentes acidos cumarino-3-carboxilicos (Esquema 5). Essas abordagens
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nao apenas reduzem o impacto ambiental, mas também simplificam o processo de

purificacdo dos produtos obtidos.

Esquema 5 - Sintese do acido cumarino-3-carboxilico via acido de Meldrum (Cunha,
etal., 2015).
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1.4 CUMARINA-3-CARBOXAMIDAS (CUMARILAMIDAS)
As cumarina-carboxamidas (cumarilamidas) representam uma subclasse de
amidas derivadas da cumarina, caracterizadas pela presengca de um esqueleto
cumarinico ligado a um grupo amida (-CONH-), que pode estar ligado em diferentes

posicdes do anel cumarinico, especialmente nas posigcdes 3 e 4 (Figura 17).

Figura 17 - Estrutura geral das cumarina-3/4-carboxamidas.
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Algumas linhas de pesquisa tém demonstrado interesse no desenvolvimento
de derivados de cumarinas-carboxamidas com potencial atividade antimicrobiana. A
modificagdo estrutural da cumarina por meio da introdugédo de grupos carboxamida
representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novos compostos
com perfil farmacologico ampliado e seletivo. Neste sentido, o trabalho de Yu et al.
(2018) traz contribui¢cdes relevantes ao demonstrar a sintese racional e a avaliagéo
biolégica de uma série de derivados de cumarina-3-carboxamida (VIII-XI, Figura 18)
com potencial atividade antifungica. Os autores relataram que modificacbes
especificas nas cadeias laterais amidas impactaram significativamente a eficacia dos
compostos frente a patdbgenos como Botrytis cinerea, Alternaria solani, Gibberella

zeae, Rhizoctonia solani, Cucumber anthrax e Alternaria leaf spot.
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Figura 18 - Cumarinas-3-carboxamidas com potencial antifungico (VIlI-XI), (Yu,et al.,

2018).
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1.5 SINTESE CUMARILAMIDAS (CUMARINA-CARBOXAMIDAS)

A sintese das cumarilamidas pode ser realizada por diferentes métodos, sendo
aquele mais comumente empregado, o que envolve a reagdo de aminas com cloretos
de acila, anidridos ou ésteres derivados da cumarina. Métodos classicos incluem a
ativagdo de acidos carboxilicos via formagao de intermediarios reativos, como os
cloretos de acila, que reagem diretamente com aminas para formar as respectivas
amidas (Esquema 6) (Smith, 2019).

Esquema 6 - Sintese de Amida com intermediario (cloreto de acila) via SOCl2.

0] 0 (0]
SOCl, Aminas
R)J\OH — ) A R)J\N’R1
DMF(cat) | R* Cl Iy
2

Para a formacéo destes intermediarios reativos, especialmente os cloretos de
acila, € muito comum o uso do cloreto de tionila para reagdo de desidroxilagao de
alcoois ou acidos carboxilicos. Estas reagdes com cloreto de tionila podem ocorrer
tanto sem solventes quanto com solvente e uso de catalisadores. Em reagdo sem
solventes € necessario o excesso do reagente, assim como o refluxo para que a
reacdo ocorra rapidamente. Entretanto, o processo com uso de solvente e
catalisadores como N,N-dimetilformamida (DMF) e N,N-dimetilacetamida (DMAC)
pode ser uma escolha viavel. Na presenca de cloreto de tionila, esses catalisadores
reagem para formar um intermediario altamente reativo, o ion clorometileniminio

também conhecido como intermediario de Vilsmeier-Hack (Agudo-Alvarez et al.,
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2024). Esse intermediario eletrofilico atua ativando o acido carboxilico pela formagao
de um intermediario acilado mais suscetivel a substituicdo nucleofilica, facilitando a
clivagem da ligagdo C—-O da funcé&o hidroxila e promovendo a formacéao do haleto de
acila desejado.

Outra abordagem amplamente utilizada é a ativagdo mediada por agentes de
acoplamento, como o DCC (N,N'-diciclohexilcarbodiimida) ou EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) e aditivos como HOBt (1-hidroxibenzotriazol), que
promovem a condensacéo entre acidos carboxilicos e aminas (Esquema 7) (Ghosh,
etal., 2021).

Esquema 7 - Sintese de amida a partir acido carboxilico e agentes de acoplamento
(Procopio, et al., 2024).

0 0
DCC / HOBt
Ar + Ar—NH, DCCITHOBL_ Ar
~Aon 40°C / 30 min QJ\'}I
H

Além disso, novas abordagens cataliticas, como o uso de catalisadores
metalicos de paladio e cobre, tém mostrado grande eficiéncia na formacéao seletiva de
amidas (Allen et al., 2011).

1.6 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL DOS DERIVADOS CUMARINICOS

Uma estratégia promissora amplamente utilizada na descoberta de novos
farmacos € a hibridagcdo molecular, que consiste na combinagdo racional de
fragmentos bioativos de diferentes moléculas com atividades farmacoldgicas
conhecidas, originando uma nova entidade quimica com potencial terapéutico
aprimorado. Essa abordagem visa explorar sinergias entre os fragmentos
incorporados, resultando em compostos hibridos que podem apresentar maior
poténcia, seletividade ou propriedades farmacocinéticas otimizadas em relagao aos
farmacos originais. Além disso, a hibridagcdo molecular pode contribuir para a
superacao de mecanismos de resisténcia, reduzir efeitos adversos e ampliar o
espectro de agao (lvasiv et al., 2019).

Assim sendo, considerando a relevancia do potencial antimicrobiano apresentado
pelo nucleo cumarinico, especialmente relacionado a atividades antifungicas,
propdem-se nesse trabalho a sintese de duas séries de cumarina-3-carboxamidas

(3a-i) e (6a-i), planejadas estruturalmente por hibridagdo molecular (Figura 19). A
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escolha por trabalhar com carboxamidas deve-se ao fato de ja existirem antifungicos
comercialmente disponiveis contra diversos fitopatégenos dessa classe, como o
Bixafen (VALPURA®), comercializado pela Bayer Agro.

Uma vez definidos os grupamentos a serem hibridizados, decidiu-se manter o
padrao estrutural dos fungicidas da classe carboxamida, no qual o nucleo cumarinico
(em verde, Figura 19) representa a parte polar ligada a carbonila da amida, sendo
esse nucleo sem substituintes (Série A, 3a-i) ou contendo hidroxilas nas posi¢des 7 e
8 do anel cumarinico (Série B, 6a-i). A introdugdo desses grupos visa aumentar a
polaridade desse grupamento, bem como as suas solubilidades em agua. Na porcao
apolar ligada ao nitrogénio amidico (em azul, Figura 19), foram escolhidas dez aminas
diferentes (grupos G, em ciano, Figura 19), estes variando entre aminas primarias,
ciclicas, aromaticas alquiladas, aromaticas halogenadas e heterociclicas, com o

objetivo de se realizar um estudo de relagao estrutura atividade (REA).

Figura 19 - Planejamento estrutural por hibridacdo molecular das cumarinas-3-
carboxamidas (Séries A e B, 3a-i e 6a-i).
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

v Sintetizar derivados de cumarinas diferentemente funcionalizados e avaliar seu
potencial antifungico frente a Phakopsora pachyrhizi, causador da ferrugem asiatica

da soja.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Sintese e caracterizagdo espectroscopica de cumarilamidas diferentemente
funcionalizadas;

v' Avaliagdo do potencial antifingico das cumarilamidas obtidas frente aos
esporos do fungo P. pachyrhizi;

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

pontos-chave para a atividade antifungica dessa classe de substancias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SINTESE E CARACTERIZAGAO DOS PRECURSORES ACIDO 3-CARBOXICUMARINICOS (1 E
4)

A sintese dos acidos 3-carboxicumarinicos (1 e 4) foi realizada por meio da
reacao dos respectivos 2-hidroxibenzaldeidos com o acido de Meldrum, utilizando

agua como solvente, conforme descrito por Deshmukh et al. (2003). (Esquema 8).

Esquema 8 - Rota sintética para a obteng¢do do acido 3-carboxicumarinico (1).

0 o)
0 o)
X OH
. \\‘O/\Of H,0, 75°C, 4 -6h
R OH X 2= T R 0~ o
R R

2-hidroxibenzaldeidos Acido de Meldrum Acidos 3-carboxicumarinicos
(R=H ou OH) 1 (R = H): 94%
4 (R = OH): 91%

A proposta mecanistica para a formagao desses compostos se inicia com a
consideragao de que o acido de Meldrum possui uma acidez alta. Em solugéo aquosa,
seu pKa é de 4,97 (Pihjala et al., 1969) e igual a 7,32 em DMSO (Arnett et al., 1984),
sendo comparavel ao acido acético, enquanto os 2-hidroxibenzaldeidos possuem
pKas entre 6 e 8 (solugao aquosa). Assim sendo, propdéem-se que a formacao dos
acidos 3-carboxicumarinicos (Esquema 9) possa ocorrer por meio da adicado
nucleofilica do acido de Meldrum, que se encontra parcialmente ionizado no meio
aquoso (Esquema 9). Na sequéncia, ocorre o ataque intramolecular do oxigénio para
formar o anel da lactona (XIl), bem como a eliminacao de uma molécula de acetona
(XIV), seguida entao da protonagao do acido carboxilico, formacgao da dupla carbono-

carbono e eliminagcdo de uma molécula de agua.
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Esquema 9 - Mecanismo proposto para a obtencéo dos acidos 3-carboxicumarinicos.

