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RESUMO 

A Parte I teve como objectivo a pesquisa de novos constituintes bioactivos da planta 

Solanum cernuum Vell. 

Identificaram-se, pela primeira vez no género Solanum, três triterpenos com um esqueleto 

de 31-norcicloartanona ((+)-cicloeucalenona, (+)-24-oxo-31-norcicloartanona e (+)-24(1,3-

dioxetano)-31-norcicloartanona) e quatro alcalóides com uma unidade (2-aminopirrolidin-1-

il)carboxamidina acilada com o ácido isoferúlico assumindo configurações E e Z (cernumidina, 

isocernumidina, cernumidina B e isocernumidina B). 

A (+)-24-oxo-31-norcicloartanona apresentou actividade anti-neoplásica selectiva para as 

células de pulmão NCIH460, actividade anti-inflamatória relevante e uma inibição acentuada da 

expressão da COX-2. A (+)-24(1,3-dioxetano)-31-norcicloartanona apresentou também actividade 

para as células de leucemia K562. A cernumidina provocou inibição da interleuquina-8 (IL-8) em 

células do carcinoma do cólon HT-29 superior a 50%. 

Foram também identificados quercitrina, afzelina, hiperina, ácido ferúlico e N-

acetildopamina. 

Na Parte II desenvolveram-se estudos sobre metodologias de síntese de novos cromóforos 

derivados da 7-amino-4-metilcumarina. 

Foi realizado um estudo da reacção de Buchwald-Hartwig para a introdução de grupo(s) 

electrodoador(es) na posição 7 e de um grupo electroatractor na posição 3 com rendimentos 

razoáveis. Foram obtidos os compostos 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona, 4-metil-

7-(fenilamino)- 2H-cromen-2-ona, 3-bromo-7-(4-metoxi-fenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona e 3-

bromo-4-metil-7-(fenilamino)- 2H-cromen-2-ona. Os espectros de absorção destes quatro 

cromóforos apresentaram c.d.o. máximos desviados para a zona do vermelho. 

Para a expansão do sistema π pela introdução de um grupo etinileno como ponte conjugada 

na posição 3 foi necessário a activação desta posição. Para tal, procedeu-se à bromação da N-(4-

metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida seguida da reacção de Sonogashira-Hagihara com o 
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álcool propagílico. A oxidação posterior ao aldeído formou a N-(4-metil-2-oxo-3-(3-oxoprop-1-

inil)2H-cromen-7-il)octanamida.  

Numa aproximação convergente foi testada a síntese do ácido 2-cianopent-2-en-4-óico (sem 

sucesso) para posterior reacção de Sonogashira-Hagihara com 3-bromo-N-(4-metil-2-oxo-2H-

cromen-7-il)octanamida. 

 

Palavras-chave Parte I  

Solanum cernuum Vell.; 31-Norcicloartanonas; Cernumidinas; Actividade anti-inflamatória; 

Actividade anti-neoplásica 

 

Palavras-chave Parte II 

Corantes; sensibilizadores; Cumarinas; Cromóforos; Reacção de Buchwald-Hartwig; Reacção 

de Sonogashira-Hagihara 
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ABSTRACT 

The first part focused on the research of new bioactive constituents from Solanum cernuum 

Vell. 

Three triterpenoids with a 31-norcycloartanone structure ((+)-cycloeucalenone, (+)-24-oxo-

31-norcycloartanone and (+)-24(1,3-dioxiethane)-31-norcycloartanone) and four new alkaloids 

(cernumidine, isocernumidine, cernumidine B and isocernumidine B) with a (2-aminopyrrolidin-1-

yl)carboxamidine unit condensed in amide form with E or Z isoferulic acids were isolated for the 

first time from Solanum genus. 

(+)-24-Oxo-31-norcycloartanone has selective activity against lung tumor cell line (NCIH460) 

and decreases significantly COX-2 protein expression. (+)-24(1,3-dioxiethane)-31-

norcycloartanone) was also active against leukemia cell line K562. Cernumidine displayed 

inhibition of interleukin-8 production by HT-29 colon carcinoma cells. 

The known phenolic compounds quercitrin, afzelin, hyperin, ferulic acid andN-

acetyldopamine were also identified. 

In the second part, with the aim of synthesizing new chromophores based on 7-amino-4-

methyl-2H-chromen-2-one, a protocol developed for the Buchwald-Hartwig C-N cross-coupling 

reaction allowed the introduction of electron-donating groups at the 7-position as also the 

introduction of electron-withdrawing substituents at the 3-position with reasonable yields. 

Four new derivatives [7-(4-methoxyphenylamino)-4-methyl-2H-chromen-2-one, 4-methyl-7-

(phenylamino)-2H-chromen-2-one, 3-bromo-7-(4-methoxyphenylamino)-4-methyl-2H-chromen-2-

one and 3-bromo-4-methyl-7-(phenylamino)-2H-chromen-2-one)] were obtained with red-shifted 

UV-Vis absorption spectra. 

In order to introduce an ethynylene group at the 3-position of the scaffold which extended 

the π system, it was necessary to activate this position by bromination of N-(4-methyl-2-oxo-2H-

chromen-7-il)octanamide, followed by Sonogashira-Hagihara cross-coupling reaction with 

propargylic acid and oxidation to afford N-(4-methyl-2-oxo-3-(3-oxoprop-1-ynil)2H-chromen-7-

il)octanamide.  
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In a convergent approach for further Sonogashira-Hagihara cross-coupling reaction of 3-

bromo-N-(4-methyl-2-oxo-2H-chromen-7-il)octanamide, the synthesis of 2-cyanopent-2-en-4-óic 

acid was unsuccessfully assayed. 

 

Key words Parte I  

Solanum cernuum Vell.; 31-Norcycloartanones; Cernumidines; anti-inflammatory activity; anti-

neoplastic activity 

Key words Parte II 

Dyes; coumarins; Chromophores; Buchwald-Hartwig reaction; Sonogashira-Hagihara reaction. 
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Capítulo I.1 

Estudo de fitoquímico de Solanum cernuum Vell. 

 

INTRODUÇÃO 
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I.1.1 Género Solanum 

O género Solanum constitui um dos grandes géneros no reino das plantas, contendo 

aproximadamente 1500 espécies. É o género mais importante da família das Solanaceae. As 

plantas deste género diferenciam-se das restantes por possuirem anteras que abrem por poros 

terminais e flores que não possuem um cálice especializado.1 

As espécies do género Solanum ocorrem em todos os continentes com clima temperado e 

tropical2 e apresentam uma enorme diversidade morfológica e ecológica.1 Pode afirmar-se que é o 

género vegetal economicamente mais importante incluindo espécies cultivadas muito comuns tais 

como o tomate (S. lycopersicum), a batata (S. tuberosum) e a beringela (S. melongena), plantas 

alimentares de menor importância e espécies com metabolitos secundários venenosos ou úteis do 

ponto de vista medicinal.1 Algumas plantas das Solanaceae têm sido usadas na medicina 

tradicional para tratar o cancro desde há muito e têm sido adoptadas como suplemento alimentar 

para prevenir o cancro na região do sul da China.3 Devido às suas propriedades nutricionais as 

plantas do género Solanum são, muitas vezes, incluídas na composição das medicinas 

fitoterapêuticas.4,5 

Estudos na área da química dos produtos naturais demonstraram que este género era uma 

fonte rica em metabolitos secundários com importante actividade biológica desde glicosídeos, 

alcalóides esteroidais e saponinas6,7,8 que ocorrem geralmente na forma glicosilada,9 e de 

isoprenoides análogos que não possuem azoto na sua estrutura e apresentam um grande 

potencial para a indústria de esteroides. Foi também relatada a presença de outros compostos 

azotados desde betaínas a alcalóides de estrutura complexa.10 

 

I.1.2 Solanum cernuum 

A espécie Solanum cernuum Vell., comumente designada por panacéia e braço de preguiça, 

é uma planta brasileira nativa principalmente nos estados do Rio de Janeiro e de Minas Gerais e 

descrita como a “sempre florida”. Trata-se de um arbusto erecto de 2-3 metros de altura, perene e 

pouco ramificado, com pêlos longos e pardacentos. As folhas são simples, inteiras, subcoriáceas, 
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longo-pecioladas, pubescentes na face inferior, de 20-35 cm de comprimento. As flores são 

amareladas ou esbranquiçadas, dispostas em pequenas cimeiras nas axilas foliares. Os frutos são 

bagas globosas, pequenas de cor amarela quando maduras.11 

 

Figura I.1.1 Solanum cernuum Vell.  

(extraído de : http://www.flickr.com/photos/mariasg/541468053 16-02-2014) 

 

O uso da planta Solanum cernuum Vell. assumiu particular importância na medicina 

tradicional brasileira. Assim, as infusões das partes aéreas são utilizadas no tratamento de úlceras 

gástricas, de distúrbios hepáticos, infecções de pele, como agentes antitumorais, depurativos, 

diuréticos e anti-blenorreicos.12,13 As raízes, usadas como infusões ou decocções, possuem 

actividade anti-hemorrágica.12 As infusões das folhas são usadas para problemas cardíacos devido 

à sua acção tranquilizante enquanto que usadas como decocções servem para tratar distúrbios 

uterinos, reumatismo, afecções na uretra e vesícula.11 Apesar da utilização generalizada desta 

planta na medicina tradicional brasileira, não está referenciada na Farmacopeia brasileira.  

Foi realizado um estudo de avaliação da actividade anti-ulcerosa de um extracto hidro-

alcoólico das partes aéreas de Solanum cernuum Vell. utilizando o modelo de úlcera induzida pela 

indometacina, tendo sido observada uma actividade significativa.13 Foi também descrita a 

composição rica em carbo-hidratos no cálix de rebentos14 e foram identificados dois flavonóides 

glicosilados, quercitrina (1) e afzelina (2) de extractos de folhas de S. cernuum como marcadores 

micromoleculares.15  

Considerando o potencial terapêutico do género, o estudo químico e farmacológico de S. 

cernuum permanece uma área ainda por explorar. 

http://www.flickr.com/photos/mariasg/541468053
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I.1.3 Inflamação e cancro 

O cancro é uma doença heterogénea multifactorial que se caracteriza por ser uma 

patogénese com uma natureza multifásica. O desenvolvimento do cancro, referido muitas vezes 

como carcinogénese, pode ser caracterizado de várias formas. Pode ilustrar-se pelas 

características essenciais das células e dos tumores, ie a proliferação autossuficiente, a 

insensibilidade a sinais anti-proliferativos, a evasão da apoptose, o potencial replicativo ilimitado, 

a manutenção da vascularização e invasão dos tecidos e metástase.16,17 

Outra forma consiste em considerar o desenvolvimento do cancro como um processo de 

três fases: a iniciação, a promoção e a progressão.18 A iniciação caracteriza-se por alterações do 

genoma da célula tais como mutações pontuais, a delecção de um gene e amplificação e 

rearranjos cromossomais que conduzem a alterações celulares irreversíveis. O desenvolvimento 

do tumor é promovido pela sobrevivência e expansão clonal destas células “iniciadas” e a 

progressão envolve o aumento substancial de tamanho do tumor e das metástases relacionadas 

com o crescimento do tumor.19 

A acumulação de lesões genéticas, que é uma condição necessária ao desenvolvimento do 

cancro na fase da iniciação e está também envolvida na promoção e progressão do tumor, envolve 

a activação de proto-oncogenes ou a inactivação dos genes supressores dos tumores. 

Nos últimos anos tem vindo a ser desenvolvido e reforçado o conceito de que existe uma 

associação entre a inflamação e o cancro.20 Esta associação foi estabelecida pela primeira vez por 

Rudolf Virchow ao identificar, em 1863, a presença de células inflamatórias (leucócitos) em 
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amostras biopsadas de tumores os quais surgiam, por sua vez, em zonas de inflamação crónica.21 

Desde então, dados epidemiológicos permitiram concluir que a infecção ou inflamação crónica 

predispõe o ser humano a vários tipos de cancro21,22, Por exemplo, o desenvolvimento de 

carcinomas de estômago, do fígado, da vesícula biliar, da próstata e do pâncreas tem sido 

atribuído à inflamação gástrica induzida por Helicobacter pylory, à hepatite crónica, colecistite, 

atrofia inflamatória da próstata e pancreatite crónica, respectivamente.23,24,25 Por outro lado, os 

pacientes que possuem o síndrome do cólon irritável devido a colite ulcerativa ou a doença de 

Crohn possuem um risco acrescido de desenvolver cancro colorrectal26 e o tratamento da colite 

com fármacos anti-inflamatórios vem reduzir esse risco.27 

No caso de algumas infecções virais, essa relação é compreensível uma vez que os genes, já 

modificados pelo vírus, podem contribuir para a formação das células iniciadas, como é o caso do 

vírus do papiloma humano (HPV).28 Porém, a maior parte dos microorganismos associados ao 

cancro não têm a capacidade de transformar as células. No caso de certas estirpes da Helicobacter 

pylori sabe-se que possuem factores que afectam a sinalização da célula hospedeira mas não 

constituem oncogenes.19 

 

Figura I.1.2 Função da inflamação na promoção do tumor29 
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A inflamação constitui um mecanismo de defesa imediato do hospedeiro contra a infecção 

de um microorganismo, danos dos tecidos ou estímulos nocivos. Qualquer perturbação na 

homeostasia do tecido activa as células do sistema imunitário que constituem um sistema de 

defesa de primeira linha. Essas células podem iniciar a resposta inflamatória através da libertação 

de mediadores como sejam as citocinas, as quimiocinas, as proteases remodeladoras da matriz e 

as espécies reactivas de oxigénio e de azoto que conduzem à eliminação dos agentes patogénicos 

e à reparação dos tecidos.20 No entanto, qualquer falha no controle dos componentes do sistema 

imunitário pode conduzir à inflamação crónica, o que resulta em danos nos tecidos extensos 

devido à produção contínua de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e de azoto (RNS) criando um 

microambiente propício ao desenvolvimento de patologias e favorecendo a iniciação e progressão 

do cancro.20,30  

I.1.3.1 Função das espécies reactivas de oxigénio e de azoto 

Nas fases de inflamação crónica, as células do sistema imunitário e inflamatório (os 

mastócitos, os neutrófilos, os leucócitos, os macrófagos, os monócitos, os eosinófilos, os fagócitos, 

células dendríticas e as células exterminadoras naturais) são normalmente recrutadas para o local 

da infecção ou inflamação.31 Aí, como resposta à inflamação, ocorre uma captação de oxigénio 

acrescida e as células produzem radicais livres: espécies reactivas de oxigénio tais como o radical 

hidroxilo (HO), o anião superóxido (O2-
), o peróxido de hidrogénio e espécies reactivas de azoto 

como o óxido nítrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO-).19 Estas moléculas são geradas por enzimas 

do hospedeiro tais como a mieloperoxidase produzida pelos neutrófilos e a eosinófilo peroxidase 

existente nos eosinófilos. Observou-se também por outro lado que as NADPH oxidases que são 

reguladas pelas vias de sinalização da inflamação, provocam danos no DNA conduzindo à activação 

de oncogenes e/ou inactivação de genes supressores de tumores.30 

A sobreprodução e acumulação destas espécies reactivas perturba o normal funcionamento 

da célula uma vez que provocam modificações químicas por reacções de oxidação, formação de 

NO2
- e formação de ligações covalentes com os lípidos, proteínas e DNA das células. 

Os danos no DNA induzidos por espécies reactivas de oxigénio incluem quebras na cadeia, 

modificações das bases do DNA e ligações cruzadas o que resulta em erros de replicação e 

instabilidade genómica, contribuindo para a iniciação do tumor. Observou-se que o composto 8-

oxo-7,8-di-hidro-2’-desoxiguanosina (8-oxo-dG) (3), um dos principais marcos de danos 
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mutagénicos e oxidativos do DNA era produzido em células gástricas, num processo induzido por 

Helicobacter pylori.32  

NH

N

H
N

O

NH2
N

O

OH

HO

O

 

8-Oxo-dG (3) 

O óxido nítrico (NO) é outra espécie reactiva, gerada pela enzima óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS) durante a infecção e inflamação, que desempenha uma função na carcinogénese 

associada à inflamação por modificação do DNA e inactivação das enzimas que procedem à 

reparação do DNA.33 Também o peroxinitrito, um produto que resulta da reacção entre o radical 

NO e o anião superóxido, provoca danos no DNA ao dar origem à 8-nitroguanina (2), que é outro 

possível biomarcador de cancros associados a inflamação. 

 

8-Nitroguanina (4) 

Observou-se que os produtos de oxidação e nitrosação tais como o 8-oxo-dG (3) e 8-NG (4), 

se formavam em maior quantidade em células inflamatórias e em células tumorais do que em 

células saudáveis e participavam nas múltiplas fases de alterações genéticas que conduzem à 

progressão do tumor mediadas pela inflamação.22,34 

As modificações das proteínas como a carbonilação, a modificação do grupo tiol da cisteína 

e a formação de adutos proteicos estão associados a um risco acrescido de inflamação e 

transformação neoplásica das células.31 As espécies reactivas de oxigénio e de azoto podem ainda 

induzir a peroxidação dos lípidos e gerar outras espécies reactivas tais como o malondialdeído e 4-

hidroxinonenal que são capazes de formar os adutos do DNA malondialdeído-desoxiguanosina (5), 

1,N6-etenodesoxiadenosina (6) e 1, N6-etenodesoxicitidina (7).35  
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Existem algumas enzimas cuja função é defender de danos induzidos pelas espécies 

reactivas de oxigénio. A superóxido dismutase dependente de manganês (Mn-SOD) desempenha 

uma função determinante na protecção dos danos oxidativos provocados pelos radicais 

superóxido e de outras espécies de oxigénio reactivas. Um polimorfismo desta enzima que se 

encontra associada a uma menor actividade da Mn-SOD e por isso menor capacidade de defesa 

contra as espécies ROS, tem sido associada a riscos acrescidos de cancro.36 A glutationoperoxidase 

humana é uma enzima dependente de selénio que participa na desintoxicação do peróxido de 

hidrogénio e de uma gama de peróxidos orgânicos por parte do glutationo reduzido. Observou-se 

que um polimorfismo no codão 198 desta enzima provocava uma menor sensibilidade ao estímulo 

pelo selénio resultando num risco acrescido de cancro.36 

I.1.3.2 Função dos mediadores pro-inflamatórios 

Durante a promoção do tumor ocorre a proliferação de uma célula iniciada originando um 

clone de células com mutação formando uma massa premaligna. Caso ocorram mutações 

adicionais, as células pré-neoplásicas tornam-se malignas. A este processo denomina-se 

progressão do tumor. 

As células que proliferam, as células do estroma do hospedeiro que as rodeiam e as células 

do sistema imunitário e inflamatório infiltradas criam um microambiente que rodeia o tumor o 

qual reflecte um estado inflamatório persistente. No interior desse microambiente, vários 

mediadores pró-inflamatórios participam numa rede de sinalização complexa. De entre essas 

moléculas que medeiam a inflamação e o cancro destacam-se os factores de transcrição NF-kB, as 

citocinas, as quimiocinas, a enzima COX-2, as prostaglandinas. 
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I.1.3.3 NF-kB 

A família dos factores de transcrição NF-kB desempenha uma função muito importante na 

regulação das respostas do sistema imunitário e inflamatório e na carcinogénese.37 Em células não 

estimuladas, o factor NF-kB encontra-se sequestrado e inactivo no citoplasma através de uma 

associação com o factor IkBs inibidor. A activação por uma série de estímulos como as citoquinas 

inflamatórias como o factor de necrose do tumor TNF-, as espécies reactivas de oxigénio (ROS), 

as infecções por microorganismos ou agentes carcinogénicos entre outros desencadeia a 

fosforilação que conduz à libertação de NF-kB. Nessa altura, o factor NF-kB entra no núcleo e 

activa os genes importantes para desencadear respostas imunitária e inflamatória, para a 

sobrevivência da célula e a proliferação celular.38 De facto, observou-se que o factor de transcrição 

NF-kB se encontrava activado em amostras de tumores de células humanas, o que vem confirmar 

uma função importante no desenvolvimento de tumores associados a inflamação. Por esta razão, 

pode ser um alvo na quimioprevenção.36 

I.1.3.4 Citoquinas 

As citoquinas são proteínas de baixo peso molecular que regulam diversos processos 

fisiológicos, tais como o crescimento, o desenvolvimento, a diferenciação, a cicatrização e a 

resposta imunitária. Em resposta à inflamação, as citocinas são segregadas pelas células do 

sistema imunitário. Algumas citoquinas estimulam ou agravam a inflamação enquanto outras 

atenuam as respostas inflamatórias. As citoquinas pró-inflamatórias como as interleucinas (ILs) e o 

factor de necrose tumoral (TNF-) têm sido relacionadas com a carcinogénese associada à 

inflamação.31 Pensa-se que as citoquinas activam as enzimas quinases a montante e os seus 

factores de transcrição a juzante que compreendem os circuitos de sinalização para levar a cabo as 

respostas celulares.31 

Por outro lado o factor TNF-, ao interagir com o seu receptor TNF-R activa o factor de 

transcrição NF-kB o qual conduz a uma indução aberrante de um conjunto de genes pró-

inflamatórios implicados na carcinogénese do colorrectal associada à colite. Observou-se que o 

tratamento com anticorpos monoclonais suprimiam a actividade do factor NF-kB e reduziam o 

tamanho dos tumores.39 
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I.1.3.5 Sirtuína 1 

As sirtuínas (enzimas relacionadas com o Silent Information Regulator 2) constituem uma 

família de enzimas dependentes do NAD+ que catalizam a desacetilação dos resíduos de lisina em 

diversas proteínas. Algumas possuem também a actividade de catalizar a transferência de um 

resíduo de ribose da molécula de ADP. As sirtuínas dos mamíferos SIRT1-7 estão envolvidas numa 

grande variedade de funções celulares tais como o silenciamento dos genes, o controle do ciclo 

celular e da apoptose e homeostasia energética.40 De entre elas, a sirtuína 1 (SIRT1) é a melhor 

conhecida em termos de actividade celular. Estudos recentes mostraram que estava relacionada 

com as respostas inflamatórias e inibia o factor de transcrição NF-kB, conduzindo à morte celular 

em resposta à citoquina inflamatória TNF-, podendo ser uma estratégia útil para tratar o 

componente inflamatório. 41,42 

I.1.3.6 Interleuquina-8 

As quimioquinas são uma classe de citoquinas que regulam o movimento de células do 

sistema imunitário para o local da inflamação. Num microambiente tumoral, as quimioquinas são 

produzidas pelas células do tumor ou pelas células do estroma que o rodeiam e, juntamente com 

os seus receptores, desempenham uma função na associação entre inflamação e cancro. A 

produção de quimiokinas é activada por oncogenes e inactivada por genes supressores de 

tumores. No caso da interleuquina IL-8 constitui um alvo da sinalização do oncogene Ras.31 

Observou-se ainda que a sinalização da IL-8 induzida por stress ou fármacos conferia resistência à 

quimioterapia por parte das células tumorais. Por isso, a inibição dos efeitos da IL-8 pode 

constituir uma intervenção terapêutica significativa.43 

I.1.3.7 Moléculas da via das prostaglandinas  

As ciclo-oxigenases (COX) são as enzimas requeridas para a produção das prostaglandinas 

(PGs) a partir dos ácidos gordos. As PGs (em especial a PGE2) são mediadores chave nos processos 

de inflamação e em cancros associados à inflamação. Existem duas isoformas de ciclo-oxigenase: a 

COX-1 e a COX-2. A COX-1 é constitutivamente expressa em níveis relativamente baixos. A COX-2 é 

a forma da enzima que é induzida e responsável pelo aumento da actividade da ciclo-oxigenase 

devida à inflamação crónica. Inicialmente observou-se uma enorme expressão da COX-2 no 

adenocarcinoma do cólon. No entanto, sabe-se hoje que ocorre uma elevada expressão da COX-2 
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em quase todos os tumores examinados. Em particular em lesões pré-malignas, nas primeiras 

fases e nas últimas fases de cancro ocorre uma expressão de COX-2 aumentada, o que sugere que 

a actividade de COX-2 é necessária e suficiente para que ocorra a transformação de malignidade 

tanto em modelos in vitro como em animais. A actividade COX-2 e o subsequente aumento da 

PGE2 pode afectar a proliferação celular, as velocidades de mutação do DNA, a angiogénese, a 

apoptose e a metástase.22  

O metabolismo e transporte da PGE2 pode tambem contribuir para a carcinogénese de 

cólon. Um dos dados mais convincentes que demonstram a relação entre inflamação e cancro 

reside na observação de que certos fármacos anti-inflamatórios reduzem o risco de vários cancros. 