H H
o J_0 ©

a) f%fd + 00 OWO Ho

H ™ H 0.__0O PN

X K H™H

TN

B o @
" OH
H
H .
b) + f(l)(t) S H o, -0~
R OH H " H HoH
R OH
R R

(R=H ou OH)
® Q
(OH O HO OH O
H © < ? &
c) + ><*> Y/ s g @O/% + H TH
R OH 0o R 5 0 R B2
R 0 R H
Xil Xin
OH O
OH O 5 OH O 0
on  HPH o /U\ o, )
e - A
/% 0
@ R oro oy
R o \?fa ; R 0" SoH k H ! (|1|(OH H " H
r
R H R H/O\H
XIV
=om OHs 0 o
H @
OH @ ot _“HO _ Xy “oH
H™"H + H,0
R 0 o R o or\.-o_H R 0 No 2
R );
R o
1(R=H)
4 (R = OH)

Como resultado da sintese proposta, os produtos (1 e 4) foram obtidos na forma
de sélidos branco e amarelo, respectivamente, que precipitam no meio reacional
conforme ocorre a reagao, obtendo-se assim as substancias com altos rendimentos
(94 e 91%, respectivamente), pois o equilibrio € deslocado no sentido da formagao
dos produtos devido a sua precipitagdo (Cunha, et al., 2012). A identificacdo da
substancia 1 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 (Deshmukh et al., 2003).
Além de confirmar sua identidade, tal medida indica que o produto foi obtido com alto
grau de pureza, ndao havendo necessidade de um processo de purificagdo

subsequente. Para a substancia 4, obteve-se um ponto de fusdo igual a 270-273°C,
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que esta de acordo com os valores encontrados na literatura 270-271°C (Ghalehshahi
et al., 2018), confirmando-se também a sua identidade e pureza.

Desta forma, foi dada sequéncia no processo de caracterizagdo do composto 1
através de seu espectro de massas de alta resolugcido ionizado positivamente por
eletrospray (ESI(+)-QTOF-MS) - (Figura 20). Tal espectro também confirma a
obtencao de 1, visto que é possivel observar a presenga do pico do ion molecular
ionizado positivamente [M+H]* com razdo massa-carga (m/z) de 191,0345, conforme
esperado para sua massa monoisotopica, adicionada a massa de um préton
(191,0339 Da). Também foi encontrado um sinal de m/z de 173,0240 Da,
correspondente a formacgao do ion acilio, um fragmento estavel muito comum para
compostos carbonilados, proveniente de fragmentagbes a (Paiva, et al., 2015) e a
formacgao do ion aduto [M+Na]* de m/z 213,0168 Da, cuja m/z esperada é de 213,0158
Da.

Figura 20 - Espectro de massas de alta resolugéo (ESI(+)QTOFMS) composto 1.
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Por sua vez, o espectro de massas de alta resolugéo ionizado positivamente por
eletrospray (ESI(+)-QTOF-MS) do composto 4 (Figura 21) apresentou o pico do ion
molecular ionizado positivamente [M+H]* com razdo massa-carga (m/z) de 223,0243
Da, conforme esperado para sua massa monoisotdpica adicionada a um proton
(223,0237 Da). Também foi encontrado um sinal de m/z de 205,0131 Da,
correspondente a formacao do ion acilio, bem como a formacgao do ion aduto [M+Na]*
de m/z 245,0062 Da (m/z esperada 245,0056 Da).

Figura 21 - Espectro de massas de alta resolugdo (ESI(+)-QTOF-MS) do composto 4.
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A caracterizacao estrutural de 1 foi concluida com a aquisicao do espectro de
RMN de "H (Figura 22), no qual observou-se a presenca de sinais caracteristicos da
formacgao do produto, tais como: um simpleto em 8,76 ppm, equivalente ao hidrogénio
cumarinico mais desblindado (H4); um outro simpleto em 13,27 ppm referente ao
hidrogénio ligado ao oxigénio da carboxila (COOH); um duplo dupleto em 7,91 ppm
(J=7,8 e 1,6 Hz), referente ao hidrogénio cumarinico (H5); um duplo duplo-dupleto em
7,74ppm (J=8,7, 7,3 e 1,6 Hz), referente ao hidrogénio cumarinico (H7) e, por fim, um
multipleto em 7,42 ppm, correspondentes aos demais hidrogénios cumarinicos (H6 e
H8).
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Figura 22 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz) do composto 1, utilizando DMSO-ds
como solvente.
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Enquanto no espectro de RMN de '"H do composto 4 (Figura 23), também foram
observados sinais que corroboram com a formacdo do produto, tais como: um
simpleto em 8,65 ppm, equivalente ao hidrogénio cumarinico mais desblindado (H4);
um outro simpleto em 12,87 ppm referente ao hidrogénio ligado ao oxigénio da
carboxila (COOH); dois simpletos em 10,64 e 9,57 ppm referente aos hidrogénios das
hidroxilas presentes nas posi¢gdes C7 e C8 do anel cumarinico e, finalmente, dois
dupletos em 7,26 ppm e 6,86 ppm, ambos com constantes de acoplamentos de 8,5

Hz, referentes aos respectivos hidrogénios cumarinicos H5 e H6.
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Figura 23 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz) do composto 4 utilizando DMSO-ds
como solvente.
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3.2 SINTESE E CARACTERIZAGAO DAS CUMARILAMIDAS (SERIE A, 3A-1)

Apos a obtencdo e caracterizagdo do acido 3-carboxicumarinico (1), as
cumarilamidas desejadas foram obtidas em duas etapas adicionais. Através da reagéo
do composto 1 com excesso de cloreto de tionila (SOCI2), para formagao do cloreto
do acido (2). Em seguida, as respectivas aminas (aromaticas, alifaticas,
heterociclicas) foram adicionadas juntamente com o composto 2, utilizando-se
acetona como solvente, para gerar as cumarilamidas correspondentes (3a-i),

conforme Esquema 10.

Esquema 10 - Rota sintética para a obteng¢ao do cumarilamidas 3a-i.

0] (0] 0]
.G
X OH a X Cl b X N
—_— [— |l|
O~ S0 Oo” ~0 Oo” ~0
1 2 3a-i

Reagentes e condi¢des: a) SOCI2 (26 eq), refluxo, 2h30 ; b) Amina correspondente (1,02 eq, a-i),

acetona, refluxo, 1h.
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Todas as cumarilamidas preparadas foram obtidas com éxito e com rendimentos

variando entre 61-91% (Tabela 1), sendo bons rendimentos principalmente,

considerando-se as duas etapas de reagao, seguidas de uma etapa de cristalizag&o

para purificagdo. Sendo que as aminas aromaticas apresentaram um rendimento

médio superior dentro da série planejada, em comparacao as aminas alifaticas.

Tabela 1 - Rendimentos em duas etapas obtidos para cumarilamidas 3a-i.
(0]

@@f“
(0N

o Caract. Rend.
Substancia R . . P.F. Obtido P.F. literatura
Fisica (%)
\ .
o) Solido 0
3a /©/ 88 _5op0 221°C
HoN amarelo 222-224°C (Yu etal., 2018)
HNT ™Y Sélido R 136-138°C
3b L_o 73 122-124°C (Sepay et al., 2015)
branco
Q/ Sdlido 230-232°C
3c HoN 84 235-237°C (Chimenti et al.,
bege 2006)
j“”z Sélido
3d 91 _57q0 147-148°C
Y branco 270-273°C (Li et al., 2025)
Sdlido o
3e 1 64 . 139-140°C
N castanho 155-156°C (Yu et al., 2018)
Sdlido
3f '@ 61 age 194-196°C
HaN branco 185-187°C (Helal et al., 2010)
& Solido 210-211°C
3g branco 90 219-220°C (Chimenti et al.,
HaN 2006)
A~ . 4ane
HoN Soélido 4240 128-130°C
3h 74 131-134°C (sepay et al, 2015)
branco
_ >< Sélido . 203-204°C
3 N castanho 77 122-124°C (He et al., 2014)

O mecanismo proposto para primeira etapa de reagao (Esquema 11) se inicia

pelos processos de adigao-eliminagao nucleofilica da hidroxila presente no acido 3-

carboxicumarinico (1), pelo ion cloreto proveniente do cloreto de tionila. Para isso,

primeiramente ocorre o ataque nucleofilico do oxigénio de (1) ao cloreto de tionila
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(SOCI2), seguido de eliminacdo de um cloreto (ClI’) com posterior ataque deste
nucledfilo ao carbono mais eletropositivo do acido (1). Em seguida, ocorre a
eliminacdo do dioxido de enxofre (SO2) e do acido cloridrico, de modo a se obter o

cloreto de acila correspondente (2).

Esquema 11 - Mecanismo proposto para obteng¢ao do cloreto de acila (2).
o CI

N ¢l
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N c
L E \J
o) o) (o
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O mecanismo proposto para a segunda etapa de reagao (Esquema 12) se inicia
pelo ataque nucleofilico da amina correspondente a carbonila do cloreto de acila (2),
carbono este altamente eletrolitico devido ao efeito retirador de elétrons exercido pelo
oxigénio da carbonila e pelo cloro (grupo abandonador). Assim, um intermediario
tetraédrico instavel é formado, que se estabiliza com a eliminag¢ao do ion cloreto, que
por fim, promove a desprotonagao da amida, formando um &acido cloridrico, que é

eliminado na forma gasosa.
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Esquema 12 - Mecanismo proposto para obtengdo das cumarilamidas.
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As respectivas estruturas foram confirmadas inicialmente por obtencdo dos
espectros de massas de alta resolugdo ionizados positivamente por eletrospray
(ESI(+)-QTOF-MS), os quais apresentaram os picos dos ions moleculares com razao
m/z compativeis com as massas molares das substancias desejadas, que variaram
de 231 a 334 g.mol'. Posteriormente, através da analise dos espectros de RMN de
'H, notou-se a presenca de sinais caracteristicos da formagao das cumarilamidas, tais
como: simpletos com deslocamentos quimicos entre 10,54 e 10,90 ppm, referentes
aos hidrogénios ligados aos nitrogénios das amidas (CONH), bem como simpletos
com deslocamentos entre 8,22 e 8,93 ppm, relativos aos hidrogénios mais
desblindados do anel cumarinico (H4). Dependendo da natureza (alifatica ou
aromatica) dos grupos ligados ao nitrogénio amidico, foram observados sinais
caracteristicos nas regides entre 8,0 e 9,0 ppm ou entre 10,0 e 11,0 ppm,
respectivamente.

Desta forma, a titulo de exemplo, sera exposto como foi realizada a
caracterizagao espectroscopica do derivado 3a, que apresentou ponto de fusao igual
a 220°C (literatura 221°C, de acordo com Yu et al. 2018). No espectro de RMN de 'H
(Figura 24), identificou-se o sinal correspondente ao hidrogénio mais desblindado do
anel cumarinico (H4), encontrando-se com um deslocamento quimico de 8,91 ppm e,
entao, fez-se a integracdo do sinal, correspondente a 1,00. Em seguida, fez-se a

integracao dos outros sinais presentes no espectro, normalizados conforme a integral
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de H4, encontrando-se assim a soma total de 10H, distribuidos em 8 sinais. Sabe-se
que o sinal com o maior deslocamento quimico (10,54 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, como nitrogénio. Observou-se também a
presenca de um duplo dupleto em 8,01 ppm, com integral correspondente a 1H e
constante de acoplamento de 7,8 Hz, sugerindo assim que o sinal corresponde a um
hidrogénio relativamente desblindado (H5). Sequencialmente, encontramos um duplo
duplo-dupleto em 7,78 ppm, com integral correspondente a 1H e constantes de
acoplamento de 8,7, 7,3 e 1,6 Hz, sugerindo um sinal de hidrogénio cumarinico (H7).
Na regido de 7,70 — 7,61 ppm, encontrou-se um multipleto com integragéo para 2H
referente aos hidrogénios H12 e H16 do anel benzénico. Em 7,55 ppm, um dupleto
com integral correspondente a 1H e constante de acoplamento igual a 8,3 Hz,
sugerindo um sinal de hidrogénio de cumarinico (H8). Em 7,47 ppm, apresentou-se
um sinal de triplo dupleto com integral correspondente a 1H e constantes de
acoplamento de 7,5 e 1,1 Hz, indicando para um préton vizinho a dois hidrogénios em
posicao orto (-0) e outro hidrogénio vizinho em posicdo meta (-m), assim corroborando
o hidrogénio cumarinico (H6). Outro multipleto péde ser visto em 7,09-6,86 ppm, com
integral correspondente a dois hidrogénios, referente aos hidrogénios benzénicos H13
e H15. Por fim, observou-se a presencga de um simpleto em 3,75 ppm, com integracéo
para 3H, concluindo-se assim que se trata dos hidrogénios H17a, H17b e H17 do
substituinte metoxila presente na posigao para (-p) ao anel benzénico. Com estas
informacdes, concluiu-se o assinalamento dos sinais presentes no espectro de RMN

de 1H do derivado 3a, que se encontra resumido na Tabela 2.
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Figura 24 - Expanséao do espectro de RMN de 1H (400 MHz) do composto 3a
utilizando DMSO-ds como solvente.
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Tabela 2 - Deslocamentos quimicos do RMN de 1H (400 MHz, DMSO), em ppm,
obtidos para a substancia 3a.

N°H OH (nH, m, J em Hz)
NH 10,54 (1H, s)
4 8.91 (1H, s)
: S 5 8.01 (1H, dd, 7,8 € 1,6)
i, A A A A1 7 7.78 (1H, ddd, 8,7, 7,3 e 1,6)
10
.l'xaﬁa'a\\?/z'% ! 12e 16 7.70 - 7.61 (2H, m)
8 7.55 (1H, d, 8,3)
3a 6 7.47 (1H, td, 7.5 e 1,1)
13 e 15 7.09 — 6.86 (2H, m)
17a,17b e 17c 3.75 (3H, s)

A caracterizacao por espectrometria de massas de alta resolucéo ionizado
positivamente por eletrospray (ESI(+)-QTOF-MS) foi realizada por meio de propostas
do ion molecular e respectivas fragmentacdes, conforme demonstrado na Figura 25.
Para a molécula 3a, com massa monoisotdpica de 295,0844 Da, observou-se um sinal

correspondente ao ion molecular positivamente ionizado [M+H]+* com a m/z de
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296,0914, que esta de acordo com o esperado para a massa molecular mais um
préton 296,0917 Da. Também foi observada a formagao do ion aduto [M+Na]* de m/z
308,0736 Da (esperado 308,0737 Da) (Figura 26). Quanto as fragmentagdes, foi
encontrado um sinal de m/z de 173,0240 Da, correspondente a formagéao do ion acilio,
um fragmento estavel muito comum para compostos carbonilados, proveniente de

fragmentacdes a (Paiva et al., 2015).

Figura 25 -Possiveis fragmentos gerados no espectro de massas para a estrutura 3a.
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Figura 26 - Espectro de massas do composto 3a.
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3.3 SINTESE E CARACTERIZAGAO DAS DI-HIDROXI-CUMARILAMIDAS (SERIE B, 6A-I)

ApOs a obtengao e caracterizagédo do acido 3-carboxi-7,8-dihidroxicumarinico (4),
este reagiu com cloreto de tionila (SOCI2), utilizando N,N-dimetilformamida (DMF)
como catalisador e acetonitrila como solvente, para formagao do respectivo cloreto do
acido (5). Em seguida, as respectivas aminas (aromaticas, alifaticas, heterociclicas)
foram adicionadas juntamente com o composto 5, utilizando-se acetonitrila como
solvente, para gerar as dihidroxi-cumarilamidas correspondentes (6a-i), conforme

Esquema 13.

Esquema 13 - Rota sintética para a obtengao do dihidroxi-cumarilamidas 6a-i.

o) o) 0
| | [
X OH a N Cl b N N~
— e |l|
HO 0 X0 HO o X0 HO o X0
OH OH OH
4 5 6a-i

Reagentes e condigdes: a) SOCIz (3,3 eq), DMF (gotas), acetonitrila, 40-50°C, 2h ; b) amina
correspondente (1,1 eq, a-i), 20-25°C, 2h.

A proposta de mecanismo (Esquema 14), se inicia com o ataque nucleofilico
do oxigénio carbonilico da N,N-dimetilformamida (DMF) ao enxofre eletrofilico do
cloreto de tionila (SOCI2), formando um intermediario do tipo Vilsmeier (ion
clorometileniminio). Em seguida, o oxigénio carbonilico do acido carboxilico (4) ataca
o carbono eletrofilico desse intermediario, promovendo a eliminagcdo de um anion
cloreto. Este anion atua como nucledfilo, atacando a carbonila do novo intermediario
e originando o cloreto de acila (5), com liberagcdo do DMF regenerado, confirmando
seu papel catalitico. Durante o processo, o SOCI2 é consumido, liberando diéxido de

enxofre (SOz), como subproduto gasoso.
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Esquema 14 - Mecanismo proposto para obteng¢ao do cloreto de acila (5) utilizando
DMF como catalisador.
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~ Cl
X OH |,
+ /N:C/CI T’
| | @
HO o o H H
OH Intermediario
4 Vilsmeier
N, @~
(N
o 0" “H
N N Cl X o
) =
H
HO (0] 0] HO (0] (0]
DMF
OH OH
5

Todas as cumarilamidas preparadas foram obtidas com éxito e com rendimentos
variando entre 63-93% (Tabela 3), sendo bons rendimentos principalmente
considerando-se as duas etapas de reacdo, seguidas de uma etapa de cristalizagao
para purificagdo. Ao contrario do observado na série anterior (A), nesta série (B) as
cumarilamidas referentes as aminas alifaticas apresentaram rendimentos superiores
as demais aminas sintetizadas. As respectivas estruturas foram confirmadas
inicialmente por obtencdo dos espectros de massas de alta resolugao, ionizados
positivamente por eletrospray (ESI(+)-QTOF-MS), nos quais apresentaram os picos
do ion molecular com razdo m/z compativeis com a massa molar das substancias
planejadas, que variaram de 263 a 366 g.mol"'. Posteriormente, através da obtengéo
de RMN de 'H, nos quais apresentaram sinais caracteristicos da formagao das amidas
desejadas, com deslocamento quimico de 8,59 e 10,90 ppm, referente ao hidrogénio
ligado ao nitrogénio das amidas (NH), bem como um simpleto com deslocamento

entre 8,05 e 8,83 ppm, relativo ao hidrogénio do anel cumarinico (H4).
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Tabela 3 - Rendimentos em duas etapas obtidos para dihidroxi-cumarilamidas 6a-i

O
X R
HO O” ™0
OH
Caract. Rend.
Substancia R PF ] P.F.
Fisica (%) obtido literatura