Os inibidores da ciclo-oxigenase são fármacos anti-inflamatórios não esteroidais.44 Eles podem ser 

inibidores não específicos (ácido acetilsalicílico) ou inbidores selectivos (inibidores da COX-2). O 

uso a longo-termo tem sido associado a um risco reduzido de alguns tipos de cancro. Ensaios 

clínicos variados mostraram que fármacos anti-inflamatórios não esteroidais exercem uma função 

protectora contra adenomas do cólon, os quais são precursores do cancro de cólon. Isto indica 

que a inflamação activa pode contribuir para a carcinogénese e que a carcinogénese inflamatória 

pode ser evitável.22  

Como conclusão, podemos dizer que o cancro surge como um processo heterogéneo que 

tem subjacente uma grande variedade de factores etiológicos (biológicos, psicológicos, sociais, 

entre outros), os quais contribuem para alterações genéticas e uma transdução do sinal anormal. 

Embora esses factores etiológicos individuais sigam mecanismos distintos para o desenvolvimento 

dos tumores, a inflamação local e persistente do tecido é um factor comum no processo da 

carcinogénese. Nas últimas duas décadas tem sido feito um enorme esforço para compreender e 

revelar as ligações mecanísticas entre a inflamação crónica e o cancro.31 

Sabe-se que, ao mesmo tempo que as doenças inflamatórias crónicas se vão transformando 

em tumores malignos específicos de cada orgão, o ambiente inflamatório local nos tumores 

benignos também contribui para um crescimento do tumor, para a invasão e metástase. Inúmeras 

redes de sinalização que compreendem os receptores de superfície da célula, as quinases 

intracelulares, as proteínas de ancoragem, os factores de transcrição, as proteínas ligadas à 

cromatina bem como uma gama ampla de mediadores lipídicos da inflamação foram identificados 

para explicar a base molecular da carcinogénese associada à inflamação. Apesar deste avanço 
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significativo na compreensão do fenómeno, ainda se está longe do objectivo de erradicar o cancro. 

Uma das razões que contribuem para este sucesso limitado está na dificuldade em traduzir para a 

prática clínica uma abordagem integrativa com base no mecanismo molecular que interliga a 

inflamação e o cancro. De qualquer forma é dada uma atenção redobrada na resolução das 

primeiras fases da inflamação de modo a evitar a sua influência na progressão do cancro. 

Neste contexto, a prática de prevenção da carcinogénese associada à inflamação pode ser 

realizada de várias formas. Uma delas consiste em evitar as causas de danos dos tecidos tais como 

a exposição a agentes infecciosos, a agentes químicos e físicos, o controle da infecção por 

melhoria das condições sanitárias gerais.36 Uma outra abordagem consiste em usar compostos 

químicos naturais ou sintéticos, não tóxicos como factores de protecção, para prevenir a 

carcinogénese quer para estimular a desintoxicação dos agentes carcinogénicos e dos seus 

potenciais metabolitos quer para parar, atrasar ou mesmo reverter a proliferação e subsequente 

malignização das células danificadas.45 

Uma vez que a rede de sinalização celular não funciona bem em muitos processos de 

doença (ex. o cancro) é razoável que a quimioprevenção pretenda actuar nas cascatas de 

sinalização de modo a conseguir evitar a carcinogénese.29 

Existe um grande conjunto de dados convincentes que advêm de estudos experimentais e 

clínicos que sugere que os constituintes da dieta alimentar podem prevenir múltiplas formas de 

cancro.29 Muitos metabolitos produzidos por plantas da  dieta alimentar possuem actividade 

quimiopreventiva. Exemplos são o éter da epigalocatequina presente no chá verde EGCG (8), a 

curcumina (9) de açafrão, o reverastrol (10) da uva, a capsaicina (11) da malagueta.29 
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De entre estes metabolitos é de salientar estudos realizados sobre os mecanismos de acção 

do resveratrol (10) e da capsaicina (11). Do estudo sobre o mecanismo de acção do reverastrol 

como agente quimiopreventivo concluiu-se que tinha como alvos muitos componentes das vias de 

sinalização interna tais como o mediadores pró-inflamatórios, factores de transcrição e os seus 

reguladores, reguladores da sobrevivência da célula e da sua apoptose entre outros.46 A capsaicina 

(11), presente na espécie Capsicum annuum L. (Solanaceae) inibe a activação do factor de 

transcrição NF-kB em células de melanoma, conduzindo à indução da apoptose.29 Para além disso, 

observou-se que a capsaicina inibe tanto a produção de radicais NO como transcricionalmente a 

expressão da ciclo-oxigenase 2 e de NF-kB, entre muitas outras.29  

 

I.1.4 Doenças bacterianas 

Na farmacoterapia das doenças bacterianas, o uso dos antibióticos tem reduzido 

significativamente a incidência das doenças infecciosas. No entanto, os efeitos secundários 

severos e a emergência de estirpes multirresistentes a fármacos tem constituído um problema 

crescente e preocupante à escala global e levou à procura de novos agentes antibacterianos mais 

específicos, mais eficientes e com menor toxicidade.47  
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Na última década, as bactérias Gram positivas reemergiram como os agentes patogénicos 

predominantes do Homem, constituindo a principal causa de infecções adquiridas em hospitais. A 

bactéria Staphylococcus aureus é um agente patogénico virulento e invasivo que sintetiza um 

conjunto de toxinas pirogénicas e superantigenes os quais contribuem para a sua virulência. O 

aparecimento de um número crescente de clones de Staphylococcus aureus resistentes à 

meticilina (MRSA), que se multiplicam rapidamente, constitui um dos problemas sérios de saúde 

pública nos países desenvolvidos.48 A elevada incidência das infecções provocadas por MRSA 

conduziu ao uso de vancomicina como terapia. Ocorreu então o desenvolvimento rápido de 

agentes patogénicos resistentes à vancomicina tornando-se a principal causa de doença adquirida 

em hospital.49 

A modificação estrutural de fármacos antibacterianos para os quais tenha sido desenvolvida 

resistência mostrou ser um instrumento eficiente para aumentar o tempo de vida desses 

fármacos, incluindo as -lactamas e as quinolonas. No entanto, é urgente o desenvolvimento de 

novas classes de compostos cuja estrutura difira da dos antibióticos convencionais e que actuem 

nas estirpes que apresentem multirresistência.50 

 

 

I.1.5 Terpenóides da série cicloartano  

I.1.5.1 Estrutura  

Os triterpenos da série cicloartano da série cicloartano constituem uma família de 

compostos com uma ampla diversidade estrutural e cuja biossíntese ocorre unicamente em 

organismos eucariotas fotossintéticos. 

A estrutura química dos cicloartanos tem como base o esqueleto 9,19-ciclo-5-lanostano 

(12). 
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9,19-ciclo-5-lanostano (cicloartano) (12) 

Os derivados 4-monometilcicloartano (13) e o 4,4-demetilcicloartano ou 4,4-di-

hidrocicloartano (14) os quais são produto da reacção de desmetilação encontram-se relacionados 

biogeneticamente com os cicloartanos. 

Para além do núcleo, os compostos são classificados de acordo com a cadeia lateral [A-E: 

saturada, 23(24)-eno, 24(25)-eno, 24(28)-eno e 25(26)-eno]. 

H

H

H

H

H

A

B

C

D

E

28

 

A designação de cicloartano foi atribuída ao primeiro composto a ser estruturalmente 

caracterizado, o cicloartenol (15), obtido a partir da cetona correspondente, a cicloartenona (16), 

que foi isolada dos frutos de Artocapus integrofolia L. por Barton em 1951.51 Mais tarde, Spring e 

colaboradores extraíram o cicloartenol de Strychnos nux-vomica L. (Longaniaceae)52 mas cedo se 

tornou claro que o cicloartenol e os seus análogos pouco polares se encontravam distribuídos pelo 

reino vegetal e eram precursores ou intermediários da biogénese de fitosteróis. 
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As plantas que se verificaram serem fonte desta família de cerca de 900 compostos 

pertencem a 50 famílias, 90 géneros e 200 espécies. As plantas dos géneros Astragalus, Thalictrum 

e Cimicifuga constituem fontes particularmente ricas. 

Estes compostos ocorrem na livres na Natureza, como ésteres de vários ácidos orgânicos e 

como glicosídeos. Foram também descritos compostos contendo grupos amida. 

A acteína (17) foi o primeiro glicosídeo de cicloartano a ser isolado de Actaea racemosa 

[Cimifuga racemosa (L.), Ranunculaceae]. No entanto, a sua estrutura só foi elucidada em 

definitivo recentemente.51 
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Acteína (17) 

De entre as unidades de carbo-hidrato presentes nos derivados glicosídicos encontram-se a 

D-xilose, a D-glucose, a D-galactose, a D-alose, D-apiose, a D-fucose, o ácido D-glucurónico, a L-

arabinose e a L-ramnose.  

Os cicloartanos e seus glicósidos têm sido isolados sob a forma de ésteres do ácido acético, 

tíglico, 2-metilbutanóico, crotónico, malónico, palmítico, benzoico, p-hidroxicinâmico (isómeros E-

e Z), ácido ferúlico e isoferúlico. O 24-metilenocicloartenil-p-hidroxicinamato (18) é um exemplo, 

derivado do ácido cinâmico isolado de Cirrhopetalum elatum (Orchidaceae).53 
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24-metilenocicloartenil-p-hidroxicinamato (18) 

Apesar do cicloartenol e dos seus análogos pouco polares serem considerados precursores 

dos fitoesteróides e elementos estruturais das membranas celulares, os compostos poli-

hidroxilados e os derivados glicosilados como a ciclo-asgenina C (19), isolada de Astragalus 

taschkendicus Bunge53 encontram-se menos distribuídos pelo reino vegetal. 
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Cicloasgenina C (19) 

Os éteres também ocorrem com frequência, sendo os mais comuns os éteres O-metílicos, 

dos quais é exemplo  o 24-metoxi-24-metilcicloartanol (20) extraído de óleo de farelo de arroz.51  
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24-metoxi-24-metilcicloartanol (20) 
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A presença de um triterpeno com um anel de três membros 1,1,2,2-tetrassubstituído (anel 

9,19) constitui uma característica estrutural importante para classificar um composto como 

pertencendo à série de cicloartano. Esta característica pode ser facilmente identificada pela 

presença dos sinais dos protões não equivalentes do metileno do cicloartano que surgem no 

espectro de 1H RMN na gama de  -0,15 a 1,90 ppm como dupletos de um sistem AX com uma 

constante de acoplamento a duas ligações 2J=4 Hz. Os valores do desvio químico destes protões 

em C-19 dependem da presença de substituintes nos anéis A e C. A presença de uma banda a 3040 

cm-1, no espectro no infravermelho, atribuida às vibrações de alongamento das ligações C-H do 

metileno do ciclopropano confirma também a presença do cicloartano.52  

 

I.1.5.2 Biossíntese dos triterpenos 

Os terpenóides constituem uma família vasta de compostos, presentes em todos os 

organismos vivos, com uma grande diversidade estrutural e funcional, possuindo entre si uma 

relação biogenética com base em dois metabolitos chave: o difosfato de isopentenilo (IPP) e o seu 

isómero alílico, o difosfato de dimetilalilo (DMAPP). 

OPPOPP
HSHR

IPP DMAPP  

Estruturalmente, os terpenos podem ser considerados como produtos da reacção de 

condensação cabeça-cauda destas duas unidades isoprénicas e as unidades de isopreno adicionais 

vão sendo inseridas por reacções de condensação sucessivas com difosfato de isopentenilo 

catalisadas por preniltransferases. Por esta razão as estruturas típicas possuem esqueletos 

carbonados representados por (C5)n e classificam-se como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), 

sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40). 

Para além da repetição de unidades de isopreno, ocorrem reacções de ciclização, rearranjos e 

reacções de oxidação do esqueleto carbonado, as quais são responsáveis pela enorme diversidade 

de estruturas encontradas na Natureza.54 
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Estudos biossintéticos mostraram que, nas plantas superiores, os dois metabolitos chave 

difosfato de isopentenilo (IPP) e difosfato de dimetilalilo (DMAPP) podem ser sintetizados por 

duas vias: a via do ácido mevalónico (MVA) e pela via do fosfato de metileritritol (MEP).54 

A conversão de difosfato de isopentenilo em difosfato de dimetilalilo, catalisada por uma 

isomerase, origina um electrófilo reactivo e, desta forma um bom agente alquilante. Por outro 

lado, o DMAPP possui um bom grupo de saída - o difosfato - pelo que pode ionizar-se facilmente, 

formando um carbocatião alílico estabilizado por ressonância. A dupla terminal do IPP actua como 

nucleófilo. 

A biossíntese de pirofosfato de farnesilo (FPP) envolve a ionização de DMAPP, originando o 

catião alílico, seguido da adição da ligação dupla de difosfato de isopentenilo e da perda 

estereoespecífica de um protão dando o pirofosfato de geranilo (GPP). De seguida, ocorre de novo 

a saída do grupo difosfato, a formação do catião alílico, a adição da ligação dupla de uma nova 

molécula de difosfato de isopentenilo e a perda estereoespecífica de um protão. 

OPP

DMAPP

OPP
HSHR

OPP
HR HS

OPPOPP
HSHR

OPP
HR HS

OPP

Difosfato de geranilo (GPP)

Difosfato de farnesilo (FPP)  

Figura I.1.3 Biossíntese de difosfato de farnesilo (FPP). 

Foi evidenciado que os triterpenos não são formados pela extensão da cadeia dos 

sesterterpenos por reacções de condensação sucessivas com o difosfato de isopentenilo. Em vez 

disso, ocorre uma reacção de condensação de duas moléculas de difosfato de farnesilo (C15) cauda 

a cauda formando o esqualeno. 
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Na formação do esqualeno, ocorre a perda de um grupo difosfato de uma das moléculas do 

difosfato de farnesilo (FPP) originando o catião farnesilo seguido pelo ataque, mecanisticamente 

equivalente à extensão da cadeia usando IPP, da ligação dupla 2,3 da outra molécula de FPP. 

Ocorre então a perda de um protão e a formação de um anel de ciclopropano dando o difosfato 

de pré-esqualeno. A saída do difosfato gera um catião primário desfavorável o qual, através de um 

rearranjo de Wagner-Meerwein, origina um carbocatião terciário e forma a ligação C-1 – C-1’. A 

quebra da ligação original C-1 – C-2’ origina o catião alílico que é neutralizado pela transferência 

de hidreto pelo NADPH.55 
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Figura I.1.4 Biossíntese de esqualeno. 

A ciclização do esqualeno envolve a formação inicial do óxido de (3S)-2,3-esqualeno 

produzido numa reacção catalisada pela enzima esqualeno epoxidase, uma flavoproteína que 
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requer oxigénio e NADPH como cofactores. Se o óxido de esqualeno estiver na conformação 

adequada à superfície da enzima, ocorre a formação de estruturas triterpénicas policíclicas como 

resultado de uma série de ciclizações e de de migrações consertadas de hidretos e de grupos 

metilo. O processo é iniciado pela protonação do óxido de esqualeno, provocando a abertura do 

epóxido, a formação de um carbocatião terciário, a adição electrofílica da ligação dupla e a 

formação de um novo catião terciário. As ciclizações são mediadas por carbocatiões. O processo 

repete-se duas vezes gerando preferencialmente, de acordo com a regra de Markovnikov, um 

carbocatião terciário após cada fecho do anel. Como o terceiro anel tem apenas cinco membros, a 

expansão para um anel de 6 membros ocorre via um rearranjo de Wagner-Meerwein.  
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Figura I.1.5 Biossíntese de cicloartenol. 

Uma adição electrofílica posterior gera o catião protosterilo, cuja estereoquímica depende 

do enrolamento que ocorreu à superfície da enzima. Se o óxido de esqualeno assumir uma 

conformação cadeira-barco-cadeira-barco, forma-se o catião protosterilo. Nas plantas este 

intermediário dá origem ao cicloartenol o qual possui um anel de ciclopropano gerado por 

inclusão do carbono do metilo em C-10. Ocorre a migração do hidreto H-9 para C-8, e o 



Introdução 

25 

carbocatião formado é extinto após a formação do ciclopropano e perda de um dos protões do 

metilo em C-10. 

I.1.5.3 Actividade Biológica 

As plantas dos géneros Cimicifuga e Astragalus, ricas em cicloartanos, são geralmente 

utilizadas na medicina tradicional.53 Observou-se que a actividade de um extracto não purificado 

de Astragalus sieversianus apresentava actividade diurética e hipotensora e prevenia o 

aparecimento de úlceras gástricas.  

O ciclosieveriosido F (21) isolado a partir da planta apresentou actividade hipotensora,anti- 

inflamatória, analgésica e sedativa. Este derivado glicosídico acelera o metabolismo das proteínas 

no soro e no fígado, e exibe um efeito imunoestimulador e cardiotónico.53 
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Ciclosieveriosido F (21) 

A actividade quimiopreventiva de uma série de quarenta e oito cicloartanos, dos quais trinta 

de origem natural, foi demonstrada pelo trabalho de Kikuchi et al.56 Estes compostos inibiram a 

indução do antigene anterior do virus Epstein-Barr (EBV EA) e a activação de um dador de óxido 

nítrico (()-(E)-metil-2-[(E)-hidroximino]-5-nitro-6-metoxi-3-hexemida (NOR 1)) provocados por um 

promotor de tumor (acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA)). Dois desses compostos, o (24)-

24-metilcicloartano-3,24,24’-triol e o (24)-24’-metoxi-24-metilcicloartano-3,24-diol 

apresentaram efeitos inibidores, em ensaios realizados in vivo, na carcinogénese iniciada com 

7,12-dimetilbenz-[a]antraceno (DMBA) e promovida com TPA.56 
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Por outro lado, Ramirez-Cisneros et al. vieram demonstrar a actividade anti-inflamatória do 

ciclomargenol (22).57 
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Ciclomargenol (22) 

Foi também descrita a actividade de séries de cicloartanos, isolados das plantas Vatica 

cinerea58 e de Gardenia obtusifolia,59 como agentes anti-HIV de origem natural.  

O cicloeucalenol (23) e a cicloeucalenona (24) isolados de Tinospora crispa produzem efeitos 

cardiotónicos60  
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Como resumo podemos afirmar que os triterpenos da série de cicloartano apresentam 

actividade hipolipidémica, hipotensora, diurética, anti-inflamatória, sedativa, analgésica 

imunoestimulante e cardiotónica. Também foi descrita actividade antiviral, antitumoral. Alguns 

compostos mostraram ser indutores do interferão.51 

 

I.1.6 Amidas dos ácidos hidroxicinâmicos 

As amidas dos ácidos hidroxicinâmicos (Hydroxy Cinnamic Acid Amides-HCAAs) constituem 

um grupo de metabolitos secundários que possuem uma função determinante nos processos de 
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floração, de desenvolvimento das sementes e de defesa das plantas. Estes metabolitos 

encontram-se amplamente distribuídos nas famílias Asteraceae, Liliaceae, Rosaceae, Solanaceae 

ou Fabaceaea.61 

I.1.6.1 Estrutura 

Do ponto de vista estrutural, as amidas dos ácidos hidroxicinâmicos caracterizam-se  por 

possuir uma poliamina acilada com um ácido hidroxicinâmico mono-, di- ou trissubstituído 

(coumárico, ferúlico, cafeico e sinápico). 

De acordo com a natureza da poliamina, podem ser distinguidos dois tipos de amidas dos 

ácidos hidroxicinâmicos com propriedades químicas e físicas características: as amidas básicas e as 

amidas neutras.  

As amidas básicas possuem uma função de amina primária, são solúveis em água e resultam 

da acilação de poliaminas alifáticas como a putrescina (25), a espermidina (26), a espermina (27) e 

a agmatina (28) (Figura I.1.6). Neste grupo incluem-se a p-cumaroilputrescina (29),62 a 

feruloilputrescina (30),
62

 a p-cumaroilagmatina (31) e a feruloilagmatina (32). 63  
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A N-cafeoilputrescina (33) e a N,N´-dicafeoilespermidina (34) foram identificadas nos frutos 

de Solanum melongena L..64 
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N,N´-dicafeoilespermidina (34) 

As amidas neutras não possuem funções fortemente ionizáveis, são insolúveis em água e 

contêm na sua maioria aminas aromáticas tais como a tiramina (35), a octopamina (36), a 

dopamina (37) e a triptamina (38).
62

 Neste grupo de metabolitos incluem-se a N-trans-p-

cumaroiltiramina (39) e a N-trans-feruloiltiramina (40) isoladas de Solanum melongena L.65,S. 

khasianum,66 S. lycopersicum cv. Rutgers,67 S. tuberosum68,69 e Schizanthus litoralis.70 A N-trans-p-

cumaroiloctopamina (41), a N-trans-feruloil-octopamina (42), a N-cis-p-cumaroiloctopamina (43), a 

N-cis-feruloil octopamina (44) isoladas de S. melongena
65

 e de S. tuberosum
68,69

 pertencem 

também a este grupo. 
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Foram igualmente isoladas de Solanum licopersum cv. Rutgers as aminas aromáticas N-

trans-p-cumaroil dopamina (45) e N-trans-feruloildopamina (46).67 
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Embora os conjugados de poliaminas que ocorrem na Natureza tenham geralmente 

estruturas lineares, foram extraídos de Solanum tuberosum os metabolitos resultantes da 

dimerização da N-trans e da N-cis-feruloiltiramina: a N-trans-grossamida (47) e a N-cis grossamida 

(48).68 
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Para além de dímeros, foram também identificados derivados poliazamacrocíclicos em 

diferentes famílias de plantas, os quais apresentam grande complexidade estrutural. 

De um modo geral, pode dizer-se que os alcalóides desta família podem diferir entre si na 

natureza (básica ou neutra), no estado de oxidação e no número de cadeias do fragmento de 

poliamina. Por outro lado, o fragmento carboxílico (em geral ácido cinâmico) pode apresentar 

diferentes graus de substituição (metilação e hidroxilação). 
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I.1.6.2 Biossíntese das HCAAs 

As HCAAs são formadas através da condensação de uma forma activada dos ácidos 

cinâmicos (i.e. de ésteres de coenzima A) com aminas alifáticas e aromáticas, tal como se encontra 

ilustrado na Figura 3.  

Estas reacções de condensação para formar as amidas dos ácidos hidroxicinâmicos 

requerem que os ácidos cinâmicos sejam previamente activados na forma de éster de coenzima A, 

catalisadas por ligases. Os tioésteres hidroxicinamoil-CoA (p-cumaroil-CoA (49), cafeoil-CoA (50) e 

feruloil-CoA (51)), que constituem as formas activadas dos ácidos cinâmicos, derivam do ácido 

trans-cinâmico (52). O ácido trans-cinâmico forma-se a partir da L-fenilalanina (53), após 

eliminação bimolecular de uma molécula de amónia da cadeia lateral, catalisada pela enzima 

fenilalanina amónia liase (PAL). A hidroxilação do ácido cinâmico, dependente do citocrómio P450, 

origina o ácido p-cumárico (54). Em certos membros das famílias Graminae e Poaceae, o ácido p –

cumárico pode formar-se a partir da tirosina (55) após eliminação bimolecular de uma molécula de 

amónia, catalisada pela tirosina amónia liase (TAL).55 

Outros ácidos cinâmicos formam-se por reacções de hidroxilação e metilação do ácido p-

cumárico, originando os modelos de substituição típicos dos metabolitos da via do ácido xiquímico 

i.e. um modelo de substituição orto. A hidroxilação do ácido p-cumárico origina o ácido cafeico 

(56) e a metilação de um dos grupos OH do ácido cafeico para formar o ácido ferúlico (57) ocorre 

de acordo com um mecanismo de substituição nucleofílica SN2 catalisado por uma 

metiltransferase com participação de S-adenosilmetionina como grupo dador. 