\

(0]
6a Solido amarelo 76 >300°C Inédito
6b ") Solido amarelo 76 ~ 260-261°C  Inédito
6c HzN/O Solido castanho 64 255-258°C Inédito

NH,
6d ﬁNj Solido castanho 83 208-210°C Inédito

o/

6e HZNV@ Solido castanho 89 258-260°C Inédito
6f y N/O Sdlido bege 68 256-257°C Inédito

CFg
69 Sélido amarelo 90 >300°C Inédito

HoN
6h HoNT " Sélido verde 91 216-218°C Inédito
5] H2N>< Solido amarelo 93 283-285°C Inédito
Desta forma, a titulo de exemplo, detalhamos como se procedeu a

caracterizagéo espectroscépica do derivado 6g. No espectro de RMN de 'H (Figura

27), identificou-se o sinal correspondente ao hidrogénio mais desblindado do anel

cumarinico (H4), encontrado com um deslocamento quimico de 8,83 ppm, e, entao,

fez-se a integracéo do sinal, correspondente a 1,00. Em seguida, fez-se a integragao

dos outros sinais presentes no espectro, normalizados conforme a integral de H4,

encontrando-se assim a soma total de 10H, distribuidos em 10 sinais. Sabe-se que o

sinal com o maior deslocamento quimico (10,90 ppm) corresponde ao hidrogénio mais

desblindado da estrutura (NH). Também com grandes deslocamentos quimicos,

encontraram-se dois sinais com integrais equivalentes a um hidrogénio cada, em

10,80 ppm e 9,70 ppm, apresentando-se na forma de simpletos largos, o que indica
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que estes hidrogénios estao ligados a um elemento eletronegativo, como oxigénio.
Desta forma, concluimos que sao as hidroxilas substituintes no anel cumarinico nas
posicdes 7 e 8. Sequencialmente, observou-se um tripleto com deslocamento em 8,26
ppm, com integral equivalente a 1H e constante de acoplamento de 2,0 Hz, relativo
ao hidrogénio do anel benzénico (H12). Um multipleto entre 7,94-7,87 ppm, com
integral correspondente a 1H, correspondente a um hidrogénio aromatico (H16). Um
tripleto em 7,61 ppm, com integral correspondente a 1H e constante de acoplamento
de 8,0 Hz, sugere um sinal de hidrogénio aromatico (H13). Um outro multipleto entre
7,52—7,45 ppm e integral equivalente a 1H, indicando que é um hidrogénio aromatico
(H14), completando assim o sistema aromatico ligado a por¢do do grupo amida
formado. Em 7,37 ppm, um dupleto com integral correspondente a 1H e constante de
acoplamento igual a 8,6 Hz, corresponde a um sinal de hidrogénio cumarinico (H5).
Por ultimo, encontrou-se um segundo dupleto em 6,94 ppm, com integral equivalente
a 1H e constante de acoplamento de 8,5 Hz, indicando que € o ultimo hidrogénio do
anel cumarinico (H6). Com estas informacdes, concluiu-se o assinalamento dos sinais
presentes no espectro de RMN de 'H do derivado 6g, que se encontra resumido na
Tabela 4.

Tabela 4 - Deslocamentos quimicos do RMN de 1H (400 MHz, DMSO), em ppm,
obtidos para a substancia 6g.

N° H 5H (nH, m, J em Hz)
T NH 10,90 (1H, s)
i OH7 10,80 (1H, s)
AT OH8 9,70 (1H, s)
?1/5§4|a/4%?/9\r71”/11\‘12%3 ‘ o8 (I8
o NP 12 8,26 (1H, t, 2,0)
OH ) 16 7,94 —7.87 (1H, m)
13 7,61 (1H, 1, 8,0)
5 7,52 -7,45 (1H, m)
14 7,37 (1H, d, 8,6)

6 6.94 (1H, d, 8,5)




Figura 27 - Expansao do espectro
utilizando DMSO-ds como solvente.
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A caracterizacdo por espectrometria de massas de alta resolugdo ionizado

positivamente por eletrospray (ESI(+)-QTOF-MS) foi realizada por meio de propostas

do ion molecular e respectivas fragmentacdes, conforme demonstrado na Figura 28.

Para a molécula 6g, com massa monoisotépica de 365,0511 Da, observou-se um sinal

correspondente ao ion molecular positivamente ionizado [M+H]+* com a m/z de

366,0602, que esta de acordo com o esperado para a massa molecular mais um

préton 366,0584 Da. Quanto as fragmentagdes, foram encontrados dois sinais, nos

quais correspondem as fragmentagdes na porgdo amida da molécula, fragmentos
estes de m/z de 222,1836 Da (esperado 222,0397 Da) e 274,2535 Da (esperado

274,0710 Da), corroborando a caracterizagao esperada para o composto 6g.
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Figura 28-Espectro de massas de alta resolucao (ESI(+)-QTOF-MS) do composto 6g.
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3.4 ENSAIOS IN VITRO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

360

380

Depois de devidamente sintetizadas e caracterizadas, dezoito cumarilamidas

foram submetidas a ensaios in vitro de inibicdo de germinacdo dos esporos P.

pachyrhizi em meio de cultura (BLUM, 2009). Apds devida semeadura e incubacgao, a

germinagdo dos esporos foi quantificada em microscopio oOptico (10X), sendo

considerado germinado o esporo com tubo germinativo maior que o comprimento do

esporo (Figura 26).
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Figura 29 - Fotos de testes in V|tro de ‘germinacao dos esporos de P. pachyrhizi.
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Foto a esquerda: Teste controle (alto nivel de germinagao), tubo germinativo maior
que comprimento do esporo. Foto a direita: Teste com Fluxapiroxade (baixo nivel de
germinagao), sem tubo germinativo ou malformados.

Como é possivel observar nos Graficos 3 e 4, as cumarilamidas apresentaram
uma taxa de inibigdo de germinacgéo dos esporos entre 3 e 82% com porcentagens de
germinacgao entre 13 e 70%. Considerando que o ensaio controle teve 72% de
germinagao, quinze das substancias avaliadas apresentaram porcentagens inibigao
de germinagcdo menores do que 50%, o que nao representa um bom potencial
antifungico nesse experimento. Entretanto, os compostos 3i (82%), 3h (81%) e 3g
(57%) com taxa de inibicdo superiores a 50% merecem destaque, visto que
apresentaram resultados semelhantes aos fungicidas Protioconazol (76%) e

Fluxapiroxade (61%), utilizados como controles positivos.

Grafico 3 - Porcentagens de germinagao in vitro para estudo de sensibilidade
antifungica dos compostos 18 cumarilamidas sintetizadas em dos esporos do fungo
P. pachyrhizi, classificados pelo nivel de sensibilidade.
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Grafico 4 - Taxa de inibicdo de germinagao in vitro para estudo de sensibilidade
antifungica dos compostos 18 cumarilamidas sintetizadas em dos esporos do fungo
P. pachyrhizi, classificados pelo nivel de sensibilidade.
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Analisando-se a Tabela 5, pode-se realizar um estudo de relacdo estrutura-
atividade preliminar dessa classe de compostos. De um modo geral, observa-se que
os derivados da Série A apresentaram os melhores resultados de inibicdo de
germinacgao dos esporos variando de 3 a 82% versus 4 a 40% na Série B. Ademais,
comparando-se os derivados que apresentam os mesmos substituintes nas duas
séries, € possivel notar que, dentre os nove derivados, seis pertencentes a Série A
(3a, 3b, 3f, 3g, 3h e 3i) foram mais ativos do que seus correspondentes na Série B, o
que sugere que as hidroxilas ligadas ao anel cumarinico nao parecem ser relevantes
para a atividade antifungica avaliada através dessa metodologia (ensaios de

germinagao de esporos).
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Tabela 5 - Resultados dos testes de germinagao in vitro para estudo de sensibilidade
antifungica dos compostos 3a-i e 6a-i sobre os esporos do fungo P. pachyrhizi,

classificados entre compostos da mesma série.

Estrutura geral

0O
Rend. |Germinagao |Porcentagem
N R RieR2 R (%) dos esporos | de inibicdo
R o0 o (%) (%)
R
Controle - - - 72 0
Proticonazol - - - 17 76
Fluxapiroxade - - - 28 61
\
(0]
SérieA | 3a| Ri Rz-H 88 56 22
H2N/©/
SéreA | 3b| RiRe-H | M) 73 52 28
SérieA | 3c| RiRe=H | 0| ea 70 3
NH,
SérieA | 3d| Ri Rz-=H Nf 91 61 15
o/
SérieA | 3e | RiRe-H |, [C ]| 64 55 24
SerieA | 3f | RiResH | [ )| 48 33
CF,
SérieA | 3g | Ri Rz2-H @ 90 31 57
HoN
SérieA | 3h| Ry Ra=H [H.N~ | 74 14 81
SérieA | 3i | Ri Rz-H H2N>( 77 13 82
\
o
SérieB | 6a | R1, Rz2=OH 76 69 4
H2N/©/
SérieB | 6b |Ri,Re-OH | " | 76 68 6
SérieB | 6c |RiR-OH | L) | 64 43 40
NH,
SérieB | 6d |R1, Rz2= OH mf 83 53 26
0./
SérieB | 6e |R1, R2= OH HZNV@ 89 49 32
SérieB | 6f |R1, R2= OH HZN/O 68 55 24
CFs
SérieB | 6g |R1, R2= OH /@ 90 62 14
HoN
SérieB | 6h [Ri,R2=OH |H,N~ | 91 67 7
SérieB | 6i |R1, R2= OH H2N>< 93 57 21
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Dentro da Série A, observou-se que a presenga de substituintes de carater
alifatico, especialmente, pouco volumosos como propila (3h) e t-butila (3i), contribuiu
positivamente para a obtencdo dos melhores resultados: 81 e 82% de inibicdo de
germinagdo, respectivamente. Contrariamente, a presengca de substituintes
aromaticos parece contribuir negativamente para a atividade bioldgica, sobretudo
quando o anel benzénico apresenta grupos doadores de elétrons, como metoxila (3a,
22%) e metila (3¢, 3%), quando comparados a grupos retiradores de elétrons como a
trifluormetila (3g, 57%). Esse mesmo padrdo ndo foi observado para a Série B, na
qual o melhor resultado foi obtido justamente para um derivado aromatico substituido
por um grupo doador de elétrons (metila, 6¢, 40%). Nessa série, a substituicdo do anel
benzénico com grupos mais fortemente doadores como a metoxila (6a, 4%) ou
retiradores como a trifluormetila (6g, 14%) prejudica a atividade em comparagao ao
derivado metilado (6¢, 40%). Com relagao aos derivados alifaticos da Série B, também
houve uma modificagdo na relacdo observada para a Série A, pois os derivados
menos volumosos, como aqueles que apresentam a propila (6h, 7%) e morfolina (6b,
6%) apresentaram os piores resultados, enquanto derivados contendo grupos mais
volumosos foram ligeiramente mais potentes, tais como: t-butila (6i, 21%) e 4-(2-

aminoetil)morfolina (6d, 26%).

4 PARTE EXPERIMENTAL

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 0s
processos descritos por Armarego e Chai. (Armarego et al., 2003). O processo de
monitoramento das reacgdes foi realizado através de analises de cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector ultravioleta. De acordo com as seguintes condi¢des
operacionais: Coluna cromatografica de fase reversa RP-18 (150 mm de comprimento
x4,6 mm de didmetro interno x 5 uym tamanho de particula), marca Waters,
temperatura da coluna de 25°C, fluxo de fase mével de 1,0 mL/min, comprimento de
onda de 220 nm e volume de injegdo de 5 uL. A fase mével em gradiente constituida
de metanol grau HPLC e solugdo aquosa de formiato de aménio 5 mM + 0,1% de

acido férmico. Aquisicao dos dados foi adquirida pelo Software OpenlLab da empresa
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Agilent Technologies. As amostras foram preparadas através da adicdo de uma gota
do meio reacional em 10 mL de metanol e levadas ao ultrassom até solubilizagao

completa.

4.2 METODO DE CARACTERIZACAO

Os espectros de massas de alta resolugdo (QTOF-MS) foram obtidos através de
infusdo direta e com ionizagao positiva por eletrospray, no espectrémetro de massa
de alta resolugado (QTOF-MS) da marca SCIEX modelo X500R, do Laboratério de
Pesquisa e Desenvolvimento da empresa Adama Brasil S.A. O software utilizado para
aquisigao e tratamento dos espectros obtidos foi o SCIEX OS. Os espectros de RMN
foram obtidos em um espectrometro Bruker modelo Avance lll, operando a 400 MHz
para 1H, equipado com sondas multinucleares de 5 mm. Os espectros foram
registrados utilizando o DMSO-D como solvente. O software utilizado para o
processamento dos espectros de RMN foi o MestreNova (Verséo 14). Para calibragao
do espectro de RMN de 1H foram adotados os valores de 2,50 ppm para o DMSO. As
areas dos sinais foram obtidas por integracao eletrénica, e suas multiplicidades foram
descritas da seguinte forma: simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q), 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 reator de vidro encamisado de 500 mL equipado com agitagdo mecanica,
adicionou-se 250 mL de agua destilada, salicilaldeido (10,7 g; 0,0876 mol) e acido de
Meldrum (12,9 g; 0,0895 mol) com agitacdo de 200 rpm. A mistura reacional
permaneceu sob agitacdo e aquecimento a 75°C durante 4 horas. Uma amostra do
meio reacional foi coletada para analise da conversdo do material de partida por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A reagéao foi considerada concluida quando o
teor de salicilaldeido encontrado fosse menor que 0,1% em normalizacao de area. Na
sequéncia, a mistura reacional foi arrefecida a temperatura ambiente, e entdo, o
precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada gelada (3 x 30 mL). A

massa Uumida foi levada a estufa a 70 °C para secagem até que a massa fosse
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constante. O acido 3-carboxicumarinico (Massa molecular: 190,15 g/mol) foi obtido
como um sélido branco (14,3 g) com rendimento de 94%.

4.4 SINTESE DA CUMARILAMIDAS 3A-I

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, acoplado a um condensador de
refluxo, adicionou-se 0,5 g do acido 3-carboxicumarinico (2,63 mmol), 5,0 mL de
cloreto de tionila (26 eq.). A mistura reacional permaneceu sob refluxo e agitagéo por
2 horas e 30 minutos, conforme descrito por Saeed et al, 2015. Entdo, o excesso de
cloreto de tionila foi removido com o auxilio de vacuo. Em seguida, ao cloreto de acido
cumarinico formado, foi adicionada uma solugdo da amina (aromatica, alifatica,
heterociclica) correspondente (2,68 mmol, 1,02 eq) em 20 mL de acetona. A reagao
permaneceu sob refluxo e agitagdo por 1 hora. Uma amostra do meio reacional foi
coletada para analise da conversdo na cumarilamida correspondente por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A reacgéao foi considerada concluida quando o
teor de cloreto acido (2) encontrado fosse menor que 0,1% em normalizagao de area.
Posteriormente, a solugéo foi vertida em um béquer contendo gelo picado e o
precipitado obtido foi entao filtrado a vacuo e lavado com agua destilada gelada (3 x
5 mL). Entdo os produtos formados foram secos em estufa a 70°C até massa

constante. Assim, obtiveram-se as substancias 3a-i com rendimentos entre 64 e 90%.
N-(4-metoxifenil)-3-carboxamida-cumarina (3a): Sélido amarelo; 88%; P.F.: 222-
224 (233-235°C, Yu et al., 2018). RMN 'H (DMSO, 400 MHz) &: 10.54 (s, 1H, NH10),
8.91 (s, 1H, H4), 8.01 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H, H5),

f@ 177.78 (ddd, J = 8.7, 7.3, 1.6 Hz, 1H, H7), 7.70 — 7.61

6 R (m, 2H, H12 e H16), 7.55 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H8),
! ; ? O 7.47 (td,J=7.5,1.1 Hz, 1H, H6), 7.09 - 6.86 (m, 2H,
H13 e H15), 3.75 (s, 3H, H17a, H17b e H17c).

HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]*= 296,0914 Da (calculado 296,0917 Da) e [M+Na*]=
318,0736 Da (calculado: (318,0737 Da).
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3-morfolinacarbonil-cumarina (3b): Sdlido branco; 73%; P.F.: 122-124°C (136-

10 138°C, Sepay et al., 2015) RMN 'H (DMSO, 400 MHz) &:
N/\” 8.22 (s, 1H, H4), 7.78 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H, H8), 7.68
13 O (ddd, J = 8.3, 7.3, 1.6 Hz, 1H, H6), 7.46 (d, J = 8.4 Hz,
1H, H1), 7.41 (td, J = 7.5, 1.1 Hz, 1H, H5), 3.66 — 3.58
(m, 4H, H11a, H11b, H12a e H12b), 3.55 (t, J = 4.8 Hz, 2H, H10a e H10b), 3.40 (dd, J
=5.5,4.0Hz, 2H, H13a e H13b). HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]*=260,0912 Da (calculado:
260,0917Da) e [M+Na*]= 282,0738 Da (calculado: (282,0737 Da).

N-(4-metilfenil)-3-carboxamida-cumarina (3c): Solido bege; 84%; P.F.lit.: 235-

.5 237°C (230-232°C, Chimenti et al., 2006). RMN

o 1?7H3 H (DMSO, 400 MHz) &: 10.61 (s, 1H, NH10),
4 —
A 5 4o ) N11 13 8.93 (s, 1H, H4), 8.03 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H,
@ 3 lo 12 H5), 7.79 (ddd, J = 8.7, 7.3, 1.6 Hz, 1H, H6), 7.66
! 0" o — 7.59 (m, 2H, H12 e H16), 7.57 (d, J = 8.3 Hz,

1H8), 7.48 (td, J =7.5, 1.1 Hz, 1H, H7), 7.20 (d, J
= 8.2 Hz, 2H, H13 e H16), 2.30 (s, 3H, H17a, H17b e H17c). HRMS (ESI+) (m/z):
[M+H]*=280,0927 Da (calculado: 280,0895 Da) e [M+Na*]= 302,0752 Da (calculado:
(302,0788 Da).