Na biossíntese das poliaminas, a putrescina (25) pode formar-se por descarboxilação da L-

ornitina (58) catalisada pela ornitina descarboxilase e indirectamente a partir da L-arginina (59). A 

via da arginina envolve uma descarboxilação inicial catalisada pela arginina descarboxilase 

formando a agmatina (28), seguida da hidrólise da função imina no sistema guanidínico catalisada 

pela agmatina imino-hidrolase para dar a N-carbamoilputrescina (60) e da hidrólise da ureia 

catalisada pela enzima N-carbamoilputrescina hidrolase.  

A espermidina (26) e a espermina (27) formam-se a partir da putrescina (25) por reacções 

de N-alquilação em que ocorre a transferência de um ou mais fragmentos aminopropilo de uma 
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molécula de S-adenosilmetionina descarboxilada para a putrescina e para a espermidina, 

respectivamente, catalisada pela enzima adenosilmetionina descarboxilase.
55

  

As aminas aromáticas formam-se a partir da tirosina (55) e do triptofano (61), por reacções 

de descarboxilação ou de hidroxilação que originam a tiramina (35), a dopamina (37) e a 

triptamina (38).55 

Finalmente, a biossíntese das HCAAs ocorre via formação de uma ligação amida entre um 

grupo amina das poliaminas e os ésteres de CoA. Como exemplo a enzima 

putrescinahidroxicinamoiltransferase catalisa a transferência do grupo ácido hidroxicinâmico do 

cafeoil-CoA (50) para a putrescina (25) originando a amida do ácido hidroxicinâmico N-

cafeoílputrescina (33). 
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I.1.6.3 Actividade Biológica 

As HCAAs encontram-se presentes num vasto conjunto de espécies vegetais. Desempenham 

funções importantes no desenvolvimento da planta,71 nas interacções planta-planta,72 planta–

agente patogénico,62 planta–insecto73 e planta– meio ambiente. 74 

A possibilidade de as HCAAs terem uma função no desenvolvimento das espécies vegetais 

assenta na relação observada entre a acumulação destes metabolitos e o desenvolvimento de 

flores e outros orgãos. Assim, foram identificadas as amidas básicas N-cafeoilputrescina (33) e N-

cafeoilespermidina em ápices dos rebentos, folhas novas e orgãos reprodutores femininos durante 

a indução floral na planta Nicotiana tabacum L.. Por outro lado verificou-se a acumulação de p-

cumaroiltiramina (39) nos orgãos reprodutores masculinos.62A acumulação de HCAAs específicas 

está também ligada ao processo de tuberização na espécie Solanum tuberosum. Foram 

observados níveis elevados de p-cumaroilputrescina (29), cafeoilputrescina (33), feruloilputrescina 
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(30) nos estolhos durante a formação dos tubérculos. Por outro lado a N-trans-feruloiltriptamina é 

inibidor da germinação de espécies vegetais (Lactuca sativa L., Lycopersum esculentum L., Allium 

cepa) o que abre caminho a estudos de aplicação como herbicida natural. 72 

Pensa-se que as amidas dos ácidos hidroxicinâmicos são metabolitos biossintetizados pela 

planta como resposta à infecção por agentes patogénicos mediando desta forma a interacção 

entre as espécies. De acordo com Keller et al75 durante a expressão da resistência à infecção por 

fungos estes compostos ligam-se às paredes celulares das plantas das espécies Graminea e 

Solanaceae formando uma barreira fenólica que torna as paredes celulares mais resistentes à 

hidrólise enzimática. O trabalho de McLusky et al. veio mostrar que a exposição de Allium cepa a 

Botrytis allii resultava no aparecimento de depósitos granulares destes metabolitos na face 

interior da parede celular, fora da membrana celular.76 

A função de defesa para fungos assenta num conjunto de observações como a acumulação 

de p-cumaroilagmatina (30) induzida nas folhas de cevada infectadas com o fungo Erysiphe 

graminis f. sp. hordei77 e a acumulação de p-cumaroiltiramina (39) e de feruloiltiramina (40) 

induzidas na folha da Solanum tuberosum pela infecção com Phytophtora infestans.75 Observou-se 

igualmente que a feruloilputrescina (50) se acumulava em tubérculos de S. tuberosum infectados 

com Phoma exígua.78 

A actividade antibacteriana de um conjunto largo de HCAAs foi testada para as bactérias 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (Methicilin Resistant Staphylococcus aureus) e 

Staphylococcus aureus resistente à vancomicina (Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus). 

Observou-se que, de entre os compostos testados, os derivados que possuíam um fragmento 

cafeoílo eram mais activos para a estirpe Staphylococcus aureus resistente à vancomicina (VRSA) 

do que os compostos de referência. Estes compostos apresentaram também actividade 

antibacteriana para a estirpe MRSA, sendo mais potentes do que a oxacilina.79 Foi também 

relatada a actividade dos isómeros cis e trans da p-cumaroiloctopamina (43) e (41) e dos isómeros 

cis e trans (44) e (42) da feruloiloctopamina isolados de Solanum lycopersicum para a bactéria 

Pseudomonas syringae.80  

A actividade antitumoral da N-trans-p-cumaroiltiramina (39) para as linhas celulares U937 e 

Jurkat foi referida pelo trabalho de Park e Schoene.81  
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Foi também descrita actividade oxidante e antiviral dos derivados cinamoil e hidroxicinamoil 

da glaucina (62 a 66) para os virus Polyovirus tio 1, coxsackievirus B1 e echovirus 13.82 
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A p-dicumaroilputrescina (67) e a diferuloilputrescina (68) isoladas do extracto etanólico de 

farelo de milho exibiram actividade anti-inflamatória ao inibir a produção de óxido nítrico, a 

expressão das isoformas induzidas da enzima óxido nítrico sintase (iNOS) e o factor de transcrição 

NF-kB. Estes resultados sugeriram que o farelo de milho pode constituir uma fonte de agentes 

anti-inflamatórios naturais.83 
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I.1.7 Glicoalcalóides esteroidais 

Os glicoalcalóides esteroidais constituem uma classe de metabolitos secundários activos 

isolados de espécies de Solanaceae e Liliaceae.  

Os alcalóides esteroidais ocorrem na forma livre ou glicosilada. O fragmento glicosídico 

consiste de uma cadeia hidrofílica composta por uma ou mais unidades de açúcar a qual se 

encontra ligada à posição 3-OH de uma alcamina (alcalóide) esteroidal.84  

As alcaminas esteroidais, que possuem uma estrutura derivada do colestano em C-27, cuja 

cadeia lateral sofreu uma modificação para produzir um análogo azotado de um espirocetal, 

pertencem a um dos cinco grupos que representam os diferentes tipos de estrutura: i) os 

espirosolanos que incluem na sua estrutura um sistema de anel heterocíclico básico dos alcalóides 

espiro-aminocetal (tipo solasodina (69)), por analogia ao termo “espirostano”, que designa a 

estrutura base das sapogeninas esteroidais, ii) os 22,26-epiminocolestanos 16-insubstituídos 

(como exemplo a solacongestidina (70)), iii) os solanidanos que são bases terciárias hexacíclicas 

com um anel indolizidina fundido (como exemplo a solanidina (71)), iv) o grupo solanocapsina 

com um fragmento α-epiminociclo-hemicetal invulgar (como exemplo a solanocapsina (72)) e v) os 

3-amino-espirostanos, um novo tipo de sapogeninas azotadas (como exemplo a jurubidina (73)).85 
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Ao contrário dos análogos de oxigénio, todos os compostos possuem a mesma 

estereoquímica em C-25, ficando o metilo sempre com uma orientação equatorial, enquanto que 

existem isómeros em C-22.55 

A segunda unidade estrutural dos glicoalcalóides é o fragmento glicosídico que consiste de 

diferentes combinações de D-glucose, D-galactose, D-xilose e L-ramnose na forma de tri-ou 

tetrassacáridos: a cacotriose (74), a solatriose (75), a comertetraose (76) e a licotetraose (77). 
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Foram isolados e caracterizados pelo menos 90 alcalóides estruturalmente diferentes em 

mais de 300 espécies de Solanum.86 Amaioria dos glicoalcalóides isolados de espécies de Solanum 

pertencem ao grupo dos solanidanos e dos espirosolanos.  

A solanina foi o primeiro alcalóide a ser relatado como constituinte natural da batata em 

1826 e em 1951 foi reconhecido como glicósido. Mas só em 1954 com o trabalho de Kuhn e Löw é 

que se demonstrou que o termo “ solanina” era na realidade uma mistura da -solanina (78) e da 

-caconina (79), recém-descoberta.84,86 
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-caconina (79) 

Sabe-se hoje que são os principais glicoalcalóides isolados em cultivares de S. tuberosum 

mas também se encontram presentes noutras espécies de Solanum.84 Ambos os compostos 

possuem a mesma alcamina, a solanidina (71), mas diferem entre si no fragmento glicosídico 

ligado na posição 3. Enquanto que a  -solanina (78) possui uma unidade ramificada -L-

ramnopiranosil--D-glucopiranose--galactopiranose (solatriose (75)), a -caconina (79) possui 

uma cadeia lateral ramificada bis--L-ramnopiranosil--D-glucopiranose (cacotriose (74)). 

Um outro grupo de glicoalcalóides chamados de “leptinas” cujas alcaminas são derivadas da 

solanidina (77) por acetilação ou hidroxilação em C-23 e foram isolados principalmente da folha de 

Solanum chacoense. Nele incluem-se as leptinas que são derivados acetilados em C-23 como a 

leptina I (80) e as leptininas que são são hidroxiladas na posição 23 como a leptinina I (81), 

possuindo ambos o mesmo fragmento glicosídico (a cacotriose (74)).87 
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Foram também relatadas novas estruturas de glicoalcalóides provenientes de plantas do 

género Solanum hibridizadas ou modificadas geneticamente.84 

A via biossintética dos glicoalcalóides esteroidais não foi ainda totalmente elucidada. É, no 

entanto, geralmente aceite que os glicoalcalóides esteroidais derivam de esteróis.88 Na espécie 

Solanum tuberosum e noutras espécies de plantas, os produtos finais da via de biossíntese de 

esteróis incluem o colesterol, o campesterol e o sitosterol, que possuem funções importantes de 

regulação da fluidez e da permeabilidade de membranas.89 

O colesterol é um esterol minoritário na maioria das espécies das plantas superiores mas 

ocorre a níveis elevados em plantas que sintetizam os glicoalcalóides esteroidais como Solanum 

tuberosum, S. lycopersicum e S. melongena. O colesterol não se acumula nas plantas mas é 

imediatamente e completamente convertido noutros metabolitos.90 Heftmann veio propor o 

colesterol como o percursor mais provável na síntese de glicoalcalóides esteroidais mas a via 

exacta para a conversão do colesterol em glicoalcalóides não foi inteiramente esclarecida.89  

Propõe-se então que, na síntese de glicoalcalóides esteroidais, ocorre uma hidroxilação em 

C-26 para dar o 26-hidroxicolesterol seguida de uma reacção de transaminação que envolve a 

substituição do grupo hidroxilo em C-26 por um grupo amina oriundo de um aminoácido, a 

arginina.89,86 Uma reacção de hidroxilação em C-22 seguida de uma substituição nucleofílica 

permitem a ciclização de 26-amino-22-hidroxicolesterol gerando um anel de piperidina. Após a 

hidroxilação, a amina secundária é oxidada dando origem a uma imina e o sistema espiro é 

previsível como resultado de uma adição nucleofílica do hidroxilo 16 na imina (ou no ião imínio 
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após protonação). Se se forma a configuração 22R (como na solasodina (69)) ou a configuração 

22S depende desta reacção.55 

Uma variante da forma como a cadeia lateral do colesterol pode ser ciclizada é ilustrada 

pela estrutura da solanidina (71). Aqui, o sistema de anel indozilidina condensado parece ser 

formado por uma ramificação da via metabólica da solasodina e da tomatina. Em vez de ocorrer 

um ataque nucleofílico do hidroxilo à imina, parece ocorrer um processo de deslocamento 

nucleofílico do hidroxilo pela amina.
55

 

Apesar da via metabólica que conduz do colesterol à solanidina não ser totalmente 

conhecida, estudos genéticos e enzimáticos permitiram esclarecer o metabolismo posterior que 

envolve a introdução das cadeias glicosídicas. Na batata, sabe-se que os últimos passos que 

conduzem à -solanina incluem a adição sequencial de moléculas de açúcar ao grupo hidroxilo em 

C-3 catalisada por três enzimas diferentes: a solanidine galactosiltransferase (SGT1), a 

glucosiltransferase (SGT2) e a ramnosiltransferase (SGT2). A SGT1 catalisa a formação de -

solanina (Gal-solanidina), a SGT2 catalisa a formação de -solanina (Glu-Gal-solanidina) e a SGT2 

catalisa a síntese final de -solanina. 
89

  

Os glicoalcalóides exibem actividades anti-apoptóticas e efeitos quimiopreventivos.84 A 

avaliação da actividade citotóxica de vinte glicoalcalóides  isolados de plantas do género Solanum 

para as linhas celulares de cancro do pulmão (PC-6), da mama (MCF-7), do estômago (NUGC-3), de 

leucemia (P388) e de cólon (SW620) permitiu concluir que o fragmento glicosídico desempenhava 

uma função importante na actividade citotóxica sendo o fragmento -cacotriosilo mais eficiente 

do que o -solatriosilo. Os glucosideos ramnosil-(1-2) são mais eficientes do que os ramnosil-(1-

4).De entre os derivados das estruturas furostano, espirostano, espirosolano e solanidano, os 

glicosídeos derivados do espirostano são os mais eficientes para todas as linhas de células. A 

actividade foi diminuindo segundo a ordem solanidano, furostano, espirosolano.91  

Foi também relatada actividade antiviral da -caconina (79) para o virus Herpes simplex. 

Observou-se que as alcaminas esteroidais correspondentes eram inactivas, o que sugere que a 

presença de açucar é essencial à actividade antiviral.92 A actividade antifúngica da -solanina (78) 

e da -caconina (79) para os fungos Alternaria brassicicola, Phoma medicaginis, Ascobulus 

crenulatus e Rhizictonia solani foi igualmente descrita.84 
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Para além das propriedades farmacológicas, pensa-se que muitos destes compostos 

glicosilados estão envolvidos em funções de defesa química para manter os predadores afastados. 

Apesar de não serem metabolitos necessários ao desenvolvimento e metabolismo das plantas 

superiores, têm sido associados à resistência das plantas a pestes e ataques por agentes 

patogénicos desde 1950. 

Apesar de não ter sido relatada a toxicidade dos glicoalcalóides presentes no tomate ou 

beringela para o Homem, foi relatada a toxicidade dos glicoalcalóides presentes no tubérculo da 

espécie de Solanum tuberosum foi amplamente descrita os quais podem provocar dores de 

cabeça, vómitos, diarreia, apatia, agitação, sonolência, confusão mental, tremuras, alucinações, 

entre outros.
84

 Foi igualmente descrita actividade teratogénica e embriotóxica.93 Por isso, os 

regulamentos de segurança estabelecem um limite do seu teor para 20 mg/100 g de peso fresco. 

 

I.1.8 Outros alcalóides 

As N-aciltriaminas solapalmitine (82), solapalmitidine (83), solamina (84), solacoproina (85) 

e solauretina (86) são exemplos de outros alcalóides isolados de Solanum que não se incluem nos 

grupos anteriores. Os compostos 82 e 83 apresentam actividade antitumoral in vitro para as linhas 

celulares do carcinoma nasofaringico (KB) e in vivo para o carcinoma Walker 256 em ratos.94  

N
N
R

N

solapalmitina (82) R= CO(CH2)14CH3

solapalmitenina (83) R= COC=C(CH2)12CH3

solamina (84) R=H

solacaproina (85) R=CO(CH2)4CH3

solauretina (86) R=COOCH2CH3  

Por estudos de SAR (Structure Activity Relationships) concluiu-se ser fundamental uma 

cadeia de pelo menos doze átomos de carbono para haver citotoxicidade. 95 Tal foi reforçado pela 

falta de actividade manifestada pela solamina (84). 96  
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Foram também isolados os alcalóides com estruturas de pirrolidina simples como a higrina 

(87) e a cusco-higrina (88)96 e alcalóides com um anel de tropano como a cocaína (89) e a 

hiosciamina (90) com elevado valor farmacológico em espécies da família das Solanaceae.55 

O

N

higrina (87)

O

N N

cusco-higrina (88)

N

CO2H

O

O

cocaína (89)

N

CO2H

O

O

OH

hiosciamina (90)  

As calistegeninas são um grupo de derivados poli-hidroxilados de nortropano, solúveis em 

água, que foram isolados de folhas e raízes de muitas plantas da família das Solanaceae incluindo 

as plantas do género Solanum.97 Estes compostos como a calistegenina A3 (91) e B2 (92) possuem 

um grande interesse como inibidores da glucosidase tendo potencial para originar fármacos com 

actividade anti-HIV.55 
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OH
OH
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HO

OH
OH

OH

calistegenina A3 (91) calistegenina B2 (92)   

Foram também identificados na espécie Solanum sodomaeum dois alcalóides pirrólicos a 

solsodomina A (93) e a solsodomina B (94). A solsodomina A (97) apresenta uma actividade 

moderada para Mycobacterium intracellulare.98 
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I.1.9 Flavonóides 

Os flavonóides constituem um grupo de metabolitos secundários que ocorrem em todas as 

plantas superiores os quais foram isolados e/ou identificados frequentemente em plantas da 

espécie Solanum. 

 

I.1.9.1 Estrutura 

Os flavonóides possuem estrutura carbonada C6-C3-C6 ou mais especificamente uma 

funcionalidade de fenilbenzopirano. Dependendo da posição da ligação do anel aromático B ao 

benzopirano (cromano), este grupo de produtos naturais pode ser dividido em três classes: os 

flavonóides (2-fenilbenzopiranos), os isoflavonóides (3-fenilbenzopiranos) e os neoflavonóides (4-

fenilbenzopiranos).99 

O

O

O

2

3

3

4

4

5

6

7

8

A C

B

 

Estes compostos diferem também no grau de oxidação e saturação do heterociclo C. A 

grande diversidade de compostos deste grupo resulta de reacções de hidroxilação, metoxilação, 

O-glicosilação e C-glicosilação.100 Em muitos casos surgem compostos com grupos alquilo (em 

geral prenilo) e também com anéis condensados com a estrutura base. Os derivados glicosídicos 

encontram-se muitas vezes acilados. A multiplicidade de modificações possíveis da estrutura base 

dos flavonóides resulta num grupo crescente com mais de 6000 compostos. 
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As seis subclasses principais dos flavonóides incluem as flavonas (ex: a apigenina (95) e a 

luteolina (96)), os flavonóis (ex: a quercetina (97) e o canferol (98)), as flavanonas (ex: a 

naringenina (99) e a hesperitina (100)), os flavanois ou catequinas (ex: epicatequina (101) e 

galocatequina (102)), antocianidinas (ex: a cianidina (103) e a pelargonidina (104)) e as isoflavonas 

(ex: genisteína (105) e a daidezina (106)).101 
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A presença de flavonóides em plantas da família das Solanaceae profundamente estudada. 

102 Harborne et al. isolaram, em 1960, os flavonóis canferol, quercetina e miricetina de tubérculos 

e flores de vários cultivares de espécies de Solanum tuberosum. Foi também investigada a 

presença de flavonóides nas folhas de 107 espécies de S. tuberosum por Wietschel e Reznick tendo 

sido identificados 38 flavonóis glicosilados diferentes e uma flavona (isoramnetina)-

glicosilada.103,104 

Foi realizado um estudo de algumas espécies dos géneros Nicotiana e Solanum 

pertencentes à família das Solanaceae mostrou que, apesar da grande diversidade morfológica das 

plantas desta família, apenas um número limitado de flavonóides era extraído dos exsudados.105  

De acordo com um estudo realizado por Silva et al. a maioria dos flavonóides isolados e 

identificados de plantas do género Solanum são derivados do canferol (98) e da quercetina (97) ou 

dos seus derivados metilados e acilados.106 A glicose e a ramnose surgem como os fragmentos 

glicosídicos mais comuns enquanto a galactose, a arabinose e a xilose surgem com menos 

frequência.  

Foram isolados e identificados da espécie Solanum cernuum os flavonóides glicosilados 

quercitrina (1) e afzelina (2) como foi referido no início da introdução.15 

I.1.9.2 Biossíntese 

A biossíntese dos flavonóides inicia-se com a condensação de uma unidade de p-cumaroil-

CoA com três moléculas derivadas de poliacetato, catalisada pela chalcona sintase, originando 

uma cadeia de poliacetato a qual pode ciclisar de duas formas diferentes. Uma delas permite uma 

condensação de Claisen formando calconas que são os precursores de flavonóides que se 

encontram em todo o reino vegetal.  

A maioria dos flavonóides possuem um anel heterocíclico de 6 membros o qual se forma 

após o ataque nucleofílico do fenol à cetona ,-insaturada para dar uma flavanona (como a 

naringenina (99)). As flavanonas podem então dar origem a muitas variantes da sua estrutura 

básica: as flavonas, os flavonóis, as antocianinas e as catequinas. As reacções de hidroxilação em 

qualquer um dos dois anéis aromáticos que ocorre em geral na fase de flavanona para além das 
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reacções de metilação, glicosilação que são também possíveis vêm aumentar a gama de 

flavonoides que ocorrem. 

O

OH

CoAS

p-cumaroilCoA

SCoA

O

3 x

O

CoAS

O O O

OH

OO

O

O

SCoA
OH

OO

O O
H

OH

HO

OH O

OH

OH
OHO

OH O

OH

OHO

OH O

OH

OH

O2

2-oxo-glutarato

OHO

OH O

OH

OH

di-hidroquercetina

quercetina

(flavanona)

O2

2-oxo-glutarato

(calcona)

 

Figura I.1.7 Biossíntese da quercetina (97). 
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A maioria dos sistemas enzimáticos apresenta uma reduzida especificidade podendo 

catalisar reacções de compostos com diferentes graus de oxigenação. 

 

I.1.9.3 Actividade Biológica 

Um fenómeno importante que influenciou o interesse crescente na química dos flavonóides 

foi o “paradoxo Francês”. Este fenómeno refere-se à França, país em que a taxa de mortalidade 

devida à doença coronária cardíaca é muito mais baixa do que a dos outros países industrializados 

apesar do consumo de gorduras saturadas e dos níveis de colesterol no soro serem idênticos aos 

dos outros países.107 O fenómeno foi explicado por Hertog et al. em 1993 num artigo com grande 

divulgação.108 Segundo estes autores, este fenómeno podia ser explicado pela presença de 

compostos fenólicos antioxidantes no vinho tinto cujo teor apresenta uma correlação inversa com 

a mortalidade devida à doença coronária cardíaca. 

Ao mesmo tempo foi demonstrado que os alimentos derivados de plantas que já tinham 

sido considerados saudáveis possuíam elevados níveis de flavonóides. Foram realizados estudos 

epidemiológicos nos quais foi investigada a relação entra a ingestão de flavonóides e o efeito na 

doença coronária cardíaca e na mortalidade por cancro. Para além das doenças cardiovasculares e 

de certas formas cancro pensa-se que eles actuam como antioxidantes destruindo os radicais 

livres prejudiciais. A quercetina (97) é um antioxidante poderoso, capaz de quelar metais, destruir 

radicais e previnir a oxidação de lipoproteínas de baixa densidade.
55

 

Sabe-se também que os flavonóides são sintetizados pelas plantas como resposta à infecção 

microbiana. Por isso não é de estranhar que eles tenham apresentado actividades antimicrobianas 

significativas para uma ampla gama de microorganismos.109 A maioria dos resultados descritos 

referem-se às actividades antifúngica e antibacteriana mas foram também descritos estudos 

relativos à actividade antiviral.110 

Os resultados dos estudos SAR dos flavonóides têm sido contraditórios e não conclusivos. 