N-[2-(morpholin-4-yl)ethyl]-3-carboxamida-cumarina (3d): Sdélido branco; 91%;
o 17%6\0 P.F.: 270-273°C (147-148°C (Li et al., 2025).
11 \) RMN 'H (DMSO, 400 MHz) &: 8.97 (t, J = 6.0 Hz,

NN 1
12 14 1H, NH10), 8.90 (s, 1H, H4), 8.01 (dd, J = 7.8,

|1|o

1.6 Hz, 1H, H5), 7.77 (ddd, J = 8.7, 7.4, 1.6 Hz,
1H, H6), 7.52 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H8), 7.49 — 7.42 (m, 1H, H7), 3.96 (d, J = 12.9 Hz,
2H, H11a e H11b), 3.77 (dd, J = 17.9, 9.1 Hz, 4H, H15a, H15b, H16a e H16b), 3.52
(d, d =12.4 Hz, 2H, H12a e H12b), 3.35 (s, 2H, H14a e H14b), 3.11 (d, J = 11.7 Hz,
2H, H17a e H17b). HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]*=303,1333 Da (calculado: 303,139 Da).
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N-(benzil)-3-carboxamida-cumarina (3e): Sdélido castanho; 64%; P.F.: 155-156°C
139-140°C (Yu et al., 2018). RMN 'H (DMSO, 400

o)
- 4\ L5 s MHz) 8:9.13 (t, J = 6.1 Hz, 1H, NH10), 8.89 (d, J =
] | 4a 3 HO b 0.7 Hz, 1H, H4), 8.00 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H, H5),

8 0o 14 7.76 (ddd, J = 8.8, 7.3, 1.6 Hz, 1H, H6), 7.52 (d, J =

8.3 Hz, 1H, H8), 7.45 (id, J = 7.6, 1.1 Hz, 1H, H7), 7.42 — 7.31 (m, 4H, H13, H14, H16
e H17), 7.26 (ddt, J =8.5, 5.2, 2.7 Hz, 1H, H15), 4.55 (d,  =6.1 Hz, 2H, H11a e H11b).
HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]+=280,0971 Da (calculado: 280,0895 Da) e [M+Na*]=
302,0801 Da (calculado: (302,0788 Da).

N-ciclohexil-3-carboxamida-cumarina (3f): Sélido branco; 61%; P.F.: 185-187°C
(194-196°C, Helal et al., 2010). RMN 'H (DMSO, 400
14 MHz) &: 8.86 (s, 1H, H4), 8.62 (d, J = 7.8 Hz, 1H, NH10),
‘\/rg\NH/Oqg 7.99 (dd, J=7.8, 1.6 Hz, 1H, H5), 7.75 (ddd, J = 8.6, 7.3, 1.6
Hz, 1H, H6), 7.52 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H8), 7.45 (td, J = 7.5, 1.1

S Hz, 1H, H7), 3.81 (dt, J = 9.6, 4.4 Hz, 1H, H11), 2.17 — 0.91

(m, 10H, H12a, H12b, H13a, H13b, H14a, H14b, H15a, H15b, H16a e H16b). HRMS (ESI+)

(m/z): [M+H]*= 272,1276 Da (calculado: 272,1281 Da) e [M+Na*]= 294,1105 Da
(calculado: (294,1101 Da).

15

N-[3-(triflurometiI)feniI]-3-carboxamida-cumarina (3g): Solido branco; 90%; P.F.:
219-220°C (210-211°C, Chimenti et al., 2006). RMN 'H

14 (DMSO, 400 MHz) &: 10.88 (s, 1H, NH10), 8.92 (d, J = 0.6

6 ‘\/fg\ Hz, 1H, H4), 8.26 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H16), 8.02 (dd, J = 7.8,
1.6 Hz, 1H, H8), 7.93 (dd, J = 7.8, 2.1 Hz, 1H, H14), 7.80

(ddd, J =8.7, 7.3, 1.6 Hz, 1H, H13), 7.64 (t, J = 8.0 Hz, 1H,

H7), 7.57 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H6), 7.54 — 7.48 (m, 1H, H12), 7.47 (d, J = 1.1 Hz, 1H,

H17). HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]+= 334,0682 Da (calculado: 334,0685 Da) e
[M+Na*]= 356,0516 Da (calculado: (356,0505 Da).

/Mm
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N-propil-3-carboxiamida-cumarina (3h): Sélido branco; 74%; P.F.: 131-134°C (128-

5 4 1 13 130°C, Sepay et al., 2015). RMN "H (DMSO, 400 MHz) 5:

6 4a e N/\/
G 2% © 8.86(d,J=0.7 Hz, 1H, H4), 870 (t, J = 5.8 Hz, 1H, NH10),
'Y 0o 7.99 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H, H5), 7.75 (ddd, J = 8.8, 7.3,

1.6 Hz, 1H, H7), 7.51 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H8), 7.45 (td, J = 7.5, 1.1 Hz, 1H, H6), 3.29
(td, J =7.1,5.9 Hz, 2H, H11a e H11b), 1.55 (h, J = 7.3 Hz, 2H, H12a e H12b), 0.91 (t,
J = 7.4 Hz, 3H, H13a, H13b e H13c). HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]*= 232,0938 Da
(calculado: 232,0968 Da) e [M+Na*]= 254,0759 Da (calculado: (254,0787 Da).

N-(terc-butil)-3-carboxamida-cumarina (3i): Solido castanho; 77%; P.F.: 122-124°C

0 12 (203-204°C, . RMN 'H (DMSO, 400 MHz) &: 8.84 (d, J = 0.6

6 a X g9 r;10><13 Hz, 1H, H4), 8.57 (s, 1H, NH10), 7.96 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H,

o Yo H H5), 7.74 (ddd, J = 8.7, 7.3, 1.6 Hz, 1H, H7), 7.51 (d, J = 8.4

Hz, 1H, H8), 7.44 (td, J = 7.5, 1.1 Hz, 1H, H6), 1.38 (s, 9H,

H11a, H11b, H11c, H12a, H12b, H12¢, H13a, H13b e H14c). HRMS (ESI+) (m/z):

[M+H]+= 246,1095 Da (calculado: 246,1125 Da) e [M+Na*]= 268,0913 Da (calculado:
(268,0944 Da).

4.5 SINTESE DO ACIDO 7,8-DIHIDROXI-3-CARBOXICUMARINICO

Em um reator de vidro encamisado de 500 mL equipado com agitagdo mecanica,
adicionou-se 100 mL de agua destilada, 2,3,4-trihidroxibenzaldeido (5,45 g; 0,035 mol)
e Acido de Meldrum (6,70g; 0,046 mol) com agitagdo de 200 rpm. A mistura reacional
permaneceu sob agitacao e aquecimento a 75°C durante 4-6 horas. Uma amostra do
meio reacional foi coletada para analise da conversdo em acido 7,8-dihidroxi-3-
hidroxicumarinico por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A reagédo foi
considerada concluida quando o teor de 2,3,4-trihidroxibenzaldeido encontrado fosse
menor que 0,1% em normalizacdo de area. Na sequéncia, a mistura reacional foi
arrefecida a temperatura ambiente, e entdo, o precipitado foi filtrado a vacuo e lavado
com agua destilada gelada (3 x 20 mL). A massa umida foi levada a estufa a 70°C
para secagem até que a massa fosse constante. O acido 7,8-dihidroxi-3-
hidroxicumarinico (Massa molecular: 222,15 g/mol) foi obtido como um sélido amarelo

(7,15 g) com um rendimento de 91%.
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4.6 SINTESE DE DIHIDROXI-CUMARILAMIDAS 6-A-|

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, adicionou-se 0,5 g do acido 7,8-
dihidroxi-3-carboxicumarinico (2,25 mmol), 20 mL de acetonitrila, 0,05 g de N,N-
dimetilformamida (DMF) e 0,65 g de cloreto de tionila (5,46 mmol/2,4 eq.). A mistura
reacional permaneceu em agitacdo a 40-50 °C por 2 horas. Uma amostra do meio
reacional foi coletada para analise da conversdo no respectivo cloreto acido (5) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A reagéao foi considerada concluida quando o
teor de acido 7,8-dihidroxi-3-carboxicumarinico (4) encontrado fosse menor que 0,1%
em normalizagédo de area. Em seguida, ao cloreto de acido 7,8-dihidroxi-cumarinico
formado no meio reacional anterior, foi adicionada uma solugéo da amina (aromatica,
alifatica, heterociclica) correspondente (2,475 mmol, 1,1 eq) em 5 mL de acetonitrila.
A reacado permaneceu em agitagcdo a 20-25°C por 2 horas. Uma amostra do meio
reacional foi coletada para analise da conversao na cumarinamida correspondente por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e a reag¢ao foi considerada concluida quando
o teor de cloreto acido (5) encontrado fosse menor que 0,1% em normalizagdo de
area. Posteriormente, o solvente acetonitrila foi removido sob vacuo e o produto
formado foi solubilizado em metanol e cristalizado por resfriamento até 0°C. Os
cristais formados de dihidroxi-cumarilamidas foram filtrados e secos em estufa a 70°C
até massa constante. Assim, obtiveram-se as substancias 6a-i com rendimentos entre
63—-93%.

7,8-di-hidroxi-N-(4-metoxifenil)-3-carboxamida-cumarina (6a): Solido amarelo;

154 Owgyy, 76%; P.F. >300°C (inédito). RMN 'H (DMSO, 400

13 MHz) &: 10.74 (s, 1H, NH10), 10.57 (s, 1H, OH7),

9.67 (s, 1H, OH8), 8.82 (s, 1H, H4), 8.02 — 7.52 (m,

OH 2H, H12 e H16), 7.36 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H5), 6.99 —

6.93 (m, 2H, H13 e H15), 6.92 (d, J = 7.1 Hz, 1H, H6), 3.75 (s, 3H, H18a, H18b e

H18c). HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]* 328,0790 Da (calculado 328,0816 Da) e [M+Na*]=
350,0616 Da (calculado: (318,0635 Da).
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7,8-di-hidroxi-3-morfolinacarbonil-cumarina (6b): Sélido amarelo; 76%; P.F.: 259-
261°C (inédito). RMN H (DMSO, 400 MHz) &: 10.35 (s, 1H,
OH7), 9.48 (s, 1H, OH8), 8.05 (s, 1H, H4), 7.09 (d, J = 8.5
Hz, 1H, H5), 6.84 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H6), 3.64 — 3.50 (m,
8H, H10a, H10b, H11a, H11b, H12a, H12b, H13a e H14b). HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]*
292,0818 Da (calculado 292,0815 Da) e [M+Na*]= 314,0649 Da (calculado: (314,0635
Da).