Foi demonstrado que os compostos menos polares i.e. os flavonóides que não possuem grupos 

hidroxilo no anel B são mais activos para os microorganismos do que os compostos com grupos –

OH. Estas conclusões foram confirmadas pela observação de que a metilação do núcleo flavonóide 



Introdução 

46 

resultava num aumento da actividade antibacteriana para Staphylococcus aureus. No caso de 

S.aureus resistentes à meticilina, a presença de cadeias alifáticas no anel da flavona (6 ou 8) torna 

a molécula mais lipofílica e com uma actividade acrescida relativamente às flavonas não 

substituídas.
107

 

Foi também demonstrado no caso das bactérias cariogénicas (Actinomyces viscosus, A. 

naeslundii e alguns Streptococci) que a presença de vários grupos hidroxilo nos anéis A e B , 

garantindo a presença do grupo hidroxilo na posição 5, e de uma cadeia alifática no anel A são 

determinantes na actividade antibacteriana das flavonas. No entanto, foi afirmado que os 

flavonóides metoxilados, lipofílicos não são bons protectores contra os microorganismos. Esta 

afirmação foi confirmada pelo facto dos glicosídeos da quercetina apresentarem uma actividade 

antimicrobiana importante para vários microorganismos.111  

Resumindo, podemos afirmar que durante a década de 90 se observou que os flavonóides 

exerciam uma ampla gama de efeitos biológicos, muitos dos quais estavam relacionados com a 

saúde do Homem.112 Uma vez que a diversidade estrutural apresentada pelos produtos naturais é 

superior à dos compostos obtidos por síntese, é natural que se continue na busca, no reino 

vegetal, de novos compostos desta família que possuam actividades biológicas superiores às dos 

compostos conhecidos e que se testem os compostos conhecidos para actividades biológicas 

diferentes.  

Para além da procura de novas moléculas candidatas a utilização farmacológica, também é 

importante a investigação da composição e actividade de extractos brutos das plantas utilizadas 

na medicina tradicional ou com valor nutricional. O resultado pode ser não a obtenção de um 

novo fármaco mas a obtenção de um extracto processado a ser introduzido na indústria alimentar 

ou uma directriz para um consumo de alimentos mais adequado.107 
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Capítulo I.2 

Estudo fitoquímico de Solanum cernuum Vell 

 

DISCUSSÃO DE RESULTADOS 
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I.2.1  

A medicina tradicional continua na linha da frente da farmacoterapia de muitos milhões de 

pessoas do mundo inteiro em especial nos países em via de desenvolvimento. A Organização Mundial 

de Saúde (OMS) estimou que cerca de 65% da população mundial utiliza os extractos medicinais 

derivados de plantas como cuidados de saúde primários. Para isso contribuem grandemente a ampla 

biodiversidade, a elevada disponibilidade de plantas medicinais e uma longa tradição associada à sua 

utilização.113 

Apesar da sua aplicação ser encarada com algum cepticismo pela medicina ocidental, os 

extractos medicinais utilizados nas tradições médicas antigas tais como a medicina ayurvédica indiana 

e a medicina tradicional chinesa podem constituir uma fonte rica de modelos terapêuticos para a 

indústria farmacêutica. 

A ideia de transformar os componentes das medicinas tradicionais em fármacos modernos tem 

a sua origem nos exemplos da quinina para a malária e da aspirina (ácido acetilsalicílico) antipirética e 

analgésica. O alcalóide quinina, que foi isolado em 1820 da casca de algumas espécies de Cinchona, foi 

utilizado pelos índios peruanos para suprimir as tremuras e tem sido utilizado no tratamento da 

malária desde o século XVII. A aspirina é um derivado do ácido salicílico isolado da casca do salgueiro 

(espécie Salix) utilizado, desde há muito, para tratar a febre e a inflamação em muitas culturas em 

todo o mundo. O sucesso destes fármacos conduziu à busca de novos fármacos tendo como base os 

conhecimentos das medicinas tradicionais.113 

Os compostos que constituem os extractos medicinais são de grande interesse pois são 

normalmente moléculas com estruturas que possuem múltiplos grupos funcionais e são 

estereoquimicamente complexas, de difícil síntese química e com propriedades biológicas 

interessantes. E, sobretudo, os extractos de onde provêm foram já “clinicamente” testados, nalguns 

casos há milénios, na medicina tradicional. 113 

Apesar do progresso notável efectuado no desenvolvimento de novas terapias, o cancro 

permanece como uma grande ameaça da saúde pública. Estima-se que o número de mortes 

relacionadas com o cancro duplique nos próximos 50 anos. Uma vez que muitos cancros são evitáveis, 

a estratégia de controle do cancro envolve uma mudança de paradigma de quimioterapia para 

quimioprevenção. A quimioprevenção envolve o uso de substâncias químicas não tóxicas de origem 
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natural ou sintética que previnem a carcinogénese quer por estímulo da desintoxicação dos agentes 

cancerígenos e dos seus metabolitos reactivos ou pondo fim, atrasando ou revertendo a proliferação e 

a transformação maligna subsequente das células danificadas.45 

As plantas do género Solanum (família das Solanaceae) são utilizadas num elevado número de 

culturas devido não só ao seu valor nutricional mas às propriedades medicinais. A espécie Solanum 

cernuum Vell. é uma planta medicinal brazileira utilizada no tratamento de uma grande variedade de 

doenças maioritariamente de origem inflamatória, infecciosa e tumoral, tal como foi referido na 

introdução. 

Neste trabalho procedeu-se à extracção da planta Solanum cernuum Vell. com diclorometano e 

etanol, à avaliação da actividade biológica e farmacológica dos extractos, seguida do fraccionamento 

orientado de acordo com os resultados dessa avaliação. Esta avaliação teve como objectivo testar as 

propriedades bioactivas dos extractos de diclorometano e de etanol para potenciais aplicações que 

justificassem o isolamento e identificação estrutural dos seus constituintes. 

I.2.2 Extracção 

Após a colheita da planta ela foi seca em condições controladas e extraída sucessivamente com 

diclorometano e etanol tendo sido obtidos o extracto de diclorometano (EBD) e de etanol (EBE). A 

escolha de diclorometano que extrai preferencialmente compostos mais lipófilos e de etanol para a 

extracção de compostos mais polares assegura a extracção de compostos com uma gama ampla de 

polaridades. 

I.2.3 Avaliação da actividade biológica dos extractos EBD e EBE 

Sabendo que a inflamação local e persistente de um tecido é um factor comum ao processo da 

carcinogénese e dentro de uma abordagem de quimioprevenção, foi testada a actividade anti-

inflamatória dos extractos. Foram também realizados ensaios da actividade anti-ulcerosa e da 

actividade antibacteriana. 
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I.2.3.1 Actividade anti-inflamatória 

Ensaio de edema de orelha 

Com o objectivo de detectar o potencial anti-inflamatório de ligandos da histamina presentes 

nos extractos de diclorometano (EBD) e de etanol (EBE), foi realizado o ensaio de edema de orelha 

induzido pela aplicação local de óleo de croton (2,5 %) utilizando o fármaco anti-inflamatório 

dexametasona (0,4%) e acetona como controle.  

 

Figura I.2.1 Efeito do tratamento com extracto etanólico - EBE (1% e 10%) e de diclorometano – EBD (1% e 10%) 
de Solanum cernuum Vell, dexametasona (0,4%), acetona (controle negativo) no ensaio do edema de orelha 
induzido em ratos por óleo de croton a 2,5%. Anova EBE F (3,19)=p< 0,0001; EBD F (3, 23) = p<0,0001 en relação 
ao grupo controle. Teste Tukey Kramer  p<0,05. 

Analisando os resultados apresentados na figura I.2.1 pode observar-se que apenas a solução de 

extracto etanólico (10%) apresentou uma actividade moderada correspondente a uma inibição de 

20,3%. 

Modelo da contorção induzida por ácido acético 

O modelo da contorção induzida pelo ácido acético é um ensaio de estímulos adequado a 

avaliar a actividade anti-inflamatória e/ou analgésica uma vez que a intensidade da resposta depende 

da interacção de vários factores (neurotransmissores/neuromoduladores) que determinam a 

nocicepção (envio de um sinal, por um receptor sensorial, o nociceptor, o qual causa a percepção da 

dor em resposta a um estímulo que possui um dano potencial).114 Por isso, este modelo permite a 
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avaliação da actividade anti-nociceptiva produzida pela dor inflamatória e/ou neurogénica e a 

resposta a substâncias analgésicas por uma grande variedade de mecanismos, sendo sensível a 

fármacos como antagonistas dos receptors da quinina, analgésicos opióides e ao ácido 

acetilsalicílico.115,116 

Na Figura I.2.2 é apresentado o efeito do tratamento dos ratos com diferentes doses do 

extracto etanólico EBE (300 e 600 mg/Kg) e com diferentes doses de extracto de diclorometano EBD 

(100, 300 e 600 mg/Kg).  

 

Figura I.2.2 Efeito do tratamento com o extracto etanólico – EBE (300mg/kg e 600mg/kg), o extracto de 
diclorometano – EBD (100 mg/kg, 300 mg/kg e 600 mg/kg) de Solanum cernuum Vell, a dipirona (200mg/kg) e 
uma solução de NaCl 0,9% (controle negativo) no ensaio de contorção abdominal induzida em ratos pelo ácido 
acético a 0,8%. Anova F (6,34)=p< 0,0001. Test Tukey Kramer * p<0,05. 

A análise dos resultados apresentados na Figura I.2.2 permitiu concluir que, no modelo da 

contorção induzida por ácido acético a 0,8 %, os dois extractos apresentaram um efeito de inibição 

das contorções significativo dependente da dose. De entre eles, o efeito inibidor do extracto de 

diclorometano (EBD) foi mais significativo atingindo um valor de 38,1% para uma dose de 100 mg/Kg, 

tendo sido observadas uma redução de 61,5% (p0,05) para a dose de 300 mg/Kg e uma redução de 

74% (p0,001) para a dose de 600 mg/Kg. 
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I.2.3.2 Atividade anti-ulcerosa 

A utilização das infusões das folhas da espécie vegetal Solanum cernuum Vell. no tratamento de 

úlceras gástricas na medicina tradicional e a actividade anti-ulcerosa significativa do extracto 

etanólico observada por Araújo et al.13 levou a investigar a actividade anti-ulcerosa do extracto de 

diclorometano. Foram realizados dois ensaios modelo nos quais a indução de lesões agudas da 

mucosa gástrica foi realizada com uma solução de etanol (95%) (ensaio modelo 1) e com 

indometacina (ensaio modelo 2). 

A úlcera gástrica ocorre quando uma agressão ou a diminuição na resistência da mucosa altera 

o equilíbrio fisiológico entre as barreiras de protecção e os factores ulcerogénicos. Estes incluem o 

aumento da secreção de ácido clorídrico, a redução da neutralização realizada pelo bicarbonato, a 

diminuição da secreção de muco, a redução da síntese de prostaglandinas e óxido nítrico e a presença 

da bactéria Helicobacter pylori.13 

A administração de etanol absoluto a ratos produz lesões na mucosa gástrica e erosões 

idênticas às que ocorrem na úlcera gástrica.117 Pensa-se que o dano no tecido induzido na mucosa 

gastrointestinal devida à toxicidade aguda do etanol pode estar associado com a ocorrência da 

peroxidação lipídica e com a geração de espécies reactivas tóxicas que originam um desequilíbrio no 

balanço oxidante/antioxidante. Quando o sistema de defesa antioxidante é insuficiente ocorre uma 

acumulação de radicais livres que provoca lesões na membrana celular, danos oxidativos e morte 

celular caso a agressão continue.118 Outra proposta para explicar o dano oxidativo induzido pelo 

etanol à mucosa gástrica baseia-se no efeito constritivo em veias e artérias da mucosa gástrica 

originando a congestão, inflamação e danos nos tecidos. Para Mizui e Doteuchi o modelo de indução 

por etanol avalia a actividade das substâncias citoprotectoras dos extractos ou compostos.119 As 

plantas têm sido reconhecidas como fontes de antioxidantes que podem proteger do stress oxidativo 

e desempenhar uma função importante na quimioprevenção de doenças que resultam da 

peroxidação lipídica.120 

No ensaio modelo 1, observou-se que os índices de lesões observados após tratamento com 

EBD de 500, 1000 e 2000 mg/Kg/po foram 38,2%, 61,0% e 81,9% enquanto que a carbenoxolona (200 

mg/kg) inibiu 88,9 %. Esta actividade suave do EBD observada pode ser explicada por uma actuação 

como efeito protector ou como estimulante da actividade antoxidante (Figura I.2.3). 
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Figura I.2.3 Índice de lesões ulcerosas ULI (Mean ± SEM ) obtidos com diferentes doses de extracto de 
diclorometano de Solanum cernumm (solução salina, 0.9% NaCl) e carbenoxolona (200mg/Kg) no modelo de 
etanol. Foram utilizados o método ANOVA e o teste de Dunnett para comparação, (*p<0.05, ** p<0.001), 

(n=6). ANOVA F (4,22)= 19,95, p0,001. Ensaio Duncan, *p0,01, **p0,001. 

Por outro lado, no ensaio modelo 2, as lesões na mucosa gástrica foram provocadas pela 

indometacina que é um inibidor potente da ciclo-oxigenase e, como consequência, da biossíntese 

das prostaglandinas provocando a diminuição da resistência da mucosa à acção do ácido clorídrico e 

da pepsina.13 Ao contrário da actividade anti-ulcerosa significativa apresentada pelo extracto 

etanólico observada por Araújo et al.13 o extracto EBD na úlcera gástrica induzida pela indometacina 

(40 mg/Kg) não apresentou actividade (Figura I.2.4).  
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Figura I.2.4 Índice de lesões ulcerativas ULI (Mean ± SEM ) obtidos com o extracto de diclorometano de 
Solanum cernumm Vell. (solução salina, 0.9% NaCl) e cimetidina (200mg/Kg) no modelo de indometacina. 
Foram utilizados o método ANOVA e o teste de Dunnett para comparação, (*p<0.05, ** p<0.001), (n=6). 

ANOVAF(2,13)=34,69, p0,001. Ensaio Duncan *p0,01. 
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Como conclusão, pode dizer-se que os metabolitos presentes no extracto de diclorometano 

não podem contribuir para o efeito antiulcerogénico observado para a planta Solanum cernuum Vell. 

na medicina tradicional. 

I2.3.3 Atividade antibacteriana 

A actividade antibacteriana dos extractos EBD e do EBE foi testada in vitro em estirpes de 

bactérias patogénicas do homem Gram- (Escherichia coli, Salmonella enterica, Pseudomonas 

aeruginosa, Helicobacter pylori) e em estirpes de bactérias Gram+ (Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermis, Bacillus cereus e Enterococcus faecalis). 

Analisando os resultados apresentados na Tabela I.2.1 pode observar-se que o extracto de 

diclorometano (EBD) apresentou actividade para quatro estirpes de bactérias Gram+ com valores de 

concentrações bactericidas mínimas (MBC) compreendidas no intervalo de 0,6-10,0 mg/mL. O 

extracto etanólico (EBE) também foi activo para as bactérias Staphylococcus epidermis e Bacillus 

cereus com valores de MBC de 1,25 e 2,50 mg/mL, respectivamente. 

Tabela I.2.1 Valores da concentração bactericida mínima (mgmL
-1

) do extracto de 
diclorometano (EBD) e do extracto etanólico (EBE) de Solanum cernuum Vell. para diferentes 
bactérias 

Bactérias 
Extractos Controle 

EBD EBE Fu Va Ac.Na 

Escherichia coli - - 0,01 - 0,1 

Salmonella enterica - - 0,01 - 0,1 

Pseudomonas aeruginosa - - -- - 0,1 

Helicobacter pylori 30 30 0,01 - - 

Staphylococcus aureus 10 - 0,001 0,001 - 

Staphylococcus epidermis 1,25 1,25 0,001 0,01 - 

Bacillus cereus 5 2,5 0,01 0,05 - 

Enterococcus faecalis 0,6 - 0,10 0,05 - 

(-)-não foi determinado o valor de MBC na gama de concentração testada; Fu-Furazolidona; Va-
vancomicina, Ac.Na-Ácido Nalidíxico. Os resultados são valores coincidentes com pelo menos dois 
ensaios. 

Tanto o extracto EBD como o extracto EBE apresentaram actividade para a bactéria 

Helicobacter pylori com uma concentração bactericida mínima de 30 mg/mL. 

Pode dizer-se que a avaliação da actividade biológica dos extractos de diclorometano e 

etanólico da planta Solanum cernuum Vell. revelou que eles possuíam actividade anti-inflamatória, 



Discussão de Resultados 

56 

actividade antibacteriana e actividade anti-ulcerosa o que justificou o fraccionamento, a elucidação 

estrutural e a avaliação da actividade biológica dos compostos isolados de ambos os extractos. 

I.2.4. Fraccionamento dos extractos EBD e EBE 

Procedeu-se à separação do extracto de diclorometano (EBD) por cromatografia de coluna em 

sílica gel 60, desactivada com água a 10 % ( n-hexano/acetato de etilo 9/1 (V/V)) tendo sido recolhidas 

várias fracções de polaridade crescente. 

A fracção eluída com n-hexano era composta por uma série de alcanos de cadeia longa (C25-

C34).
121 A partir da fracção eluída com n-hexano/acetato de etilo (9:1), constituída por uma mistura de 

triterpenos, foram obtidos após sucessivas cromatografias de coluna e de placa (como está descrito na 

Parte Experimental) a cicloeucalenona (24) (2,80 g; 7,0%), a (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) (589 

mg; 1,47%), (+)-24-(1,3-dioxietano)-31-norcicloartanona (108) (20 mg; 0,05%) e o -sitosterol (146 mg; 

0,36%). Da fracção eluída com n-hexano/acetato de etilo (7:3), rica em carotenóides, foi isolada a 

luteína (380 mg; 0,95%).122 

Procedeu-se à purificação do extrato etanólico (EBE) por cromatografia de filtração por gel 

utilizando como fase estacionária o gel de Sephadex LH-20 e como fase móvel o metanol tendo sido 

recolhidas seis fracções. De uma das fracções (fracção D), que era constituída por uma mistura de 

amidas dos ácidos hidroxicinâmicos, foram obtidas após várias separações por cromatografia de 

coluna de fase reversa (conforme referido na Parte Experimental) a cernumidina (109) (86,3 mg; 

1,92%), a isocernumidina (110) (11,1 mg; 0,25%), a cernumidina B (111) (23,9 mg; 0,53%) e a 

isocernumidina B (112) (10,4 mg; 0,23%). Da fracção seguinte (fracção E) que era rica em compostos 

fenólicos foram isoladas, por sucessivas cromatografias de fase reversa como se refere na Parte 

Experimental, a quercitrina (1) (18,9 mg; 0,42%), a afzelina (2) (6,0 mg; 0,13%), a hiperina (113) (7,0 

mg; 0,14%), o ácido ferúlico (114) (3,3 mg; 0,07%) e a N-acetildopamina (115) (23,4 mg; 0,52%). 

I.2.5 Elucidação estrutural 

I.2.5.1 Elucidação estrutural dos triterpenos  

Foram isolados três triterpenos com esqueleto de 31-norcicloartanona cujos nomes triviais são 

(+)-cicloeucalenona (24), (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) e (+)-24-(1,3-dioxetano)-31-
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norcicloartanona (108). Os três compostos possuem o mesmo núcleo tetracíclico de 31-

norcicloartanona diferindo na substituição que apresentam na cadeia lateral. 

(+)-Cicloeucalenona [24-metil-31-norcicloart-24(28)-en-3-ona] 
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O triterpeno maioritário do extracto de diclorometano é a cicloeucalenona (24) isolada da 

fracção B3, que possui funcionalidade 3-oxo-Δ24(28). Este composto já tinha sido obtido por oxidação 

do cicloeucalenol123 e isolado da pele do fruto Musa sapientum L. (Musaceae).124 Mais tarde, foi 

relatada a identificação de um epímero em C-4.125 A cicloeucalenona foi também isolada de um fungo 

não identificado colhido em New Jersey126 e de Tinospora crispa (Menispermaceae).60 

A estrutura 24 foi identificada por comparação com os dados espectroscópicos127,128,129 e o sinal 

da rotação óptica específica da literatura.123 As atribuições dos sinais dos espectros de 13C RMN 

basearam-se em experiências de DEPT, HMQC e HMBC.  

A (+)-cicloeucalenona (24) foi revelada, em placa de TLC de sílica gel 60, após pulverização com 

solução de ácido molibdofosfórico o que sugere a presença de unidades carbonadas saturadas na 

estrutura. 

O espectro de massa de 24 apresenta um sinal correspondente ao ião molecular M
+ a m/z 424 

u.m.a. e um padrão de fragmentação análogo ao descrito para a cicloeucalenona130 apresentando iões 

fragmento m/z 409 [M-CH3]
+, 381 [M-C3H7]

+, m/z 340 [M-C5H10O (rearranjo de McLafferty)]+, m/z 300 

[M-C8H12O]+, m/z 299 [M-C9H17 (cadeia lateral)]+, m/z 257 [M- (C9H17 (cadeia lateral)-C3H6 (carbonos C-

15, C-16 e C-17 do anel D)]+ e m/z 243 [M-(C9H17-C3H6-CH2)]
+.125,131,132,133, 134 

À semelhança do que foi descrito para a 31-norciclolaudenona,130 um outro triterpeno com 

esqueleto de 31-norcicloartanona, o espectro de infravermelho da cicloeucalenona (24) apresenta, 

uma banda a 1711 cm-1 (C=O) que é originada pelo grupo carbonilo em C-3 quando os anéis A e B são 
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saturados.135 A presença deste grupo foi também confirmada pelo sinal, no espectro de RMN de 

carbono, a  213,3 ppm o qual apresenta uma correlação a longa distância com o sinal do metilo em C-

30 a  0,98 ppm (3H, d, J30,4=6,7 Hz) e com o multipleto do metileno em C-2 a  2,42 ppm (m) (Tabela 

I.2.2). 

A presença de um anel de ciclopropano foi indicada pela banda no espectro no IV a 3020 cm-1 

atribuível ao metileno em C-19 do anel de ciclopropano e pelos dois sinais dos dois protões não 

equivalentes a campo alto  0,39 ppm (1H, d, J19exo,19endo=4,0 Hz) e a 0,62 ppm (1H, d, J19endo,19exo=3,6 

Hz) os quais, à semelhança do que está descrito para a cicloeucalenona, indicam a presença de apenas 

um grupo metilo em C-4.123 Estes sinais encontram-se correlacionados por HMQC com o sinal do 

carbono metilénico C-19 (DEPT) a  27,2 ppm. Observa-se no espectro de COSY-H,H que, para além do 

sinal do protão H-19endo se encontrar acoplado com o protão H-19exo, apresenta também uma 

correlação a longa distância com o sinal de H-1, tal como foi descrito para o cicloeucalenol.127 

Também se observam correlações no espectro de HMBC entre os protões do metileno em C-19 e os 

sinais referentes aos átomos de carbono C-11 ( 25,9 ppm) e C-1 ( 32,8 ppm), respectivamente. 

Existem, no espectro de 1H RMN, dois sinais que se referem a dois grupos metilo terciários a  

0,91 ppm e a  1,00 ppm que correspondem por HMQC aos sinais dos carbonos a  19,2 ppm (C-29) e 

a  17,9 ppm (C-18). Observam-se também quatro sinais de quatro grupos metilo secundários a  0,90 

ppm (3H, d, J21,20= 4,8 Hz),  0,98 ppm (3H, d, J30,4= 6,7 Hz),  1,02 ppm (3H, d, J26,25= 6,8 Hz) e  1,03 

ppm (3H, d, J27,25= 6,8 Hz) que estão correlacionados por HMQC aos sinais dos carbonos dos grupos 

metilo a  18,3 ppm (C-21),  10,7 ppm (C-30),  21,9 ppm (C-26) e  22,0 ppm (C-27), 

respectivamente. 

Os sinais permutáveis dos grupos metilo em C-26 e C-27 a  1,02 ppm e a  1,03 ppm 

apresentam, na experiência de COSY-H,H um sinal de acoplamento com o protão H-25 a  2,22 ppm 

(1H, h, J25,26/27=6,3 Hz), o qual corresponde por HMQC com o sinal do carbono a  33,8 ppm. Esta 

atribuição do sinal de H-25 foi confirmada pela correlação por HMBC observada entre este sinal e os 

sinais dos carbonos C-26 e C-27 a  21,9 e 22,0 ppm, respectivamente (Tabela I.2.2).  

Para além dos seis grupos metilo, a experiência DEPT revelou a presença de onze grupos 

metileno, seis grupos metino e seis carbonos quaternários. 
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Tabela I.2.2.Dados de 
1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz) para a (+)-cicloeucalenona 

(24) (CDCl3), correlações COSY 
1
H -

1
H e HMBC. 
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C C  H (multiplicidade, J (Hz)) COSY 

(
1
H-

1
H) 

HMBC 
(

1
H-

13
C) 

1 32,8  1,66 (m) H-19, H-2 ---- 

---- ---- 
2 41,0 ---- ---- C1, C3, C10 

 2,42 (m) H-1 
3 213,3 ---- ---- ---- 
4 50,0 2,23 (m) H-30 C3, C30 
5 46,0 ---- ---- ---- 
6 25,2  1,57 (m) H-6 ---- 

 0,73 (qd, J6,6=11,2 Hz; J6,7=3,0 Hz) H-6, H-7 
7 28,1  1,17 (m) H-6 ---- 

 1,39 (m) ---- 

8 47,1 ---- ---- ---- 
9 24,9 ---- ---- ---- 

10 29,3 ---- ---- ---- 
11 25,9 ---- ---- ---- 
12 35,4 ---- ---- ---- 
13 45,4 ---- ---- ---- 
14 48,8 ---- ---- ---- 
15 32,8 ---- ---- ---- 
16 27,0 1,89 (m) H-17 C13, C14, C15, C17 
17 52,2 1,54 (m) H-20 C18 
18 17,9 1,00 (s) ---- ---- 
19 27,2 exo 0,39 (d, J19,19=4,0 Hz) H-19endo  

C1, C11 endo 0,62 (d, J19,19=3,6 Hz) H-19exo, H1 
20 36,1 1,40 (m) H-21, H-17 ---- 
21 18,3 0,90 (d, J21,20=4,8 Hz) H-20 C17, C20, C22 
22 35,0 1,17 (m) H-21 ---- 

1,65 (m) H-21 
23 31,3 1,89 (m) H-28 ---- 

2,08 (m) 
24 156,8 ---- ---- ---- 
25 33,8 2,22 (h, J25,26/27=6,3 Hz) H-26, H-27 C24, C26,C27, C28 
26 21,9* 1,02 (d, J26,25=6,8 Hz)* H-25 C24, C25, C27 
27 22,0* 1,03 (d, J27,25=6,8 Hz)* H-25 C24, C25, C26 
28 106,0 

 
A 4,72 (sl) H-23 C23, C24, C25 
B 4,66 (sl) 

29 19,2 0,91 (s) ---- ---- 
30 10,7  0,98 (d, J30,4=6,7 Hz) H-4 C3 

*-sinais permutáveis 

Tal como foi descrito para o cicloeucalenol,127 o sinal do protão H-6 surge a campo alto a 0,73 

ppm (1H, qd, J6,6=11,2 Hz; J6,7=3,0 Hz) e está correlacionado por COSY-H,H com os protões H-6 a  

1,57 ppm (m) e H-7 a  1,17 ppm (m). 
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No espectro de 1H RMN observam-se dois sinais de protões a  4,66 ppm (1H, sl) e a  4,72 ppm 

(1H, sl) que sugerem a presença de um grupo exometileno terminal da cadeia lateral o que foi 

confirmado pela presença no espectro no infravermelho de duas bandas a 1642 (C=CH2) e a 886 (C=CH2) 

cm-1.125 Os sinais referentes aos dois protões em C-28 a  4,66 ppm e a  4,72 ppm estão 

correlacionados por HMQC com o sinal do carbono a  106,0 ppm. A posição da ligação dupla em C-24 

foi confirmada pela existência de dois sinais de acoplamento a três ligações com os protões H-23  e  

a  1,89 (m) e a 2,08 (m) na experiência de COSY-H,H, à semelhança do que foi descrito para o 

cicloeucalenol.127 Observam-se também correlações por HMBC dos protões em C-28 com o sinal a  

156,8 ppm do carbono quaternário C-24, com o sinal de C-23 a  31,3 ppm e com o sinal de C-25 a  

33,8 ppm o qual está por sua vez correlacionado com os sinais dos protões dos metilos em C-26 e C-

27, como foi referido anteriormente (Figura I.2.5). 

O

1

3
4

19
11

10
9

30

29

20

21

22

23 24

25

28

26

272

17

18

 

Figura I.2.5 Correlações de HMBC observadas para a (+)-cicloeucalenona (24). 

O sinal do metilo em C-30, sob a forma de dupleto a  0,98 ppm com uma constante de 

acoplamento J30,4=6,7 Hz, sugere a presença do epímero C-4,136 o que foi confirmado pelo valor da 

rotação óptica específica, a qual foi indispensável na determinação da estereoquímica de 24 

nomeadamente na orientação do grupo metilo em C-4. Assim, o valor obtido ([]D
20 +54,9o (c 0.67, 

CHCl3) está de acordo com o descrito na literatura ([]D
20 +54,4 o (c 0.89, CHCl3)

123 para a estrutura 24. 

 

 

 



Discussão de Resultados 

61 

(+)-24-oxo-31-norcicloartanona 
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Da fracção B54 foi isolada a 24-oxo-31-norcicloartanona (107), um outro triterpeno com o 

esqueleto de 31-norcicloartanona anteriormente isolado de Musa sapientum L.137 

À semelhança do composto 24, a (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) foi revelada em placa de 

TLC de sílica gel após pulverização com solução de ácido molibdofosfórico o que sugere a presença de 

unidades carbonadas saturadas na molécula.  

O espectro de massa de 107 apresenta um sinal correspondente ao ião molecular M]+ a m/z 

426 u.m.a. e um padrão de fragmentação análogo ao descrito para a 24-oxo-28-norcicloartanona137 

apresentando iões fragmento a m/z 411 [M-CH3]
+, m/z 340 [(M-C5H10O (rearranjo de 

McLafferty)]+,131,132 m/z 299 [M-C8H15O (cadeia lateral)]+, m/z 257 [M- C8H15O (cadeia lateral) – C3H6 

(carbonos C-15, C-16 e C-17 do anel D)]+ 133 e m/z 243 [M+-cadeia lateral -C3H6-CH2]
+.137,134 

As atribuições dos sinais dos espectros de 1H RMN e 13C RMN foram feitas com base em 

experiências de DEPT, HMQC e HMBC. 

Tal como se apresenta na Tabela I.2.3 e à semelhança da cicloeucalenona (24), os espectros da 

24-oxo-31-norcicloartanona (107) apresentam os sinais característicos da presença do grupo carbonilo 

em C-3 quando os anéis A e B são saturados: a banda no espectro no IV a 1711 cm-1 (C=O) , o sinal no 

espectro de carbono a  213,3 ppm com uma correlação a longa distância com o sinal do metilo em C-

30 o qual surge no espectro de protão a  0,98 ppm (3H, d, J30,4=6,4 Hz).  

Observam-se também os dois sinais dos protões não equivalentes do anel de ciclopropano a 

campo alto  0,39 (1H, d, J19exo,19endo=4,0 Hz) e a 0,61 (1H, d, J19endo,19exo=3,8 Hz) correlacionados por 

HMQC com o sinal do metileno (DEPT) a  27,1 ppm. A presença de dois grupos metilo terciários CH3-
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18 e CH3-29 foi indicada pelos singuletos a  0,90 ppm e a δ 0,99 ppm que correspondem por HMQC 

aos sinais a  19,1 ppm (C-29) e a  17,9 ppm (C-18). 

O espectro de 1H RMN da 24-oxo-31-norcicloartanona (107) difere do espectro do espectro de 

1H RMN da cicloeucalenona (24) pelo desaparecimento dos dois sinais correspondentes aos dois 

protões do grupo exometileno. Por outro lado, a presença de um grupo carbonilo adicional na cadeia 

lateral do composto 2 foi evidenciada pela presença, no espectro de 13C RMN, de um sinal a  215,4 

ppm referente ao carbono C-24, o qual apresentava correlações por HMBC com o sinal do metino H-

25 que, devido ao efeito anisotrópico do carbonilo em C-24, surgiu desviado para campo baixo 

surgindo a  2,61 ppm. 

O sinal em C-24 encontra-se também correlacionado a longa distância com o dupleto referente 

à sobreposição dos sinais dos protões dos grupos metilo em C-26 e C-27 que surge a um valor de 

desvio químico inferior a  1,09 ppm (6H, d, J=6,9 Hz). Os sinais dos protões não equivalentes do grupo 

metileno em C-23, que se encontram também acoplados a longa distância com o carbonilo em C-24, 

surgem igualmente desviados para campo mais baixo a  2,49 ppm e  2,38 ppm (Tabela I.2.3).  

A presença do grupo carbonilo em C-24 provocou assim alterações nos sinais dos átomos de 

carbono  relativamente a C-24 (C-23 e C-25) que apresentam valores de desvio químico mais 

elevados enquanto que os  (C-22 e C-26) foram desviados para campo mais alto (Tabela I.2.3).138  

Tal como se observou no espectro da cicloeucalenona (24), o sinal do metilo em C-30 surge sob 

a forma de dupleto a  0,98 ppm com uma constante de acoplamento J30,4=6,4 Hz o que está de 

acordo com a orientação deste grupo metilo C-4,136 o que foi confirmado pelo valor da rotação 

óptica específica observada ([]D
20 +53,2o (c 0.46, CHCl3), a qual foi indispensável na determinação da 

estereoquímica de 111 nomeadamente na orientação do grupo metilo em C-4. 
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Tabela I.2.3 Dados de 

1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz) para a 4-(+)-24-oxo-

31-norcicloartanona (107) (CDCl3) e correlações HMBC. 

O

O

H

H

24

30

293

20

17

18

10

12

15

19

5

26

27

4

21

 
C C  H (multiplicidade, J (Hz)) HMBC 

(
1
H-

13
C) 

1 32,8 1,66 (m) ---- 
---- 

2 40,9 ---- C1, C3, C10 

 2,41 (m) 
3 213,3 ---- ---- 
4 50,0 2,22 (m) C3, C5, C30 
5 46,0 ---- ---- 
6 25,2 ---- ---- 

 0,72 (qd, J6,6=12,0 Hz; J6,7=2,4 Hz) 
7 28,0 1,26 (m) ---- 
8 47,0 ---- ---- 
9 24,9 ---- ---- 

10 24,9 ---- ---- 
11 25,9 ---- ---- 
12 35,4 ---- ---- 
13 45,4 ---- ---- 
14 48,8 ---- ---- 
15 32,8 1,62 (m) ---- 
16 26,9 1,66 (m) C13, C14, C15, C17 
17 52,2 1,57 (m) ---- 
18 17,9 0,99 (s) C17 
19 27,1 exo 0,39 (d, J19exo,19endo=4,0 Hz) C1, C8, C11 

endo 0,61 (d, J19endo,19exo=3,8 Hz) 
20 35,7 1,37 (m) C21 
21 18,4 0,87 (d, J=6,4 Hz) C17, C20, C22 
22 30,1 1,20 (m) C21 

1,70 (m) 
23 37,5 A 2,49 (m)  C24 

B 2,38 (m) 
24 215,4 ---- ---- 
25 40,8 2,61 (h, J25,26/27=6,9 Hz) C24, C26, C27 
26 18,3* 1,09 (d, J26,25=6,9 Hz) C24, C25 
27 18,1* 1,09 (d, J27,25=6,9 Hz) C24, C25 
29 19,1 0,90 (s) C13 
30 10,7 0,98 (d, J30,4=6,4 Hz) C3, C4, C5 

* sinais permutáveis 

A estrutura do triterpeno foi confirmada pelas correlações a longa distância observadas entre os 

protões do metilo em C-30 e o sinal do carbonilo em C-3, o qual está por sua vez correlacionado com o 

sinal de C-2. Também se observam correlações no espectro de HMBC entre os protões do metileno C-

19 e os sinais referentes aos átomos de carbono C-11 ( 25,9 ppm) e C-1 ( 32,8 ppm), 
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respectivamente. A estrutura da cadeia lateral foi esclarecida por correlações de HMBC observadas 

entre o metilo em C-21 e os sinais dos átomos de carbono C-20 ( 35,7 ppm) e C-22 ( 30,1 ppm). 

 

(+)-24-(1,3-dioxetan-2-il)-31-norcicloartanona [(2aR,3R,5aS,8S,11aR,12aS)-3((R)-4-(2-

isopropil-1,3-dioxietan-2-il)-2a,5a,8-trimetiltetradeca-hidrociclopenta[a]ciclopropa[e]fenantren-9(1H)-

ona]  

O
H

H

24

30

293
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17

18

10

12

15

19

5

26

27

4

21

O
O

28

 

108 

O terceiro produto isolado da fracção B33 foi a (+)-24-(1,3-dioxetan-2-il)-31-norcicloartanona 

(112), a qual possui um grupo cetal invulgar na cadeia lateral.  

O espectro de massa do composto 108 apresenta um sinal a m/z 426 u.m.a. que se verificou não 

corresponder ao ião molecular da estrutura. Este sinal corresponde à perda de um fragmento –OCH2 

da unidade cetal da cadeia lateral (Figura I.2.6). O espectro possui um padrão de fragmentação 

análogo ao descrito para a 24-oxo-28-norcicloartanona137 apresentando iões fragmento a m/z 340 

[(M+-C5H10O (parte da cadeia lateral)], m/z 299 [M+-C9H17 (cadeia lateral)] e m/z 243 [M+-cadeia lateral 

- anel D - CH2)]. 

O O
+ O O

+ O

+

-CH2O
[a]

 

Figura I.2.6 Mecanismo da ruptura do cetal. 

As atribuições dos sinais dos espectros de 1H RMN e 13C RMN foram feitas com base em 

experiências de DEPT,HMQC, HSQC e HMBC e encontram-se resumidas na Tabela I.2.4. 
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Os espectros de 1H RMN e de 13C RMN do composto 108 distingue-se dos espectros dos 

compostos 24 e 107 pela presença, no espectro de 1H RMN, de dois sinais a campo baixo a  5,08 ppm 

(1H, d, J=2,7 Hz) e a  5,10 ppm (1H, sl) que se encontram correlacionados por HMQC com um sinal a  

94,4 ppm que corresponde ao átomo de carbono secundário C-28 (DEPT) de um cetal. A presença 

deste grupo foi confirmada pela presença, no espectro de IV, de uma banda a 1055 cm-1 originada pela 

deformação axial assimétrica da ligação C-O-C característica deste grupo. A localização do cetal 

adicional na cadeia lateral foi confirmada pela existência de corrrelações de HMBC entre o grupo 

metileno em C-28 e o sinal do carbono quaternário C-24 a  113,4 ppm. Observam-se também 

correlações entre C-24 e os sinais dos protões H-23 a  1,66 e 1,27 ppm, o sinal do metino H-25 a  

2,05 ppm e os sinais dos grupos metilo em C-26 e C-27 (Tabela I.2.4). 

Tal como foi descrito para os compostos 24 e 107, os espectros do composto 108 apresentam 

os sinais característicos do grupo carbonilo em C-3 (a  213,4 ppm no espectro de 13C correlacionado 

por HMBC com o metilo em C-30), do anel de ciclopropano (a  0,40 ppm (1H, d, J19exo,19endo=4,0 Hz) e a 

 0,62 ppm (1H, d, J19endo,19exo=3,6 Hz)no espectro de protão e a  27,0 ppm no espectro de carbono). 

Observam-se também os sinais referentes a dois grupos metilo terciários CH3-29 e CH3-18 (a  0,90 

ppm e a 1,00 ppm no espectro de 1H RMN e a  19,2 ppm e a  17,3 ppm no espectro de 13C RMN).  

A existência de quatro grupos metilo secundários CH3-21, CH3-30, CH3-26 e CH3-27 foi também 

sugerida pelos sinais no espectro de protão a  0,88 ppm (3H, d, J21,20= 6,6 Hz), δ 0,97 ppm (3H, d, 

J30,4=5,7 Hz),  0,99* (3H, d, J26,25=6,7 Hz) e 0,98* (3H, d, J27,25=6,7 Hz) os quais estão correlacionados por 

HMQC com os sinais dos carbonos a  18,2 ppm,  10,8 ppm,  16,9* ppm e  17,5* ppm, 

respectivamente, sendo os dois últimos permutáveis. 

Também os sinais, do espectro de 13C RMN, característicos do núcleo triterpénico eram 

idênticos aos observados para a cicloeucalenona (24) e para 24-oxo-31-norcicloartanona (107) e estão 

de acordo com uma estrutura 31-norcicloartanona. 

Tal como se observou no espectro dos compostos 24 e 107, o sinal do metilo C-30 surge sob a 

forma de dupleto a  0,97 ppm com uma constante de acoplamento J30,4= 5,7 Hz sugerindo a presença 

do epímero C-4,136 o que foi confirmado pelo valor da rotação óptica específica observada ([]D
20 

+36,8o (c 0.26, CHCl3), a qual foi indispensável na determinação da estereoquímica de 112 

nomeadamente na orientação do grupo metilo em C-4. 



Discussão de Resultados 

66 

Tabela I.2.4 Dados de 
1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz) para a (+)-(+)24-

(1,3-dioxetano)-31-norcicloartanona (108) (CDCl3) e correlações HMBC. 

O
H

H

24

30

293

20

17

18

10

12

15

19

5

26

27

4

21

O
O

28

 
C C  H (multiplicidade, J (Hz)) HMBC /HSQC 

(
1
H-

13
C) 

1 32,8 A 1,87(m) 
B 1,64 (m) 

C2, C3 

2 41,0 A 2,42 (m) C1, C3, C10 
B 1,85 (m) 

3 213,4 ---- ---- 
4 50,0 2,23 (m)  C3, C5, C30 
5 46,0 1,58 (m) C4, C6, C30 
6 25,8 0,73 (m; J6,6=12,5 Hz; J6,7= 2,3Hz) C4, C8, C15, C30 

 1,70 (m) 
7 25,2 A 1,37 (m) C4, C8 

B 1,12 (m) 
8 47,1 1,65 (m) C14, C15 
9 24,9 ---- ---- 

10 29,3 ---- ---- 
11 29,6 A 1,80 (m) C9 

B 1,25 (m) 
12 32,9 1,59 (m) ---- 
13 45,4 ---- ---- 
14 48,8 ---- ---- 
15 35,4 1,32 (m) ---- 
16 28,1 A 1,94 (m) C15, C17, C21 

B 1,33 (m) 
17 52,1 1,60 (m) C15, C21 
18 17,3 1,00 (s) C12, C13, C17 
19 27,0 exo 0,40 (d, J19exo,19endo=4,0 Hz) C1, C5, C10, C11 

endo 0,62 (d, J19endo,19exo=3,6 Hz) 
20 36,1 1,40 (m) C21 
21 18,2 0,88 (d, J21,20=6,6 Hz) C15, C17, C20, C22 
22 29,1 A 1,56 (m) C20, C21 

B 1,12 (m) 
23 27,2 A 1,66 (m) C22 

B 1,27 (m) 
24 113,4 ---- ---- 
25 33,2 2,05 (m) C24, C27 
26 16,9* 0,99* (d, J26,25=6,7 Hz) C24, C25, C27 
27 17,5* 0,98* (d, J27,25=6,7 Hz) C24, C25, C26 
28 94,4 A 5,10 (sl) C24 

B 5,08 (d, J=2,6 Hz) 
29 19,2 0,90 (s) C8, C15 
30 10,8 0,97 (d, J30,4=5,7 Hz) C2, C3, C4, C5 

* sinais permutáveis. 
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I.2.5.2 Elucidação estrutural das amidas dos ácidos hidroxicinâmicos 

A partir da fracção D do extracto etanólico foram isolados, pela primeira vez, quatro novos 

alcalóides cujos nomes triviais são cernumidina (109), isocernumidina (110), cernumidina B (111) e 

isocernumidina B (112) os quais resultam da condensação na forma de amida da unidade (2-

aminopirrolidin-1-il)carboxamidina com os ácidos isoferúlicos E e Z [ácido E/Z-3-(3-hidroxi-4-

metoxifenil)propenóico]. 

 

Cernumidina [(E)-N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)acrilamida]  

N
H

H2N

N

O

NH

OH

H3CO

4

5

6

7

8

9 3

2

1

1'

2' 3'

4'

5'10

 

109 

A análise da estrutura da cernumidina 109 isolada da fracção D4, com base em estudos 

comparativos com os dados espectroscópicos descritos para as amidas dos ácidos 

hidroxicinâmicos139,70 revelou a presença de uma amida derivada do ácido ferúlico e de uma função 

guanidina. As atribuições dos sinais dos espectros de 1H RMN e de 13C RMN basearam-se nas 

experiências de COSY-H,H, DEPT, HMQC e HMBC e encontram-se resumidas na Tabela I.2. 5. 

No espectro de massa de alta resolução observa-se a presença de um sinal a m/z 305,1607 

u.m.a. que corresponde ao ião molecular [M+H]+ o qual está de acordo com a fórmula molecular 

C15H20N4O3 (calc. C15H21N4O3 305,1569). 

O espectro de 1H RMN apresenta, à semelhança de outros derivados do ácido cinâmico 3,4-

dissubstituídos, 68,140 sinais  atribuíveis aos protões H-2 e H-3 de uma olefina dissubstituída do 

fragmento propenóide a  6,45 ppm (1H, d, J2,3=15,6 Hz) e a  7,52 ppm (1H, d, J3,2=15,6 Hz), 

respectivamente. O valor da constante de acoplamento de 15,6 Hz corresponde à posição relativa 

trans entre os protões H-2 e H-3. Os sinais dos protões H-2 e H-3 encontram-se correlacionados por 

HMQC com os sinais a δ 117,6 ppm e δ 144,4 ppm, respectivamente (Figura I.2.7). 



Discussão de Resultados 

68 

Observam-se também os sinais atribuíveis a um sistema aromático 1,3,4-trissubstituído a  7,05 

ppm (1H, sl, H-5), a  7,01 ppm (1H, dd, J9,8=9,0 Hz, J9,5=1,2 Hz, H-9) e a  6,92 ppm (1H, d, J8,9=8,4 Hz, 

H-8) correspondentes aos três protões aromáticos do sistema ABX. Estes sinais estão correlacionados 

por HMQC com os sinais dos átomos de carbono a  112,5 ppm, a  114,6 ppm e a  122,7 ppm 

referentes aos átomos de carbono C-8, C-5 e C-9 do anel, respectivamente.  

 

Figura I.2.7 Espectro de 1H RMN da cernumidina (109) em CD3OD. 

Surge também, no espectro de 1H RMN, um sinal que surge na forma de singuleto largo a  3,86 

ppm (3H, sl) ao qual corresponde por HMQC o sinal a  56,4 ppm, correspondente ao átomo de 

carbono do grupo metoxilo em C-7. O sinal a  3,86 ppm está correlacionado por HMBC com o sinal de 

C-7 a  151,3 ppm, o qual está por sua vez correlacionado com os protões H-5 a  7,05 ppm e H-9 a   

7,01 ppm. Estas correlações vêm confirmar a posição do grupo metoxilo em C-7. 

A presença de um grupo amida na molécula foi evidenciada pelas duas bandas de absorção, no 

espectro de infravermelho, a 1653 cm-1 devida às vibrações de alongamento do grupo carbonilo 

(C=O) e a 3358 cm-1 atribuível às vibrações de alongamento (NH) e pela presença, no espectro de 13C 

RMN, de um sinal a 170,0 ppm referente ao átomo de carbono do carbonilo em C-1. Este sinal está 

correlacionado por HMBC com os sinais dos protões da ligação dupla H-2 e H-3. 
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A presença da amida foi confirmada pelo aparecimento de um dupleto, no espectro de 1H RMN 

em dimetilsulfóxido (DMSO-d6), a  9,05 ppm (d, JNH,10=8,2 Hz) o qual está correlacionado por HMQC 

com o carbonilo em C-1. 

 

  

Figura I.2.8 Excerto do espectro de HMBC da cernumidina (109) em CD3OD. 

A estrutura do fragmento trans-isoferuílo foi esclarecida pelas correlações a longa distância 

observadas entre o protão H-3 e os sinais dos átomos do anel C-4, C-5 e C-9. Também se observa um 

sinal entre o protão H-3 olefínico e o sinal do carbonilo em C-1. Por outro lado, a proximidade entre os 

protões olefínicos, o anel aromático e a amida foi confirmada pelas correlações de HMBC observadas 

entre o protão H-2 e os sinais dos carbonos C-4 e C-1 a  129,0 e a 170,0 ppm, respectivamente (Figura 

I.2.8). 