7,8-di-hidroxi-N-(4-metilfenil)-3-carboxamida-cumarina (6c¢): Sdlido castanho;
. 2 __CH, 64%; P.F.: 255-258°C (inédito). RMN 'H (DMSO, 400

1317 MHz) &: 10.75 (s, 1H, NH10), 10.64 (s, 1H, OH7), 9.67
0 12 (s, 1H, OH8), 8.82 (s, 1H, H4), 7.60 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
H12 e H16), 7.36 (d, J=8.6 Hz, 1H, H5), 7.18 (d, J=8.3
Hz, 2H, H13 e H15), 6.93 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H6), 2.28 (s, 3H, H17a, H17b e H17c).
HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]* 312,0876 Da (calculado 312,0866 Da) e [M+Na*]=
334,0706 Da (calculado: (334,0685 Da).

7,8-di-hidroxi-N-[2-(morfolin-4-il)etil]-2-0x0-2H-1-benzopiran-3-carboxamida
5 18(”\0 (6d): Sdlido castanho, 83%; P.F.: 208-210°C (inédito).
] S ua 4\ . N/”\/N\)15 RMN 'H (DMSO, 400 MHz) &: 10.83 (s, 1H, OH7), 9.62
@ > ® ™ (s, 1H, OH8), 8.94 (t, J = 6.0 Hz, 1H, NH10), 8.77 (s,
no OH 1H, H4), 7.35 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H5), 6.95 (d, J = 8.5
Hz, 1H, H6), 3.96 (d, J = 12.9 Hz, 2H, H11a e H11b), 3.82 — 3.69 (m, 4H, H15a, H15b,
H17a e H17b), 3.52 (d, J = 12.6 Hz, 2H, H12a e H12b), 3.31 (s, 2H, H14a e H14b),
3.11 (s, 2H, H18a e H18b). HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]* 335,1247Da (calculado

335,1238Da).

7,8-di-hidroxi-N-(benzil)-3-carboxamida-cumarina (6e): Sodlido castanho, 89%;
17 P.F.: 258-260°C (inédito). RMN 'H (DMSO, 400 MHz) &:
" 9.00 (t, J = 6.1 Hz, 1H, NH10), 8.76 (s, 1H, H4), 7.37 —

1 7.29 (m, 6H, H5, H13, H14, H15, H16 e H17), 6.89 (d, J
= 8.5 Hz, 1H, H6), 4.56 — 4.47 (m, 2H, H11a e H11b).

HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]*= 312,0885 Da (calculado 312,0866 Da).
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7,8-dihidroxi-N-ciclohexil-3-carboxiamida-cumarina (6f): Sélido bege; 68%; P.F.:
5 15 " 256-257°C (inédito). RMN 'H (DMSO, 400 MHz) &: 10.65
11/013 (s, 1H, OH7), 9.61 (s, 1H, OH8), 8.74 (s, 1H, H4), 8.61
10 12 (d, J =7.8 Hz, 1H, NH10), 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5),

6.90 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H6), 3.79 (q, J = 9.4, 8.4 Hz, 1H,

H11), 1.94 — 0.99 (m, 10H, H11a, H11b, H12a, H12b,
H13a, H13b, H14a, H14b, H15a, H15b, H16a e H16b). HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]*
304,1187 Da (calculado 304,1179 Da) e [M+Na*]= 326,1016 Da (calculado: (326,0999
Da).

7,8-di-hidroxi-N-[3-(triflurometil)fenil]-3-carboxamida-cumarina (6g):  Sdlido
amarelo; 90%; P.F.: >300°C (inédito). RMN 'H (DMSO,
"N, 400 MHz) &: 10.90 (s, 1H, NH10), 10.80 (s, 1H, OH7),
9.70 (s, 1H, OH8), 8.83 (s, 1H, H4), 8.26 (t, J = 2.0 Hz,
1H, H12), 7.94 — 7.87 (m, 1H, H16 ), 7.61 (t, J = 8.0 Hz,
1H, H13), 7.52 — 7.45 (m, 1H, H14), 7.37 (d, J = 8.6 Hz,
1H, H5), 6.94 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H6). HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]" 366,0602 Da
(calculado: 366,0584 Da).

F

13

7,8-di-hidroxi-N-propil-3-carboxamida-cumarina (6h): Sdlido verde, 91%; P.F.:
216-218°C (inédito). RMN 'H (DMSO, 400 MHz) &: 8.73
(s, 1H, H4), 8.68 (t, J = 5.8 Hz, 1H, NH10), 7.32 (d, J =
8.5 Hz, 1H, H5), 6.89 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H6), 3.27 (q, J
= 7.0 Hz, 2H, H11a e H11b), 1.53 (h, J = 7.3 Hz, 2H,
H12a e H12b), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H, H13a, H13b e H13c). HRMS (ESI+) (m/z):
[M+H]* 264,0865Da (calculado 264,0866 Da) e [M+Na*]= 286,0686 Da (calculado:
(286,0686 Da).
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7,8-di-hidroxi-N-(terc-butil)-3-carboxamida-cumarina(6i): Solido amarelo, 93%;
13 P.F.: 283-285°C (inédito) RMN 'H (DMSO, 400 MHz) &:
10.65 (s, 1H, OH7), 9.60 (s, 1H, OH8), 8.72 (s, 1H, H4),
8.59 (s, 1H, NH10), 7.30 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H5), 6.90 (d, J
= 8.5 Hz, 1H, H6), 1.38 (s, 9H, H12a, H12b, H12c, H13a,
H13b, H13c, H14a, H14b e H14c). HRMS (ESI+) (m/z): [M+H]*= 278,1020 Da
(calculado 278,1023 Da) e [M+Na*]= 300,0850 Da (calculado 300,0842 Da).

4.7 ENSAIOS IN VITRO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Foram conduzidas duas rodadas de ensaios de inibicdo de germinagao dos
esporos, in vitro, utilizando a metodologia de germinagao de esporos (Figura 30) de
P. pachyrhizi em meio de cultura (BLUM, 2009) (BLUM; REIS, 2013), (HIRANO, 2009).

Os inoculos de ferrugem da soja, provenientes de amostras de populagéo de
ureddésporos, foram obtidos através de coletas de plantas de soja naturalmente
infectadas na safra de verao 2024/25, na regiao de Rolandia-PR. As amostras foram
mantidas em geladeiras a 5°C até a condugéo dos testes de germinagao.

Os ureddsporos de P. pachyrhizi, utilizados para os testes, foram removidos
das folhas de soja por agitagdo manual, em agua destilada com 0,5% de surfactante
Tween 20 (marca registrada).

Utilizaram-se placas de Petri do tamanho 60 x 15 mm (esterilizadas e
descartaveis), nas quais foi vertida uma solugdo de BDA 75% (Batata de dextrose
Agar) fundente, deixando-as resfriar & temperatura ambiente. Depositou-se um mililitro
de suspenséo de ureddsporos (2 X 102 por placa), quantificado com auxilio de uma
camara de “Neubauer’. Em seguida foi adicionada na placa com suspensdo dos
uredosporos o volume de um mililitro de solugdo na concentragdo de 100 mg.L" de
cada composto do presente trabalho. isoladamente preparado em agua destilada. As
placas foram incubadas em BOD (camara de germinagao) a 22°C + 1°C pelo periodo
de 6 horas em auséncia de luz, tempo e condicdes ideias para o desenvolvimento do
tudo germinativo dos esporos. Foram conduzidas 3 repetigdes por composto (BLUM,
2009).

A germinacéao dos esporos foi quantificada em microscoépio 6ptico (10X), sendo

considerado germinado o esporo com tubo germinativo maior que o comprimento do



67

esporo. Foram observados 100 esporos por placa. Os testes de germinagéo foram
considerados validos quando os testes de controles obtiveram germinacgao superior a
50%.

Figura 30 - llustracdo da metodologia do teste de germinagao in vitro.
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A partir dos resultados apresentados, pode-se concluir que as duas séries de
cumarilamidas (3a—i e 6a—i) foram obtidas em bons rendimentos (63 a 93%). Ressalta-
se que, dentre as dezoito amidas sintetizadas, nove pertencentes a série (6a—i) séo
inéditas na literatura, sendo todas caracterizadas com sucesso por meio de analises
de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 'H) e espectrometria de massas

de alta resolugao por tempo de voo (QTOF-MS).

Adicionalmente, observou-se que os compostos 3h e 3i, ambos da série A,
apresentaram potencial antifUngico similar aos fungicidas de referéncia Proticonazol
e Fluxapiroxade em ensaios in vitro de inibigdo da germinagao de esporos de
Phakopsora pachyrhizi, agente etioldgico da ferrugem asiatica da soja. A analise da
relagao estrutura—atividade (SAR) evidenciou que pequenas modificagbes estruturais
exerceram impacto significativo no potencial antifungico. Na série A (3a—i), constituida
por derivados sem substituintes hidroxila, destacou-se o efeito favoravel de cadeias

alifaticas curtas ligadas ao grupamento amidico, sugerindo que substituintes menos
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volumosos poderiam favorecer o reconhecimento pelo alvo bioldgico, o que resulta

em maior eficacia antifungica.