O espectro de 13C RMN do composto 109 apresenta quinze sinais. A experiência de DEPT 

permitiu a diferenciação dos sinais de 13C RMN revelando a presença de um grupo metilo, três grupos 

metileno, seis grupos metino e cinco carbonos quaternários. Verificou-se a presença dos sinais 

característicos do fragmento trans-feruílo e os sinais dos restantes três grupos metileno, de um grupo 
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metino e de um carbono quaternário foram atribuídos através de experiências bidimensionais 2D 

RMN e de desacoplamento. 

A presença de um grupo guanidina na molécula foi sugerida pela presença, no espectro de 13C 

RMN, de um sinal referente a um átomo de carbono quaternário a  156,7 ppm e foi confirmada pela 

coloração positiva observada após revelação com o reagente de Sakaguchi.141,142  Verificou-se também 

que na integração total do espectro em DMSO-d6 estão incluidos mais três protões que não foram 

atribuídos anteriormente e que correspondem aos três protões do grupo guanidínico. 

Tabela I.2.5 Dados de 
1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz) para a cernumidina (109) (CD3OD e DMSO-

d6), correlações COSY 
1
H -

1
H e HMBC. 

N
H

H2N

N

O

NH

OH

H3CO

4

5

6

7

8

9 3

2

1

1'

2' 3'

4'

5'10

 
C C 

(CD3OD) 
H (multiplicidade, J (Hz)) 

(CD3OD) 
C 

 (DMSO) 
H (multiplicidade, J (Hz)) 

 

COSY  
(

1
H-

1
H) 

HMBC (CD3OD) 
(

1
H-

13
C) 

1 170,0 ---- 167,2 ---- ---- ---- 
2 117,6 6,45 (d, J2,3=15,6 Hz) 117,2 6,42 (d, J2,3=15,7 Hz)  ---- C1, C4 
3 144,4 7,52 (d, J3,2=15,6 Hz) 141,8 7,42 (d, J3,2=15,6 Hz) ---- C1, C4, C5, C9 
4 129,0 ---- 127,1 ---- ---- ---- 
5 114,6 7,05 (sl) 113,5 6,99 (sl)  ---- C6, C9 
6 148,0 ---- 146,8 ---- ---- ---- 
7 151,3 ---- 149,8 ---- H3 ---- 
8 112,5 6,92 (d, J8,9=8,3 Hz) 112,1 6,95 (d, J8,9=8,0 Hz) H2 C4, C6, C7 
9 122,7 7,01 (d, J9,8=8,3 Hz, J9,5=1,2 Hz) 120,9 7,00 (dl, J9,8=8,1 Hz) ---- C3, C5, C7 

OCH3 56,4 3,86 (sl) 55,6 3,79 (sl) ---- C7 
NH ---- ---- ---- 9,05 (d, J= 8,2 Hz) ---- ---- 

ArOH ---- ---- ---- 9,27 (sl) ---- ---- 
1’ 65,4 5,78 (d, J1’,2’=5,2 Hz) 63,6 5,65 (sl) -NH, CH-2’ C1, C2’,C3’, C4’ 
2’ 33,4 A 2,30 (m) 32,0 A 2,18 (m) H1’ C3’ 

B 2,03 (m) B 1,90 (m) 
3’ 23,7 A 2,30 (m) 22,4 A 2,18 (m)  H4’ C4’ 

B 2,14 (m) B 2,04 (m) 
4’ 48,1 A 3,57 (m) 47,0 A 3,44 (m) H3’ C2’, C3’ 

B 3,40 (m) B 3,31 (m) 
5’ 156,7 ---- 154,6 ---- ---- ---- 

 

A proximidade entre o protão H-1’ a  5,65 ppm (sl), e o átomo de azoto da amida a  9,05 ppm 

(d, JNH,1’=8,2 Hz) foi evidenciada pelo acoplamento no espectro de COSY-H,H traçado em DMSO-d6 e 

pela correlação a longa distância observada entre este sinal e o do átomo do carbonilo em C-1. O sinal 

de H-1’ corresponde por HMQC ao sinal do metino (DEPT) a  65,4 ppm, o único da estrutura, e com 

desvio químico característico dada a proximidade a átomos de azoto. Observam-se também 
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correlações por HMBC entre o sinal de H-1’ e os átomos de carbono dos grupos metilenos C-2’, C-3’ e 

C-4’ a  33,4 ppm, a  23,7 ppm e a  48,1 ppm, respectivamente. Os protões do metileno CH2-4’ a  

3,57 ppm (m) e  3,40 ppm (m) apresentam também correlações a longa distância com os carbonos 

dos metilenos C-2’ e C-3’. 

A presença de um grupo pirrolidínico ligado ao átomo de azoto da amida foi confirmada pelos 

acoplamentos observados, no espectro de COSY-H,H traçado em DMSO-d6, entre o protão do metino 

CH-1’ e os protões do grupo metileno CH2-2’ a  2,18 ppm (m) e  1,90 ppm (m), os quais estão 

correlacionados com os protões do grupo metileno CH2-3’ a  2,18 ppm (m) e  2,04 ppm (m). Por 

último observa-se correlações entre estes e os protões do grupo metileno CH2-4’a  3,44 ppm (m) e  

3,31 ppm (m). 

Com o objectivo de confirmar a substrutura de N-(2-pirrolidinil)isoferulamida proposta foram 

realizadas experiências de desacoplamento no espectro de 1H RMN em DMSO-d6. A irradiação do sinal 

do protão H-1’ a  5,65 ppm (1H, sl) modificou apenas o sinal a  2,18 (m) relativo aos protões H-2’A e 

H-3’A. A irradiação do sinal a  2,18 (m) simplificou os sinais de todos os outros protões do anel. A 

alteração mais notória ocorreu no sinal do dupleto H-1’ o qual se tornou singuleto devido à ausência 

de acoplamento entre os protões respectivos. A irradiação dos sinais dos protões H-4’A e H-4’B a  

3,44 ppm (m) e  3,31 ppm (m) simplificou o sinal a  2,18 (m) relativo aos protões H-2’A e H-3’A. A 

irradiação de  2,04 (m) e  1,90 (m) relativos aos protões H-3’B e H-2’B simplificaram o multipleto a  

2,18 (m) relativo aos protões H-2’A e H-3’A (Figura I.2.9). 

Foram também realizadas experiências de desacoplamento para provar o acoplamento entre o 

metino H-1’ e o protão da amida, nos espectros de 1H RMN em DMSO-d6. O desacoplamento do sinal a 

 9,05 ppm simplificou o sinal do protão H-1’ a  5,65 ppm (1H, sl) e a irradiação do sinal do protão H-

1’ a  5,65 ppm (1H, sl) permitiu que o dupleto relativo ao grupo NH a  9,05 (d, J=8,2 Hz) da amida 

simplificasse a singuleto o que mostra que o dupleto era devido ao acoplamento entre o NH da amida 

e o protão H-1’. Por outro lado, a irradiação do sinal a  9,27 ppm (sl) não provocou qualquer 

alteração no espectro, o que indica que este sinal corresponde ao grupo hidroxilo fenólico do 

fragmento isoferuloílo (Figura I.2.9). 
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Figura I.2.9 Experiências de desacoplamento realizadas no espectro de de 1H RMN da cernumidina 
(109) em DMSO-d6. 

Estes dados conduziram à atribuição da estrutura 109 para a cernumidina como (E)-N-(1-

carbamimidoilpirrolidin-2-il)-isoferulamida. Para confirmação da estrutura, uma amostra do composto 

foi cristalizada sucessivamente em metanol p.a. até obtenção de cristais para análise por difracção de 

Raios X. A estrutura proposta foi confirmada tal como representado na Figura I.2.10. 
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Figura I.2.10- Estrutura cristalina de Raios X da cernumidina (109). 

Embora o valor da rotação óptica específica do composto 109 seja positivo ([]D
20 +10,9o (c  0,84, 

metanol)) a análise por difracção de Raios X revelou a presença de uma mistura racémica. De acordo 

com Flack e Bernardinelli,143 pensa-se que a amostra da cernumidina é uma mistura de enantiómeros 

e que o valor positivo da rotação óptica específica observado se deve ao excesso enantiomérico 

devido à forma dextro. Nestes alcalóides, o grupo aminal entre os átomos de azoto da amida e da 

guanidina é instável, podendo por isso ocorrer a isomerização do centro quiral durante a cristalização. 

Numa experiência de 1H RMN foi traçado o espectro de protão da solução de cernumidina (109) 

em água deuterada D2O e observou-se que a intensidade do sinal do protão H-1’ ( 5,78, d, J=5,2 Hz) 

diminuía após 1 hora. Esta diminuição observada pode ser explicada pela estabilização da carga 

negativa, que fica em C-1’ após a captação do protão H-1’, muito lábil, por parte da água deuterada, 

por todo o sistema vizinho que possui orbitais de hibridização sp2 (a função amida e o grupo 

guanidina) e assume uma configuração planar. 

Esta estabilização da carga negativa em C-1’ permite igualmente a troca por deutério com o 

meio e daí a diminuição da intensidade do sinal na experiência de RMN. À semelhança a água residual 

do metanol utilizado para a cristalização é suficientemente básica para abstrair o protão H-1’ o que 

leva à racemização do centro quiral.  



Discussão de Resultados 

74 

O

N
H

N

H2N NH

H

 

Para demonstrar a reactividade do grupo aminal, foi adicionada ao tubo de RMN uma 

quantidade diminuta de ácido clorídrico deuterado DCl. Na presença deste, dá-se a protonação com o 

deutério no azoto da guanidina, com a abertura do anel formando o ião acilimínio. Este processo 

favorece a racemização sobre C-1’. 
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Figura I.2.11 Abertura do anel da pirrolidina em meio ácido. 

 

Isocernumidina [(Z)-N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)acrilamida] 
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110 

Da fracção D4 foi isolada a isocernumidina (110), também uma amida derivada do ácido 

isoferúlico isolada pela primeira vez. As atribuições dos sinais dos espectros de 1H RMN e de 13C RMN 

basearam-se nas técnicas de COSY-H,H, DEPT, HMQC e HMBC e encontram-se resumidos na Tabela 

I.2.6.  
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No espectro de massa de ESI-TOF-MS observa-se a presença de um sinal correspondente ao ião 

molecular [M]+ a m/z 304,1531 u.m.a. 

À semelhança do que foi observado para o composto 109, o espectro de 1H RMN do composto 

110 apresenta, um padrão de fenilo 1,3,4-trissubstituído evidenciado pelos sinais dos protões 

aromáticos a  7,08 ppm (d, J5,9=1,9 Hz, H-5), a  6,91 ppm (dd, J9,8=8,3 Hz, J9,5=1,8 Hz, H-9) e  6,82 (d, 

J8,9=8,4 Hz, H-8) os quais estão correlacionados por HMQC com os sinais dos átomos de carbono a  

117,4 ppm, 123,7 ppm e 111,9 ppm , referentes aos átomos de carbono C-5, C-9 e C-8 do anel, 

respectivamente.  

No entanto, o espectro de 1H RMN do composto 110 difere do espectro do composto 109 pelo 

desvio dos dois sinais referentes aos protões H-2 e H-3 da olefina dissubstituída do fragmento 

propenóide para campo mais alto surgindo a  5,81 ppm (1H, d, J8,7=12,6 Hz) e a  6,68 ppm (1H, d, 

J7,8=12,6 Hz), respectivamente à semelhança do que foi observado para compostos análogos.70 

Observa-se também uma alteração do valor da constante de acoplamento entre eles para 12,6 Hz o 

que significa que os protões H-2 e H-3 estão no composto 110 em posição cis. Os sinais dos protões H-

2 e H-3 encontram-se correlacionados por HMQC com os sinais dos átomos de carbono C-2 e C-3 a δ 

120,6 e δ 140,9 ppm, respectivamente.  

A presença de um grupo metoxilo na molécula é evidenciada pelo singuleto a  3,80 ppm (3H, 

sl) que corresponde por HMQC com o sinal a  56,4 ppm. O sinal a  3,80 ppm está correlacionado por 

HMBC com o sinal de C-7 a  150,0 ppm confirmando a posição de grupo metoxilo em C-7 à 

semelhança do que se observou para a cernumidina (109). 

A presença de um grupo amida foi sugerida pela presença de um sinal a  171,1 ppm que se 

refere ao átomo de carbono do carbonilo em C-1, no espectro de 13C RMN e foi confirmada pelas 

bandas de absorção a 1650 cm-1 e a 3221 cm-1, devida às vibrações de alongamento das ligações(C=O) 

e (NH) no espectro no infravermelho de 110. 

A estrutura do fragmento isoferuílo foi esclarecida pelas correlações a longa distância 

observadas entre o protão H-5 e os sinais dos átomos do anel C-3 e C-9. 

Tal como se observou para o composto 109, o espectro de 13C RMN do composto 5 apresenta 

quinze sinais. A experiência de DEPT permitiu a diferenciação dos sinais de 13C RMN revelando a 

presença de um grupo metilo, três grupos metileno, seis grupos metino e cinco carbonos 
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quaternários. Verificou-se a presença dos sinais característicos do fragmento cis-feruílo e os sinais dos 

restantes três grupos metileno, de um grupo metino e de um carbono quaternário foram atribuídos 

através de experiências bidimensionais 2D RMN e de desacoplamento. 

A presença de um grupo guanidínico na molécula foi sugerida pela presença de um sinal, no 

espectro de 13C RMN, a  156,7 ppm e confirmada pela coloração positiva após revelação com o 

reagente de Sakaguchi.141 

O protão H-1’ surge a  5,68 ppm (d, J1’,2’=6,2 Hz) e corresponde por HMQC ao sinal do metino 

(DEPT) a  65,3 ppm, surgindo a campo baixo o que sugere que se encontra desblindado pelo facto de 

estar ligado ao átomo de azoto da amida e ao átomo de azoto da guanidina.  

Tabela I.2.6 Dados de 
1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz) para a isocernumidina (110) (CD3OD), 

correlações COSY 
1
H -

1
H e HMBC. 

O

N
H
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N

NH

OCH3

HO
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C C (CD3OD) H (multiplicidade, J (Hz)) COSY 

(
1
H-

1
H) 

HMBC  
(

1
H-

13
C) 

1 171,1 ---- ---- ---- 
2 120,6 5,81 (d, J2,3=12,6 Hz) H-3 ---- 

3 140,9 6,68 (d, J3,2=12,6 Hz) H-2 ---- 
4 129,4 ---- ---- ---- 
5 117,4 7,08 (d, J5,9=1,9 Hz) ---- C3, C9 
6 147,1 ---- ---- ---- 
7 150,0 ---- ---- ---- 
8 111,9 6,82 (d, J8,9=8,4 Hz) H-9 C4, C6 
9 123,7 6,91 (dd, J9,8=8,3 Hz, J9,5=1,8 Hz) H-8 --- 

OCH3 56,4 3,80 (sl) ---- C7 
1’ 65,3 5,68 (d, J1’,2’=6,2 Hz) CH2-2’ ---- 
2’ 33,0 A 2,20 (m) CH2-1’, CH2-3’,  ---- 

B 2,11 (m) 
3’ 23,7 A 2,20 (m)  CH2-2’, CH2-4’ ---- 

B 2,05 (m) 
4’ 48,2 A 3,44 (m)  CH2-3’ ---- 

B 3,33 (m) 
5’ 156,7 ---- ---- --- 

 

À semelhança da cernumidina (109), a presença de um grupo pirrolidínico ligado ao átomo de 

azoto da amida foi confirmada pelos acoplamentos observados, no espectro de COSY-H,H entre o 
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protão do metino CH-1’ e os protões do grupo metileno CH2-2’ a  2,20 ppm (m) e  2,11 ppm (m) , os 

quais estão correlacionados com os protões do grupo metileno CH2-3’ a  2,20 ppm (m) e  2,05 ppm 

(m). Por último observa-se correlações entre estes e os protões do grupo metileno CH2-4’a  3,44 ppm 

(m) e  3,33 ppm (m). 

Com o objectivo de confirmar a substrutura de N-(2-pirrolidinil)isoferulamida proposta foram 

realizadas experiências de desacoplamento no espectro de 1H RMN. A irradiação do sinal do protão H-

1’ a  5,68 ppm (1H, sl) modificou apenas o sinal a  2,20 (m) relativo aos protões H-2’A e H-3’A. A 

irradiação do sinal a  2,20 (m) simplificou o sinal do dupleto H-1’ (o qual se tornou singuleto,devido à 

ausência de acoplamento entre os protões respectivos) e o multipleto de H-3’B. A irradiação do 

dupleto do protão olefínico H-2 a  5,81 ppm simplificou o sinal do dupleto H-3 o qual se tornou 

singuleto devido à ausência de acoplamento entre eles. A irradiação do sinal do dupleto H-5 

simplificou o dupleto duplo de H-9. 

O valor da rotação óptica específica do composto 110 é negativo ([]D
20 -8,2o (c  0,37, 

metanol)) e, por comparação com os dados espectroscópicos dos compostos da família das amidas 

dos ácidos hidroxicinâmicos referidos na literatura, concluiu-se que neste trabalho se isolou, pela 

primeira vez, o composto (-)-(Z)-N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-3-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)acrilamida. À semelhança do que se observou para a cernumidina (109) o valor negativo 

da rotação óptica do composto 110 observado deve ser devido ao excesso enantiomérico da forma 

levo. 

A análise comparativa efectuada entre os dados espectroscópicos dos compostos 109 e 110 

permite desta forma concluir que a diferença observadas resida nos sinais correspondentes à olefina 

dissubstituida, os quais para o composto 110 são consistentes com uma configuração Z. A ocorrência 

na Natureza de isomerismo E/Z é comum em derivados dos ácidos cinâmicos70 e os valores das 

constantes do acoplamento entre os protões H-2 e H-3 indicam uma configuração E para o composto 

109 e uma configuração Z para o composto 110. 

Por outro lado, a conversão de um outro derivado do ácido cinâmico , o metil-p-hidroxi-trans-

cinamato para o isómero cis termodinamicamente menos estável por fotoisomerização foi também 

observada, o que pode explicar a ocorrência do isomerismo E/Z observada.144 
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Cernumidina B [(E)-N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-3-(3,4-di-hidroxifenil)acrilamida] 
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111 

A análise espectroscópica dos espectros de 1H RMN e de 13C RMN da fracção D53, por 

comparação com os compostos 109 e 110 mostrou que era constituída por cernumidina B (111). As 

atribuições dos sinais encontram-se resumidas na tabela I.2.7. 

No espectro de ESI-TOF MS observa-se a presença de um sinal correspondente ao ião molecular 

[M+H]+ a m/z 291 u.m.a. 

Tabela I.2.7 Dados de 
1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz) para a cernumidina B 

(111) (CD3OD). 
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C C (CD3OD) H (multiplicidade, J (Hz)) 

1 170,2 ---- 
2 116,5 6,43 (d, J2,3=15,6 Hz) 
3 145,0 7,54 (d, J3,2=15,6 Hz) 
4 127,8 --- 
5 116,5 7,05 (sl) 
6 147,0 --- 
7 149,4 --- 
8 115,2 6,80 (d, J8,9=8,2 Hz) 
9 122,7 6,95 (dl, J9,8=8,3 Hz) 
1’ 65,4 5,80 (d, J1’,2’=5,4 Hz) 
2’ 33,4 A 2,34 (m) 

B 2,18 (m) 
3’ 23,8 A 2,34 (m)  

B 2,06 (m) 
4’ 48,1 A 3,60 (m)  

B 3,45 (m) 
5’ 156,8 ---- 
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O espectro de 1H RMN do composto 111 difere do espectro da cernumidina (109) pelo 

desaparecimento do singuleto a  3,86 ppm. Por outro lado, também não se observa,no espectro de 

13C RMN, o sinal a  56,4 ppm atribuível ao grupo metoxilo presente no carbono C-7 no espectro do 

composto 109. 

Tal como foi observado para o composto 109, o espectro de 1H RMN da cernumidina B (111) 

apresenta sinais  atribuíveis aos protões H-2 e H-3 de uma olefina trans dissubstituída do fragmento 

propenoide a  6,43 ppm (1H, d, J2,3=15,6 Hz) e a  7,54 ppm (1H, d, J3,2=15,6 Hz), respectivamente. No 

espectro de 13C RMN, observam-se os dois sinais a  116,5 e 145,0 ppm que correspondem aos dois 

átomos da olefina C-2 e C-3. 

Os sinais atribuíveis a um sistema aromático 1,3,4-trissubstituído surgem no espectro de protão 

a  7,05 ppm (1H, sl, H-5), a  6,95 ppm (1H, dl, J9,8=8,3 Hz, H-9) e a  6,80 ppm (1H, d, J8,9=8,2 Hz, H-8) 

correspondentes aos três protões do sistema ABX. No espectro de carbono observam-se os seis sinais 

a  115,2, 116,5, 122,7, 127,8, 147,0 e 149,4 ppm referentes aos seis átomos do anel aromático. 

À semelhança dos compostos 109 e 110 a presença de um grupo amida na molécula foi 

evidenciada pelo sinal, no espectro de 13C RMN, a  170,2 ppm do carbono C-5’ e confirmada pelas 

bandas no espectro no infravermelho a 1651 cm-1 e a 3218 cm-1. A presença de um grupo pirrolidínico 

ligado ao átomo de azoto da amida foi sugerida pelos sinais dos protões H-1’, H-2’, H-3’ e H-4’ a  5,80 

ppm (d, J=5,4 Hz), a 2,34 (m) e 2,18 (m), a 2,34 (m) e 2,06 (m) e 3,60 (m) e 3,45 (m), respectivamente. 

No espectro de carbono observa-se a presença de quatro sinais a  65,4, 33,4, 23,8 e 48,1 ppm 

correspondentes aos quatro átomos do anel pirrolidina. A existência de um grupo guanidina na 

molécula foi revelada pelo sinal a  156,8 ppm. 

Isocernumidina B [(Z)-N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-3-(3,4-di-hidroxifenil)acrilamida] 
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Da fracção D52 foi isolada a isocernumidina B (112), uma outra amida do ácido hidroxicinâmico. 

À semelhança da cernumidina B (111), os espectros de 1H RMN e de 13C RMN do composto 7 

não apresentam os sinais referentes ao grupo metoxilo que surgiam no espectro da cernumidina (109) 

a  3,86 ppm e a 56,4 ppm. 

No entanto, o espectro da isocernumidina B difere do espectro de protão do composto 6 pelo 

desvio para campo mais alto dos sinais referentes aos protões H-2 e H-3 e pelo valor da respectiva 

constante de acoplamento surgindo a  5,86 ppm (1H, d, J8,7=12,6 Hz) e a  6,75 ppm (1H, d, J7,8=12,6 

Hz), o que indica a presença de uma olefina cis dissubstituída. Observam-se, no espectro de carbono, 

os dois sinais relativos aos átomos de carbono C-2 e C-3 a δ 118,2 e δ 142,4 ppm, respectivamente. 

À semelhança dos compostos 109, 110 e 111 a presença dos sinais dos protões aromáticos a  

7,13 ppm (d, J5,9=1,8 Hz, H-5), a  6,97 ppm (dd, J9,8=8,4 Hz, J9,5=1,7 Hz, H-9) e  6,87 (d, J8,9=8,4 Hz, H-

8) evidencia a existência de um anel aromático 1,3,4,-trissubstituído o que foi confirmado pelos seis 

sinais dos átomos de carbono correspondentes a  115,2, 116,5, 122,7, 128,2, 146,8 e 148,8 ppm. 

A presença do sinal a  170,2 ppm no espectro de carbono e das bandas no IV a 1655 cm-1 e a 

3334 cm-1 revelam a presença de um grupo amida ao qual está ligado um grupo pirrolidínico 

evidenciado pelos sinais dos protões H-1’, H-2’, H-3’ e H-4’ a  5,75 ppm (d, J=6,3 Hz), a 2,25 (m) e 2,10 

(m), a 2,25 (m) e 1,92 (m) e 3,49 (m) e 3,38 (m), respectivamente. A existência de um anel pirrolidina é 

confirmada pelos sinais a   65,4, 33,4, 23,8 e 48,4 ppm no espectro de 13 C RMN. 

A presença de um grupo guanidínico na molécula foi sugerida pela presença de um sinal, no 

espectro de 13C RMN, a  156,8. 

Hipótese Biossintética 

As estruturas das cernumidina (109), isocernumidina (110), cernumidina B (111) e 

isocernumidina B (112), que incluem uma unidade de pirrolidina, são inesperadas tendo em conta as 

estruturas conhecidas de amidas dos ácidos hidroxicinâmicos de guanidinas naturais. 

Do ponto de vista biossintético, a via para as cernumidinas é intrigante devido à presença de 

uma unidade 2-aminopirrolidin-1-ilcarboxamidina associada a amidas derivadas dos ácidos cinâmicos, 

que nunca tinha sido descrito anteriormente. 
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No que diz respeito ao fragmento 3-hidroxi-4-metoxifenilpropanoide (isoferúlico), a sua 

presença é comum em flavonóides, glicosídeos do ácido quínico, alcalóides acilados, entre outros e 

pode formar-se via a 4-O-metilação do ácido cafeico. 

As amidas dos ácidos hidroxicinâmicos são formadas pela condensação de tioésteres 

hidroxicinamoíl-CoA com feniletilaminas ou poliamidas. É conhecida a condensação de análogos do 

fragmento feruloílo e coumaroílo com a agmatina.63 

A desaminação oxidativa da arginina para originar 2-oxoarginina seguida da descarboxilação 

conduz ao guanidilbutanal que é o intermediário provável para a biossíntesede alcalóides guanidínicos 

(pirrolidinilcarboxamidina) cíclicos. No entanto, a presença de um grupo amina na posição C-2 da 

pirrolidinilcarboxamidina resultante presente nas cernumidinas não pode ser explicada por essa via 

(Figura I.2.12). 
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Figura I.2.12 Proposta de formação das cernumidinas. 

Como alternativa, poderá ocorrer uma oxidação com remoção de hidreto da agmatina 

conduzindo à formação do intermediário guanidilbutilimina, o qual pode ciclizar para formar a 
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cicloagmatina, um derivado 2-aminopirrolidina. A cicloagmatina pode então ser estabilizada por 

acilação com o E- ou o Z-isoferuloilCoA ou com o E- ou o Z-cafeoilCoA para originar as cernumidinas ou 

as isocernumidinas (Figura I.2.12). 

I.2.5.3 Elucidação estrutural dos compostos fenólicos 

Como foi referido na introdução, a busca de novos compostos com actividade antibacteriana 

pode ser feita por uma das duas estratégias: proceder a um design de fármacos racional o que não 

constitui uma garantia de obtenção de moléculas eficientes ou, alternativamente, proceder a um 

screening da actividade antimicrobiana a partir de extractos brutos, ao fraccionamento bioguiado e 

determinação estrutural dos compostos. 

Os extractos de diclorometano (EBD) e etanólico (EBE) de Solanum cernuum apresentaram 

uma actividade moderada para bactérias Gram+. Com o objectivo de compreender quais os 

compostos responsáveis pela actividade dos extractos, a actividade antibacteriana de alguns 

compostos isolados: (+)cicloeucalenona (24), 24-oxo-31-norcicloartanona (107) e cernumidina (109) 

foi avaliada. Nenhum deles apresentou actividade para bactérias Gram+ ou Gram-. Estes resultados 

sugerem a presença de outros compostos activos, responsáveis pela actividade antimicrobiana. Sabe-

se que os compostos fenólicos, que constituem uma parte do extracto etanólico, podem ser 

responsáveis pela actividade observada.145 Para a identificação das moléculas responsáveis pela 

actividade, foram isolados e identificados os componentes maioritários da fracção E três flavonóides 

glicosilados, quercitrina (1), afzelina (2), hiperina (113) e o ácido ferúlico (114). 

Quercitrina [2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-3-(3,4,5-tri-hidroxi-6-metil-tetra-hidro-2H-

piran-2-iloxi)-4H-cromen-4-ona] 
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A análise do espectro de 1H RMN da fracção E3 resultante das duas separações do extracto 

etanólico por cromatografia de filtração por gel e por cromatografia de coluna em fase reversa eluída 
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com a mistura H2O e MeOH, baseada em estudos comparativos com os resultados descritos para os 

flavonóides glicosilados146,147 mostrou que era constituída por quercitrina (1),148 isolada anteriormente 

de Solanum cernuum.15 

A quercitrina (1) foi visualizada, em placa de TLC de sílica gel 60, a 366 nm após pulverização 

com uma solução metanólica do éster -etilamina do ácido difenilbórico (1%) seguida da solução 

etanólica de polietilenoglicol PEG-4000 (5%) com uma cor alaranjada, o que sugere a presença de um 

anel aromático 3’,4’-di-hidroxilado na molécula.149  

Tabela I.2.8 Dados de 
1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz) para a quercitrina (1), para a afzelina (2) e 

para a hiperina (123) (CD3OD). 
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1 R=OH; R'=ramnose

2 R=H; R'= ramnose

123 R=OH; R'= galactose
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1 2 123 

C C  H  

(multiplicidade, J (Hz)) 

C 

 

H 

 (multiplicidade, J (Hz)) 

C  H  

(multiplicidade, J (Hz)) 

2 158,5 ---- 158,0 ---- 158,2 ---- 
3 136,2 ----- 133,9 ---- 135,5 ---- 
4 179,6 ----- 176,7 ---- 179,6 ---- 
5 163,2 ----- 161,1 ---- 162,9 ---- 
6 99,8 6,19 (d, J6,8=1,7 Hz) 101,7 6,02 (sl)  99,7 6,20 (d, J6,8=1,9 Hz) 
7 165,9 ---- 169,0 ---- 165,9 ---- 
8 94,7 6,36 (d, J8,6=1,7 Hz) 95,9 6,13 (sl) 94,7 6,40 (d, J8,6=1,9 Hz) 
9 159,3 ---- 156,7 ---- 159,4 ---- 

10 105,9  101,4 ---- 105,0 ---- 
1’ 123,0 ---- 120,5 ---- 122,9 ---- 
2’ 116,9 7,33 (d, J2’,6’=1,7 Hz) 130,3 7,73 (d, J2’,3’=8,0 Hz) 116,0 7,84 (d, J2’,6’=1,9 Hz) 
3’ 146,4 ---- 115,7 6,92 (d, J3’,2’=8,0 Hz) 145,8 ---- 
4’ 149,8 ---- 161,1 ---- 149,8 ---- 
5’ 116,4 6,90 (d, J5’,6’=8,3 Hz) 115,7 6,90 (d, J5’,6’=8,0 Hz) 117,6 6,86 (d, J5’,6’=8,5 Hz) 
6’ 123,0 7,30 (dd, J6’,5’=8,3 Hz; J6’,2’=1,8 Hz) 130,3 7,73 (d, J6’,5’=8,0 Hz) 122,7 7,59 (dl, J6’,5’=8,7 Hz) 
1’’ 103,5 5,34 (d, J=0,8 Hz) 102,1 5,35 (sl) 105,2 5,17 (d, J=7,8 Hz) 
2’’ 72,1* 4,21 (dl, J=1,3 Hz) 70,5 4,24 (sl) 73,0  
3’’ 72,0* 3,74(dd, J=3,2 Hz; J=9,3 Hz) 70,8 3,75 (dd, J= 2,2 Hz, J= 6,2 Hz) 74,9  
4’’ 73,2 3,39 (m) 71,9 3,39 (m) 69,8 3,30-3,80 (m, 6H) 
5’’ 71,9 3,39 (m, J5’’, 6’’=6,0 Hz) 71,9 3,39 (m) 69,9  
6’’ 17,6 0,93 (d, J6’’,5’’=6,0 Hz) 16,2 0,92 (d, J=4,1 Hz) 61,5  

*-sinais permutáveis 
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No espectro de MALDI/MS em modo positivo observa-se a presença de um sinal que 

corresponde ao ião M+2H]+ a m/z 450 u.m.a. que surge com uma intensidade muito baixa. O ião 

M+H]+ é de seguida fragmentado dando origem a um ião de massa m/z 303 u.m.a. (M+H)-ramnose]+, 

o qual corresponde à quercetina C6H7O5 acrescido de uma unidade, à semelhança do descrito na 

literatura.150  

No espectro de 1H RMN, surgem dois sinais na região dos protões aromáticos a  6,19 ppm (d, 

J6,8=1,7 Hz) e 6,36 ppm (d, J8,6=1,7 Hz) que correspondem aos protões H-6 e H-8. O valor da constante 

de acoplamento de 1,7 Hz indica que estão posicionados de acordo com uma orientação meta, o que 

sugere a presença de um anel A 5,7-dissubstituído, à semelhança do que foi descrito para a quercitrina 

(Tabela I.2.8).148 A presença de grupos hidroxilo na molécula foi confirmada pela banda de absorção 

muito intensa a 3400 cm-1 no espectro no infravermelho. 

A presença de uma cetona ,-insaturada no anel C foi evidenciada pelo sinal, no espectro de 

13C RMN a  179,6 ppm e foi confirmada, no espectro no infravermelho, pela banda do carbonilo ( 

C=O) a 1656 cm-1. A existência de uma ponte de hidrogénio entre este grupo e o hidroxilo em C-5 foi 

também sugerida pela frequência da banda referente ao grupo hidroxilo (OH) a 3400 cm-1 e pela 

banda a 1609 cm-1 atribuível ao grupo carbonilo.151  

No espectro de 13C RMN existem nove sinais devidos aos anéis A e C a valores de  158,5, 136,2, 

179,6, 163,2, 99,8, 165,9, 94,7, 159,3 e 105,9 ppm os quais correspondem aos átomos de carbono C-2, 

C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9 e C-10, respectivamente.152 

Para além dos sinais referentes aos anéis A e C, observam-se também, no espectro de 1H RMN 

três sinais a  7,33 ppm (d, J6’,2’=1,8 Hz), 7,30 (dd, J2’,3’=8,3 Hz,  J2’,6’=1,8 Hz) e 6,90 (d, J3’,2’=8,3 Hz’) 

atribuíveis aos protões H-2’, H-6’ e H-5’, respectivamente, os quais são característicos de um sistema 

de spin ABX sugerindo a presença de um anel aromático B 1’,3’,4’-trissubstituído.153 

O espectro de 13C RMN apresenta seis sinais referentes aos átomos de carbono do anel B a  

123,0, 116,9, 146,4, 149,8, 116,4 e a 123,0 ppm os quais correspondem aos átomos de carbono C-1’, 

C-2’, C-3’, C-4’ e C-5’ e C-6’, respectivamente, tal como descrito para a quercitrina.152 

A presença de uma unidade de carbo-hidrato foi evidenciada pelo dupleto a  5,34 ppm (d, 

J=0,8 Hz) correspondente ao protão anomérico H-1’’, no espectro de 1H RMN. O valor da constante de 

acoplamento indica a a orientação  do átomo de hidrogénio na posição anomérica.154 A este sinal 
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corresponde um sinal, no espectro de 13C RMN a  103,5 ppm, à semelhança do que foi descrito para a 

quercitrina.
147

  

A presença de ramnose foi confirmada pela presença de um dupleto, no espectro de protão, 

a  0,93 ppm (3H, d, J6’’,5’’=6,0 Hz) atribuível ao metilo CH3-6’’, e pelos cinco restantes sinais do carbo-

hidrato, no espectro de 13C RMN, a  73,2, 72,1, 72,0, 71,9 e 17,6 ppm os quais correspondem aos 

cinco átomos de carbono da ramnose.155 

 

Afzelina [5,7-di-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-3-(3,4,5-tri-hidroxi-6-metil-tetra-hidro-2H-piran-2-

iloxi)-4H-cromen-4-ona] 
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O segundo flavonóide glicosilado isolado da fracção E4 por cromatografia de coluna em fase 

reversa utilizando a mistura H2O/MeOH foi a afzelina (2), a qual fora já isolada de Solanum cernuum 

Vell.15 

As atribuições dos sinais dos espectros de 1H RMN e de 13C RMN estão apresentadas na Tabela 

I.2.8. Foram também realizadas experiências de HMQC e de HMBC. 

O espectro de 1H RMN em metanol deuterado do composto 2 difere do espectro do composto 1 

pela presença de dois dupletos que integram para dois protões a  7,73 ppm e a  6,92 ppm e 

correspondem à sobreposição dos sinais dos protões H-2’ e H-6’ e dos sinais dos protões H-3’ e H-5’, 

respectivamente do anel B. Estes sinais estão de acordo com a presença de um sistema de spin AA’BB’ 

sugerindo a presença de um anel aromático B hidroxilado 4’-substituído148 e correspondem (por 

HMQC) aos sinais dos carbonos a  130,3 ppm (C-2’ e C-6’) e a  115,7 ppm (C-3’ e C-5’), 

respectivamente. A atribuição do desvio químico do átomo de carbono C-4’ a  161,1 ppm foi feita 
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com base nas correlações a longa distância observadas entre este átomo e os restantes protões do 

anel B. 

O singuleto largo a  5,35 ppm correspondente ao protão anomérico H-1’’, no espectro de 1H 

RMN, ao qual corresponde um sinal, por HMQC, a  102,1 ppm, o dupleto, no espectro de protão, a  

0,92 ppm (d, J6’’,5’’=4,1 Hz) atribuível ao metilo CH3-6’’ o qual está correlacionado por HMQC com o 

sinal a δ 16,2 ppm e dos três sinais dos restantes quatro grupos metino indicaram a presença de 

ramnose, à semelhança do descrito para a afzelina.148  

A localização da ramnose na molécula foi esclarecida pela correlação de HMBC observada entre 

o sinal do protão anomérico H-1’’ a  5,35 ppm (sl)e o sinal do carbono C-3 a  133,9 ppm e a 

estrutura foi confirmada pelas correlações a longa distância observadas entre o sinal do protão 

anomérico H-1’’ e os sinais dos átomos de carbono C-2’’ e C-3’’. Também se observam sinais entre os 

protões do metilo CH3-6” e os sinais dos átomos de carbono C-4” e C-5”. 

Hiperina [2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-3-(3,4,5-tri-hidroxi-6-(hidroximetil)-tetra-

hidro-2H-piran-2-iloxi)-4H-cromen-4-ona] 
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Da fracção E2 foi isolada a hiperina (10), um outro flavonóide glicosilado. A identificação deste 

composto foi baseada em estudos comparativos com os resultados descritos para flavonóides 

glicosilados.153,156,.157  

As atribuições dos sinais dos espectros de 1H RMN e de 13C RMN estão apresentadas na Tabela 

I.2.8. 

No espectro de 1H RMN, surgem dois sinais na região dos protões aromáticos a  6,20 ppm (d, 

J6,8=1,9 Hz) e 6,40 ppm (d, J8,6=1,9 Hz) que correspondem aos protões H-6 e H-8. O valor da constante 
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de acoplamento de 1,9 Hz indica que têm posição relativa meta, o que sugere a presença de um anel A 

5,7-dissubstituído, à semelhança do que foi descrito para a quercetina.148  

No espectro de 13C RMN existem quinze sinais devidos aos anéis A e C a valores de  158,2, 

135,5, 179,6, 162,9, 99,7, 165,9, 94,7, 159,4 e 105,0 ppm os quais correspondem aos átomos de 

carbono C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9 e C-10, respectivamente, à semelhança do descrito para a 

hiperina.157 

Existem também, no espectro de 1H RMN três sinais a  7,84 ppm (d, J2’,6’=1,9 Hz), 7,59 (dl, 

J6’,5’=8,7 Hz) e 6,86 (d, J5’,6’=8,5 Hz) atribuíveis aos protões H-2’, H-6’ e H-5’, respectivamente, os quais 

são característicos de um sistema de spin ABX sugerindo a presença de um anel aromático B 1’,3’,4’-

trissubstituído, tal como foi descrito para a hiperina.157 

O espectro de 13C RMN apresenta ainda seis sinais atribuíveis aos átomos de carbono do anel B 

a  123,0, 116,0, 145,8 , 149,8, 117,6 e a 122,7 ppm os quais correspondem aos átomos de carbono C-

1’, C-2’, C-3’, C-4’, C-5’ e C-6’, respectivamente. 

Os espectros de protão e de carbono do composto 113 diferem dos do composto 1 pela 

presença de um unidade de galactose evidenciada pelo dupleto a  5,17 ppm (d, J=7,8 Hz) 

correspondente ao protão anomérico H-1’’, no espectro de 1H RMN ao qual corresponde um sinal, no 

espectro de 13C RMN, a  105,2 ppm (C-1’’) à semelhança do que foi descrito para a hiperina.157A 

presença desta unidade de carbo-hidrato foi confirmada pelos cinco restantes sinais, no espectro de 

13C RMN a  61,5, 69,9, 69,8, 73,0, 74,9, ppm os quais correspondem aos cinco átomos de 

carbono.156,157 

Ácido ferúlico [ácido (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilico]  
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Das fracções E42-E44 foi isolado, por cromatografia de coluna em sílica gel de fase reversa, o 

composto 114, cuja estrutura foi identificada com base em estudos comparativos com os dados 

espectroscópicos descritos para os ácidos hidroxicinâmicos158,159 revelou ser a do  ácido ferúlico 

(114).160  

O espectro de 1H RMN apresenta, à semelhança dos ácido cinâmicos 3,4-dissubstituídos, os 

sinais  atribuíveis aos protões H-2 e H-3 de uma olefina dissubstituída do fragmento propenoide a  

6,38 ppm (1H, d, J2,3=15,7 Hz) e a  7,40 ppm (1H, d, J3,2=15,7 Hz), respectivamente. O valor da 

constante de acoplamento de 15,6 Hz significa que os protões H-2 e H-3 estão em posição trans. Aos 

sinais dos protões H-2 e H-3 correspondem os sinais a δ 118,1 ppm e δ 145,5 ppm, respectivamente, à 

semelhança de outros derivados dos ácidos hidroxicinâmicos (Tabela I.2.9).70 

Tabela I.2.9 Dados de 
1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz) para o ácido ferulico (114) (CD3OD). 
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C C  H (multiplicidade, J (Hz)) 

1 172,3 ---- 
2 118,1 6,38 (d, J2,3=15,7 Hz) 
3 149,3 7,40 (d, J2,3=15,7 Hz) 
4 128,3 ----- 
5 111,7 7,00 (d, J5,9=1,7 Hz) 
6 150,1 ---- 
7 145,5 ---- 
8 116,5 6,76 (d, J8,9=8,1 Hz) 
9 123,7 6,91 (dl, J9,8=8,3 Hz) 

10 56,5 3,88 (sl) 

 

Existem também, no espectro de protão, os sinais atribuíveis a um sistema aromático 1,3,4-

trissubstituído a  7,00 ppm (1H, d, J5,9=1,7 Hz ,H-5), a  6,91 ppm (1H, dl, J9,8=8,3 Hz, H-9) e a  6,76 

ppm (1H, d, J8,9=8,1 Hz, H-8) correspondentes aos três protões aromáticos do sistema ABX. A estes 

sinais correspondem os sinais dos átomos de carbono a  111,7 ppm, a  116,5 ppm e a  123,7 ppm, 

referentes aos átomos de carbono C-5, C-8 e C-9 do anel, respectivamente.161 

Observa-se, no espectro de 1H RMN, a presença de um sinal que surge na forma de singuleto 

largo a  3,88 ppm (3H, sl) e no espectro de carbono observa-se o sinal a  56,5 ppm, correspondente 

ao átomo de carbono do grupo metoxilo em C-6.  
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A presença de um grupo ácido na molécula foi evidenciada pelas bandas de absorção intensa a 

3406 cm-1 e a 1657 cm-1 devida às vibrações de alongamento do hidroxilo e do grupo carbonilo (C=O) 

no espectro no infravermelho de 9, e pela presença, no espectro de 13C RMN, de um sinal a  172,3 

ppm referente ao átomo de carbono do carbonilo em C-1. 

N-acetildopamina [N-(3,4-di-hidroxifenetil)acetamida] 
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Ainda da fracção E42-E44 do extracto etanólico (EBE) foi isolada a N-acetildopamina (NADA, 

115), um derivado acetilado da dopamina, o qual nunca tinha sido encontrado em plantas.  

A análise do espectro de 1H RMN do composto 115, baseada em estudos comparativos com os 

dados espectroscópicos descritos revelou a presença da N-acetildopamina .162 As atribuições dos sinais 

dos espectros de 13C RMN basearam-se em experiências de DEPT, HMQC e HMBC e estão 

apresentados na Tabela I.2.10). 

No espectro de massa de alta resolução observa-se a presença de um sinal a m/z 218,0791 

u.m.a. que corresponde ao ião [M+Na]+, o qual está de acordo com a fórmula molecular C10H13NO3. 

Tabela I.2.10 Dados de 
1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz) para a N-

acetildopamina (115) (CD3OD) e correlações HMBC. 
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Nº C  H (multiplicidade, J (Hz)) HMBC 

(
1
H-

13
C) 

1 132,0 ---- ---- 
2 116,8 6,63 (d, J2,6=0,9 Hz) C4, C6, C7 
3 146,2 ---- ---- 
4 144,7 ---- ---- 
5 116,4 6,67 (d, J5,6=7,9 Hz) C3, C6 
6 121,0 6,51 (dl, J6,5=6,8 Hz) C2, C4, C7 
7 35,8 2,61 (t, J7,8=7,3 Hz) C1, C2, C6, C8 
8 42,4 3,30 (m) C1, C7, C10 
9 ---- ---- ---- 

10 173,2 ---- ---- 
11 22,5 1,89 (sl) C10 
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O espectro de 1H RMN apresenta um padrão de grupo fenilo 1,3,4-trissubstituído evidenciado 

pelos sinais a a  6,67 ppm (1H, d, J5,6=7,9 Hz, H-5), a  6,63 ppm (1H, d, J2,6=0,9 Hz, H-6) e  6,51 ppm 

(1H, d, J7,5=8,0 Hz, H-6) correspondentes aos três protões aromáticos do sistema ABX. Estes sinais 

estão correlacionados por HMQC com os sinais dos átomos de carbono a  116,8 ppm,  116,4 ppm e 

 121,0 ppm, referentes aos átomos de carbono C-2, C-5 e C-6 do anel, respectivamente. O sinal do 

protão H-2 apresenta correlações por HMBC com os sinais dos átomos de carbono C-4, C-6 e C-7 a  

144,7 ppm, a  121,0 ppm e a  35,8 ppm, respectivamente. Por outro lado, observam-se correlações 

a longa distância entre o sinal do protão H-5 e os sinais dos átomos de carbono C-3 e C-6 a  146,2 

ppm e a  121,0 ppm, respectivamente.  

O espectro de 13C RMN do composto 115 apresenta dez sinais. A experiência de DEPT permitiu 

a diferenciação dos sinais de 13C RMN revelando a presença de um grupo metilo, de dois grupos 

metileno, três grupos metino e quatro carbonos quaternários. Verificou-se a presença dos sinais 

característicos de um anel aromático 1,3,4-trissubstituido e os sinais dos restantes dois grupos 

metileno, de um grupo metilo e de um carbono quaternário foram atribuídos através de experiências 

bidimensionais 2D RMN e de desacoplamento. 

Observa-se, no espectro de 1H RMN, um tripleto a  2,61 ppm (2H, t, J3,2=7,3 Hz) atribuíveis aos 

protões do grupo metileno CH2-7 o qual corresponde por HMQC ao sinal a  35,8 ppm do átomos de 

carbono C-7. A atribuição do sinal do segundo grupo metileno CH2-8, no espectro de 1H RMN, só foi 

possível através da correlação com o sinal do átomo de carbono a  42,4 ppm na experiência 

bidimensional de HMQC, uma vez que se sobrepõe ao sinal do metanol residual a  3,30 ppm. 

O espectro no infravermelho de 115 apresenta uma banda de absorção intensa a 1640 cm-1, 

devida às vibrações de alongamento (C=O) da amida e no espectro de 13C RMN observa-se um sinal a 

173,2 ppm que se refere ao átomo de carbono do carbonilo em C-10. A presença de um grupo metilo 

em C-11 foi evidenciada pelo singuleto a  1,89 ppm (3H, sl), no espectro de 1H RMN e pelo sinal no 

espectro de 13C RMN a 22,5 ppm. 

A estrutura da N-acetildopamina foi esclarecida pelas correlações a longa distância observadas 

entre o metileno em C-8 e o sinal do átomo do anel C-1, do metileno em C-7 e do carbonilo em C-10. 