Como perspectivas, propde-se a complementacdo do estudo do potencial
antifungico dos compostos sintetizados, considerando a possibilidade de
apresentarem mecanismos de ag¢ao adicionais nao contemplados pelos ensaios in
vitro de inibicdo da germinacédo. Para tal, pretende-se realizar estudos computacionais
frente a alvos moleculares reconhecidamente importantes para essa classe de
fungicidas, como a enzima succinato desidrogenase. Além disso, torna-se necessario
avancar para avaliagdes in vivo, como em folhas destacadas. Nessa perspectiva,
mesmo 0s compostos da série (6a—i) ndo devem ser descartados, uma vez que sua
maior solubilidade em meios aquosos pode favorecer processos de absorcao,
translocacao e agao sistémica como agentes antifungicos. Adicionalmente, pretende-
se ampliar a investigagdo do potencial biolégico dessas moléculas em diferentes
frentes, incluindo atividades antibacteriana, antimicobacteriana, antioxidante,

antiparasitaria e, eventualmente, antitumoral.
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APENDICE A — CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DO ACIDO 3-CARBOXICUMARINICO

Figura 1A — Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 1 em DMSO-d6.
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APENDICE B — CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DO AcCIDO 7,8-DIHIDROXI-3-

CARBOXICUMARINICO

Figura 1B — Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 4 em DMSO-d6.
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APENDICE C — CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DAS CUMARILAMIDAS (3A-1)
Figura 1C - Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 3a em DMSO-d6.
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Figura 2C - Espectro de massas de alta resolugao (ESI(+)QTOFMS) do composto 3a.
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Figura 5C — Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 3¢ em DMSO-d6.
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Figura 9C - Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 3e em DMSO-d6.
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Figura 11C - Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 3f em DMSO-d6.
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Figura 13C - Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 3g em DMSO-d6.
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Figura 14C - Espectro de massas de alta resolucao (ESI(+)QTOFMS) composto 3g.
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Figura 15C - Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 3h em DMSO-d6.
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Figura 17C - Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 3i em DMSO-d6.
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APENDICE D-CARACTERIZAGAO ESPECTROSCOPICA DAS DIHIDROXI-CUMARILAMIDAS (6A-1)
Figura 1D - Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 6a em DMSO-d6.
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Figura 2D — Espectro de massas de alta resolugédo (ESI(+)QTOFMS) composto 6a.
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Figura 3D — Espectro de RMN de '"H (400 MHZ) do composto 6b em DMSO-d6.
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Figura 4D — Espectro de massas de alta resolucao (ESI(+)QTOFMS) composto 6b.
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Figura 5D — Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 6¢c em DMSO-d6.
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Figura 6D — Espectro de massas de alta resolugao (ESI(+)QTOFMS) composto 6c.
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Figura 7D — Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 6d em DMSO-d6.

88

o
b
coogoo
o nuuunununwum
o~ - -
W xr afafafafafal
| 29 s H38@a ol g g82Fgogstenn8nrRgs8sngay
S o © aaan M ma o QAARKNRNRNNNODMALLOOARTT N®R®Q
8822088 23 7 =3 [ [ ~ N B T e B
@Ch BV‘N—! Mmoo (=3 ~—
L= T S S e e o I T I T ) m —
Mo m e e e = B
P B | A
1| | Q 18
i I I I
| 5. 4 9. 11, 15
~ £
LT g
| | i j \ 10
'\ ol
BN N S ¢\ S ENPZNZN
— o =1 o ~ HO g (o] o]
o <+ o o ~ | 6d
T T T T T T T T T T T T T T 1 OH
42 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 28
f1 (ppm)
F(d) H(m)|l K (s)
95 3.73 [ 3.11
A(s) B (s) G(d)]|[](s)
10.83 9.62 3.96 | |}.31
neR 1(d)
838 3.5p
030‘3&)
/N
{
I
o
J[\j UI“.
I e Y |
o
S
- i “
T T T T T |
8.95 8.90 | ! g| s
| |
1 (ppm) . \ |9 JUWW__ L i
Nl H A B M H )
~ O (= 2] [=g=] = b o MO W
o o a9 S 9 SoSoo
f = =] o — — — N NN
T T T L T T T L T T T L T T T ¥ T 1 T T T 1 T T T 1 T T T T T
16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
1 (ppm)

Figura 8D — Espectro de massas de alta resolucao (ESI(+)QTOFMS) composto 6d.
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Figura 9D — Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 6e em DMSO-d6.
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Figura 10D — Espectro de massas de alta resolugédo (ESI(+)QTOFMS) composto 6e.
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Figura 11D — Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 6f em DMSO-d6.

wn
S z REE ARS8
— L= o @ o M~ M 0o
NN %
ERan ¢ M
HogRe e
Lk [ | |
— — 7. 18, 2
ﬁw TI/\’/ \T/ b, o
|
i
J 5 3 ;
[ i \4/ g Ry,
I‘ I 1 | 10 13
|
¢ | OH
/oA i
S I S
=] D (d) F(d)
L S — T T B.61 6.90
40 39 38 37 36
71 (ppm) B(s) E{S) E) )
10.65 9.61 874 7.33 3.79
gugsdpigtnangRa
Z05BRIEEERARASARE
P
\\‘
"
i | |
Mo 1 |
1}
i ™ '
Ahad WA . 1 |
8
2 |
T |ESLCIN OB T T LIS R S PO I L ‘ g
19 18 17 1.6 15 14 13 12 11 ‘ | ‘ | ||| ‘
_ — 1. (pem) Pl ) JJ ,_______m_‘_"L,Jl‘L——‘\_J LJLLU IL,_,__,_____________kgiA&‘ e
HH et e o i L
8 & 88 g 8 8 &8 3
T T T T T T T T T T T = T D‘ \ﬁv_'. T = \H T T T IH T OI = T T T T T T T T T
16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 <2 -3
f1 (ppm)
Figura 12D — Espectro de massas de alta resolugdo (ESI(+)QTOFMS) composto 6f.
"304.1187
1.3e5
1.2e5
1.1c6
1.0e5 4
9.0ed
B.0ed
7 0ed
6.04
5.0ed
4 Ded
3.0e4 4
2.0e4 305.1229 3261016
1.0ed 200.2384
§4.9500 149.0238 .
1 205.0144
0.0e0 - - —— - e v - - T + el 4 T T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Mass/Charge, Da

380



91

360 380

il | |
260 280 320 340

240
Mass/Charge, Da

160 180 200 220

140

120

95269 | e
T o W — I
919€ L —'Y1a L en
S89E°L = ' .
0£8E"/ . B
v L~y an g
< 0LLbL ™~ e b &
s s . i) £ m
y 656k Y | (2] e
'e) bO6bL P l+ O =
066", ek (= a
() £665 L - P0leg - E 2
= ££19°2 b o g 8
Q g9’ e 3 S
. [ @2 C ™ [=]
1688'2~, ~ 2 &
e 8168°L~ =10 I n 3
o mmmm.@ﬂ 1 Le . 7
“ Lo
5606°¢-| @ = s
nw.. ET6°L] r L
197672
o IP0SWa 0005 Ty /c7 )8 L~ O
- 9526 9h757'9T i ] =
n 09€6'976/97°8 I
m. 6969 | % |w 3 \Q} -
919¢°7 | — i + 2
= S895°L 1 S L= -
0€BE'L ! S &
m vvhv.L r % & o
. o ]
0LLE L ~ 8 =
@] S6LY L I (o) & 8
© 656tL L ® i
\7-./ $o6+" L On g ©
066"£1 5 g
T €£65'L1 == g
S ££19'/ loE O 2
ZEE9'L ] a8 -
o s | == F =z 0
S 8169'¢1 — o5 -
< 5568 ShEel 152 | HMM.M .
3 606 /- llal Bl P m ———— m o [ =
T zET6 L Ez|lonr h ] 1 WN.W ©
1976'L- zg "~ Tial® Q@
1e zses L. | - e K © T
5, o I oot | =
Y98 ] | : 7)) o
© segzsf o= 1 L ® g
= 0828'8- _ -
5 B 3 8
= S00£'6— o —— 00T © b= m
o S -
() 68607~ %] 58 1| amu m .
© BSE8OT-" 1w . 2R <s = ——= £ |l. O "
P @ = 00T -3
O \ / s g
o) i B 3 >
o Z: H o W
& od g &
| N 8 I
4 I
() 7 & z A
L =
™ /
- @ [ 4
< J N_3 S
o N R EEEEEEEEEEEE
= 3 -5 & ¢ 8§ 8§ 8 § 8 £ % 2 3 312 I I 3
> m > - - - - - - - - - @ Y [ © [ = 3 o
[r—1 ]
i g .=
LL sda *Aysuanul



92

Figura 15D — Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 6h em DMSO-d6.
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Figura 16D — Espectro de massas de alta resolu¢ao (ESI(+)QTOFMS) composto 6h.
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Figura 17D — Espectro de RMN de 'H (400 MHZ) do composto 6i em DMSO-d6.
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Figura 18D — Espectro de massas de alta resolu¢ao (ESI(+)QTOFMS) composto 6i.
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