Por outro lado, a proximidade entre o metileno em C-7 e o anel aromático trissubstituído foi 

evidenciada pelas correlações observadas entre este sinal e os sinais dos átomos de carbono C-1, C-2 e 
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C-6. Observam-se também correlações a longa distância entre o sinal do metilo em CH3-11 e o 

carbonilo em C-10. 

De modo a confirmar a estrutura e a questionar a possível estrutura da N-acetil-6-

aminoindolina, foram realizadas experiências de desacoplamento por NOESY. Observou-se que a 

irradiação do grupo metileno a  2,61 ppm provocava alterações nos sinais dos protões H-2 e do 

dupleto duplo H-6, mantendo inalterado o sinal do protão H-5, o que veio rejeitar a existência de um 

anel de indolina e apoiar um sistema aberto de feniletilamina. 

Como foi mencionado anteriormente, a presença de N-acetildopamina em espécies vegetais é 

referida aqui pela primeira vez. Sabe-se que o composto 115 é um agente da cutícula dos 

insectos.163,164 Por isso, a presença de NADA no extracto etanólico de Solanum cernuum foi investigada 

com maior detalhe. Esta planta é o único hospedeiro do pequeno escaravelho Platyscytus 

decempunctatus que vive ao longo do seu ciclo de vida na face inferior da folha desta espécie. 

Curiosamente outras espécies desta planta que crescem na mesma área geográfica não são 

hospedeiros dos escaravelhos. 

Apesar deste estudo não se centrar nesta observação, que justifica uma investigação 

posterior, um ensaio realizado mais tarde, com apenas uma amostra, mostrou a ausência do 

composto 115 na planta. Este resultado não é suficiente para determinar inequivocamente que o 

composto não é produzido pela planta. 

Por outro lado, a identificação do ácido ferúlico (114) e de N-acetildopamina (115) levou a 

questionar a origem destes dois metabolitos e a levantar a hipótese de ambos poderem também ser 

produtos da hidrólise, que pode ter ocorrido durante os sucessivos processos de isolamento, da N-

trans-feruloildopamina (46) que foi isolada de Solanum licopersum cv. Rutdgers, tal como se referiu 

anteriormente.67 

Neste trabalho está ainda a ser avaliada a actividade farmacológica do composto 115: a 

actividade anti-inflamatória, a actividade antiproliferativa e a atividade para doenças 

neurodegenerativas. 
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I.3. 

Após o fraccionamento bioguiado foi avaliada a actividade anti-inflamatória, nos modelos de 

contorção induzida pelo ácido acético e edema de pata induzido por carragenina e para moléculas 

alvo pertencentes à rede de sinalização: as citoquinas, a enzima ciclo-oxigenase 2, a sirtuína 1, o factor 

TNF- e a interleuquina-8, a toxicidade aguda e a actividade antitumoral dos diferentes metabolitos 

para várias linhas de células tumorais. A actividade antibacteriana também foi avaliada. 

I.3.1. Actividade anti-inflamatória 

I.3.1.1 Modelo de contorção induzida por ácido acético 

Com o objectivo de saber qual(is) o(s) composto(s) responsável(is) pela actividade anti-

inflamatória do extracto de diclorometano foi avaliada a actividade anti-inflamatória da (+)-

cicloeucalenona (24) e da (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) utilizando o modelo de contorção 

induzida por ácido acético. Os resultados encontram-se sumariados na Tabela I.3.1. 

Tabela I.3.1 Efeito do extracto de diclorometano das folhas de S. cernuum Vell. (DCE), da (+)-cicloeucalenona 
(24), da (+)-24-oxo-31-nor-cicloartanona (107) e metamizole na contorção induzida por ácido acético. Os valores 
são expressos como  média ± S.E.M. * p<0,05 and  ** p<0,01 versus grupo controle. 

Tratamento Dose 

(mg/kg) 

Via Numero de contorsões 

(média ±st) 

% inibição 

(+)-cicloeucalenona 

(24) 
50  

p.o. 

23,8 ± 7,3 56,4* 

100 4,3 ± 0,8** 88,3** 

200 4,1± 2,6** 87,7** 

(+)-24-oxo-31-norcicloartanona 

(107) 
10  

p.o. 

34,0 ± 4,8 37,7 

50 24,7± 2,3* 53,0* 

100 21,0± 2,1* 63,0* 

metamizole 200 p.o. 5,2 ± 3,3** 90,5** 

Control 

(solução,0,9%) 
10 mL p.o. 54,6 ± 8,3 0 

Anova F (4, 39)= 22.36  p< 0,0001. Teste Dunnet * p<0,05; ** p<0,01. 

 

A análise dos resultados permitiu concluir que a (+)-cicloeucalenona (24) e a (+)-24-oxo-31-

norcicloartanona (107) apresentaram percentagens de inibição de 56,4% e de 53,0%, para a dose de 

50 mg/Kg. A actividade dos dois compostos também depende da dose administrada, apresentando 

valores significativos de 88,3% para o composto 24 e de 63% para o composto 107 a uma dose de 100 
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mg/Kg. O metamizole, composto referência, apresentou um valor de inibição de 90,5% a uma dose de 

200 mg/Kg semelhante ao apresentado pela (+)-cicloeucalenona (24). 

Esta inibição da contorção produzida pelo extracto de diclorometano (EBD) e pelos compostos 

24 e 107 pode ser consequência de um efeito anti-inflamatório ou de uma acção no sistema sensorial 

na condução dos sinais da dor. 

A actividade anti-inflamatória da cernumidina (109) utilizando este modelo foi também 

avaliada mas não apresentou actividade significativa. 

I.3.1.2 Ensaio de edema de pata induzido por carragenina 

Para confirmar o efeito anti-inflamatório, as actividades da (+)cicloeucalenona (24) e a (+)24-

oxo-31-norcicloartanona (107) foram avaliadas, através do ensaio de edema de pata de rato induzido 

por carragenina o qual tem sido aceite como forma para testar agentes anti-inflamatórios.165 Este 

modelo em ratos tem duas fases distintas: uma fase inicial que começa imediatamente após a 

injecção de carragenina e uma fase posterior que se inicia 6 h após a injecção e termina 72 horas após 

a injecção. Observa-se um pico inflamatório entre as 48 e as 72 horas.166,167  

Na primeira fase são libertados mediadores tais como a serotonina, a fosfolipase A2 (PLA2), a 

histamina, as quininas, os metabolitos do ácido araquidónico (prostaglandinas e leucotrienos) e óxido 

nítrico (NO). Na fase posterior intervêm os metabolitos do ácido araquidónico os quais produzem 

edema dependendo da mobilização dos neutrófilos.168,116A resposta inflamatória aguda caracteriza-se 

por um aumento da permeabilidade vascular e infiltração celular que conduzem à formação de 

edema, como resultado de extravasamento de fluidos e de proteínas e de acumulação de leucócitos 

no local de inflamação.167 Após o estímulo inflamatório, os mastócitos são estimulados a produzir 

histamina, que contribui para a vasodilatação e permeabilidade vascular. O estímulo inflamatório 

também conduz à activação e secreção dos mediadores que incluem bradicinina (que está envolvida 

no mecanismo de dor e contracção do músculo) e os metabolitos do ácido araquidónico como as 

prostaglandinas e leucotrienos. 
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Figura I.3.1. Efeito da (+)-cicloeucalenona (24) e da (+)-24-oxo-31-nor-cicloartanona (107) no edema da pata 

induzido por carragenina expresso como edema da pata (mL) em função do tempo (horas) após indução da 

inflamação. *p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 Teste de Duncan, estatisticamente diferente do grupo tratado 

com veículo. ANOVA, p<0,01. 

A Figura I.3.2, que apresenta os resultados do ensaio realizado, mostra que o composto 107 

inibiu significativamente o edema da pata induzido por carragenina em todas as fases do processo 

inflamatório, a uma dose de 50 mg/Kg (p.o.), com um perfil idêntico mas mais eficiente do que o 

controle positivo piroxicam (fármaco anti-inflamatório não esteroidal).  

O composto 107 mostrou ser particularmente activo 4,5 horas após a indução da inflamação, 

altura em que ocorre a produção de COX-2 e a secreção de prostaglandinas. Ambos os compostos 

inibiram a segunda fase do processo de inflamação que ocorre entre as 48 e as 72 horas. 

O facto do composto 107 inibir todas as fases do processo inflamatório pode resultar de uma 

redução da síntese e/ou secreção dos mediadores na fase inflamatória anterior como a histamina e 

bradicinina ou o efeito inibitório a jusante que interfere com a produção de prostaglandinas e 

leucotrienos e subsequentemente com a inibição dos leucócitos. 
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I.3.2. Actividade para moléculas alvo pertencentes à rede de sinalização 

I.3.2.2 Expressão de COX-2 

Foi então examinado o efeito da (+)-cicloeucalenona (24) e da (+)-24-oxo-31-nor-

cicloartanona (107) na expressão da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2), responsável pela síntese de 

prostaglandinas, pelo método de western blotting. A figura I.3.2 apresenta os resultados deste ensaio. 

 

Figura I.3.2 Efeito da (+)-cicloeucalenona (24) e da (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) na expressão proteica 

da COX-2 em células estimuladas THP-1. ( t de Student. *p<0,05 vs Controle; +p<0,05 vs grupo LPS). 

Observou-se que os compostos 24 e 107 reduziam a expressão da COX-2 identificada em 

cultura de sobrenadantes de macrófagos diferenciados da linha monocítica THP-1 e estimulados com 

LPS (1gmL-1). A inibição provocada pela (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) era mais acentuada 

do que a da (+)-cicloeucalenona (24) (Figura I.3.2). 

Esta inibição observada da expressão da COX-2 pela (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) 

confirma que o efeito analgésico e anti-inflamatório observado anteriormente para o composto 107 

pode ocorrer através da inibição da expressão da COX-2, podendo constituir uma estratégia útil para 

tratar o componente inflamatório. 
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I.3.2.2 Actividade da Sirtuína 1 

As sirtuínas, uma família da enzimas que catalisam a desacetilação dos resíduos de lisina em 

diversas proteínas, emergiram recentemente como as novas ligações moleculares entre o 

envelhecimento e várias patologias incluindo as do sistema imunitário.169 

A família das sirtuínas compreende a sete membros. Nos mamíferos a sirtuína 1 afecta a 

sobrevivência e a proliferação celular, o período de vida e a inflamação através da desacetilação das 

proteínas envolvidas nestes processos. Com base neste conhecimento, a evidência sugere uma função 

da sirtuína 1 no controle da expressão de alguns mediadores da inflamação.40 

Verificou-se que a desacetilação de alguns factores de transcrição era dependente de sirtuínas e 

foi demonstrada especificamente a função da sirtuína 1 ao interagir fisicamente com a subunidade 

Re1A/p65 do factor NF-B e inibir a transcrição ao desacetilar Re1A/p65 na lisina 310. Este factor pode 

por sua vez regular a expressão de muitos genes envolvidos em citoquinas, incluindo TNF-, e muitos 

outros reguladores de processo inflamatório.38,41 São conhecidos muitos produtos naturais  que 

regulam a actividade da sirtuína 1, alguns dos quais com uma estrutura de terpenóide.170 

Foi estudado o efeito da (+)-cicloeucalenona (24), da (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) e da 

cernumidina (109) com doses de 0,5, 5 e 50 gmL-1 na actividade da sirtuína 1 utilizando uma técnica 

fluorimétrica (Figura I.3.4). A actividade da SIRT1 está expressa como % do controle (C) apresentado 

na Figura I.3.3. 
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Figura I.3.3 Efeito dos diferentes controles utilizados na actividade SIRT1 (%). 
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Figura I.3.4. Efeito da (+)-cicloeucalenona (A), (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (B) e da cernumidina (C) na 

actividade da sirtuína 1 (SIRT1) (%) nas concentrações indicadas. Os dados são as médias de determinações 
realizadas por duplicado. O desvio padrão foi sempre inferior a 15%.  
 

Observou-se que, apesar dos triterpenos (+)-cicloeucalenona (24) e 24-oxo-31-norcicloartanona 

(107) apresentarem actividade anti-inflamatória, estas respostas não se encontram relacionadas com a 

activação da sirtuína 1. A prevenção da potencial carcinogénese da cernumidina (109) através da 

regulação da actividade enzimática da sirtuína 1 foi também avaliada. Observou-se que a presença do 

composto 109 não provocou alterações apreciáveis da actividade da enzima sirtuína 1. 

 

I.3.2.3 Produção da citoquina TNF- 

Foi também avaliado o efeito inflamatório dos compostos 24, 107 e 109 nos níveis de produção 

da citoquina TNF- cujos resultados se apresentam na Tabela 12. As células foram estimuladas com 

LPS (lipopolissacáridos) e foi utilizada a dexametasona (C) como controle anti-inflamatório. 

A análise da Tabela I.3.2 permite concluir não ocorreu a inibição da produção de TNF- após a 

adição de nenhum dos três compostos estudados. 
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Tabela I.3.2 Efeitos das soluções de (+)-cicloeucalenona (24) (50 gmL

-1
), (+)-24-oxo-

31-norcicloartanona (107) (15 gmL
-1

) e da cernumidina (109) (50 gmL
-1

) na 

produção da citoquina TNF- (pgmL
-1

). 

Compostos 

(gmL-1) 
TNF- 
(pgmL-1) 

C-LPS 4,200,40 

C+LPS 166,4918,30 

(+)-cicloeucalenona (50) 334,548,81 

(+)-24-oxo-31-norcicloartanona (15) 445,03,88 

cernumidina (50) 333,0524,77 

 

I.3.2.4 Interleuquina-8 

Foi testada a actividade da cernumidina (109) na produção de quimoquina proinflamatória 

interleucina-8 (IL-8) em células de carcinoma do cólon HT-29, cuja expressão é primariamente 

regulada através da actividade transcricional mediada por NF-B. A indução de IL-8 activa múltiplas 

vias de sinalização que conduzem à promoção de respostas angiogénicas, ao aumento de proliferação 

e sobrevivência das células tumorais e potencia a migração metastática.171 Por isso, a inibição da 

produção de interleucina-8 ou dos seus efeitos sinalizadores pode constituir uma intervenção 

terapêutica importante.  

A experiência in vitro realizada e apresentada na Figura I.3.5 demonstraram que a presença de 

cernumidina (109) inibia a formação de interleuquina-8 de um modo dependente da concentração, 

atingindo uma redução de 50% para uma concentração de 50 M. 

 

Figura I.3.5 Efeito inibidor da cernumidina (109) na produção de interleucina 8 (IL8) pelas células HT-29. 
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I.3.2.5 Actividade anti-neoplásica 

Foram realizados ensaios em que se testaram as actividades antiproliferativas da 

(+)cicloeucalenona (24), da (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107), da (+)24-(1,3-dioxietano)-31-

norcicloartanona (108) e da cernumidina (109) para diferentes linhas celulares. O uso de várias linhas 

de células advém do facto de se saber que apresentam uma sensibilidade diferenciada para um dado 

composto citotóxico. Neste trabalho, foram usadas as linhas celulares humanas de UACC-62 

(melanoma), MCF-7 (mama), NCI-H460 (pulmão, células não pequenas), K-562 (leucemia), OVCAR-3 

(ovário), PC-3 (próstata), HT-29 (colon), 786-O (renal), NCI-ADR/RES (fenótipo do ovário que expressa 

multi-resistência) e U251 (glioma). 

Os resultados dos ensaios realizados para a (+)-cicloeucalenona (24) encontram-se resumidos 

na Figura I.3.6. A (+)-cicloeucalenona (24) não apresentou actividade significativa para nenhuma das 

linhas celulares testadas. 
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Figura I.3.6- Percentagem de crescimento das linhas de células [UACC-62 (melanoma), MCF-7 

(mama), NCI-H460 (pulmão, non-small cells), K562 (leucemia), OVCAR-3 (ovário), PC-3 (próstata), HT-
29 (colon), 786-O (renal) e NCI-ADR/RES (fenotipo do ovário que expressa multi-resistência)] na 
presença de diferentes concentrações de soluções de (+)-cicloeucalenona (24). 
 

Os resultados dos ensaios efectuados com a (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107), 

apresentados na Figura I.3.7 e na Tabela I.3.3, mostraram uma inibição significativa do crescimento 

das células de pulmão da linha NCI-H460, conduzindo à morte celular, em comparação com os valores 

para a doxirrubicina (DOX), apresentados na Tabela I.3.3, utilizada como referência.  
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Figura I.3.7 Percentagem de crescimento das linhas de células [UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-

H460 (pulmão, non-small cells), K562 (leucemia), OVCAR-3 (ovário), PC-3 (próstata), HT-29 (colon), 786-O 
(renal) e NCI-ADR/RES (fenotipo do ovário que expressa multi-resistência)] na presença de diferentes 
concentrações de soluções de (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107). 

 

A Figura I.3.8 e a Tabela I.3.3 apresentam os resultados dos ensaios efectuados com a 24-(1,3-

dioxetano)-31-norcicloartanona (108). À semelhança do composto 107 o composto 108 inibiu 

significativamente o crescimento das células de pulmão da linha NCI-H460. 
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Figura I.3.8 Percentagem de crescimento das linhas de células [UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), 

NCI-H460 (pulmão, non-small cells), K562 (leucemia), OVCAR-3 (ovário), PC-3 (próstata), HT-29 (colon), 
786-O (renal) e NCI-ADR/RES (fenotipo do ovário que expressa multi-resistência)] na presença de 
diferentes concentrações de soluções de 24-(1,3-dioxetano)-31-norcicloartanona (108). 
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De acordo com os valores observados na Tabela I.3.3, o composto 107 apresentou um valor de 

inibição total de crescimento TGI (inibição de crescimento total) de 1,10 g/mL, de GI 50 (inibição de 

crescimento 50) de 0,19 g/mL e LC 50 (concentração letal 50) of 8,43 g/mL, sendo os dois últimos 

inferiores aos valores apresentados pela doxorrubicina. Estes resultados sugerem que o triterpeno é 

eficiente e selectivo para as linhas de células não pequenas do pulmão NCI-H460, a qual expressa 

elevados níveis de COX-2, sugerindo uma função importante no processo inflamatório e fortalecendo a 

ligação entre inflamação crónica e o cancro.172 

Tabela I.3.3 Resultados da acção da (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) e da (+)-24-(1,3-

dioxietano)-31-norcicloartanona (108) para as linhas celulares humanas (g/mL): UACC-62 
(melanoma), MCF-7 (mama), NCI-H460 (pulmão, non-small cells), K562 (leucemia), OVCAR-3 (ovário), 
PC-3 (próstata), HT-29 (colon), 786-O (renal) and NCI-ADR/RES (fenotipo da mama que expressa 
multi-resistência). 

 

 

Linhas 

Celulares 

COMPOSTOS 

107 108 DOX 

Parâmetros de Inibição de Crescimento 

TGI GI 50 LC 50 TGI GI 50 LC 50 TGI GI 50 LC 50 

UACC-62 >250 28,60 >250 40,7 9,02 235,04 0,91 0,24 8,14 

MCF-7 158,3 28,70 >250 142,4 34,86 249,32 5,22 0,23 >250 

NCI-H460 1,10 0,19 8,43 1,91 0,06 25,51 1,04 0,25 11,62 

K-562 44,30 23,57 198,90 10,2 3,07 23,12 5,23 1,97 >250 

OVCAR-3 >250 >250 >250 77,7 29,4 225,90 24,87 1,08 >250 

PC-3 >250 89,90 >250 64,46 25,70 229,39 6,05 0,50 88,80 

HT-29 >250 >250 >250 150,3 30,47 250 153,0 1,66 >250 

786-O >250 47,73 >250 46,14 23,73 208,34 8,61 0,25 237,91 

NCI-ADR/RES 79,20 24,90 >250 55,85 23,66 22,18 >250 21,66 >250 

T= TGI (inibição total do crescimento), G= GI (inibição do crescimento 50%), L= LC (concentração letal 50%), g/ 
mL >250: a concentração não pôde ser calculada; excedeu o valor da cocentração mais elevada testada.  
 

O composto 108 apresenta valores de inibição ligeiramente superiores aos observados para o 

composto 107 com a excepção do valor de GI 50 que é inferior também ao observado para o composto 

de referência. Assim, os valores de inibição total de crescimento TGI de 1,91 g/mL, de GI 50 de 0,06 

g/mL e LC 50) of 25,51 g/mL indicam que este triterpeno inibe a proliferação das linhas de células 

não pequenas do pulmão NCI-H460. O composto 108 exibiu também uma actividade significativa para 

as células de leucemia (K 562), em comparação com os valores para a DOX. 
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À semelhança dos triterpenos acima mencionados, a actividade antitumoral da cernumidina 

(109) apresentada na Figura I.3.9, foi também avaliada não tendo sido observada actividade 

significativa para nenhuma das linhas celulares testadas. 
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Figura I.3.9 Percentagem de crescimento das linhas de células [U251-glioma, UACC-62 (melanoma), 

MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (fenotipo do ovário que expressa multi-resistência), 786-O (renal), NCI-
H460 (pulmão, non-small cells), OVCAR-3 (ovário), HT-29 (colon), K562 (leucemia), PC-3 (próstata), e 
VERO (rim, célula normal)] na presença de diferentes concentrações de soluções de cernumidina (109). 

 

I.3.2.6 Testes de toxicidade aguda 

Foi avaliada a toxicidade aguda de diferentes doses (10, 30, 100 e 600 mg/Kg) de (+)-

cicloeucalenona (24) e da (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) administradas a ratos por via oral e via 

intraperitoneal. Os animais foram observados após 4 h de administração e mantidos sob observação 

nos 14 dias seguintes. Os resultados mostraram que os dois compostos não apresentam toxicidade 

para a gama de doses testadas as quais foram consideradas “seguras”. 
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I.3.2.7 Actividade antibacteriana 

Como foi referido anteriormente, foi avaliada a actividade antibacteriana in vitro da (+)-

cicloeucalenona (24), da (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) e da cernumidina (109) em estirpes de 

bactérias patogénicas do homem Gram- (Escherichia coli, Salmonella enterica, Pseudomonas 

aeruginosa, Helicobacter pylori) e em estirpes de bactérias Gram+ (Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermis, Bacillus cereus e Enterococcus faecalis). 

Apesar dos extractos EBD e EBE terem exibido actividade para algumas bactérias Gram+, 

nenhum dos três compostos isolados testados apresentou actividade para as bactérias testadas o que 

sugere que a actividade observada no extracto pode ser atribuída a outros compostos presentes no 

extracto. A presença de flavonóides glicosilados no extracto etanólico quercitrina (1), afzelina (2) e 

hiperina (113), cuja actividade antimicrobiana é conhecida,145 pode explicar a actividade antibacteriana 

observada no extracto. A actividade antibacteriana dos flavonóides pode também contribuir para a 

actividade anti-ulcerosa apresentada pelo extracto etanólico nos ensaios realizados por Araújo et al.13 
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I.3.3 Conclusões 

Nestes capítulos são apresentados os resultados do estudo fitoquímico e da avaliação da 

actividade biológica da planta Solanum cernuum Vell. utilizada na medicina tradicional para tratar uma 

grande variedade de doenças maioritariamente de origem inflamatória, infecciosa e tumoral. 

Procedeu-se à extracção da planta com diclorometano e etanol e à avaliação das actividades 

anti-inflamatória, anti-ulcerosa e antibacteriana dos extractos.  

Tanto o extracto de diclorometano (EBD) como o extracto etanólico (EBE) apresentaram um 

efeito inibidor significativo, dependente da dose, da actividade anti-inflamatória no modelo de 

contorção induzida por ácido acético. Por outro lado, no ensaio de edema de orelha foi observada 

apenas uma actividade moderada do extracto etanólico. Os resultados dos ensaios para avaliar a 

actividade anti-ulcerosa do extracto diclorometano não revelaram uma actividade significativa 

contrariamente à actividade anti-ulcerosa potente descrita por Araújo et al.13 Os testes da actividade 

antibacteriana apresentaram resultados positivos para algumas estirpes de bactérias Gram+ dos 

extractos EBD e do EBE. 

Foram isolados a partir do extracto de diclorometano (EBD) três triterpenos com esqueleto de 

31-norcicloartanona, a (+)-cicloeucalenona (24) (7,0% w/w), a (+)-24-oxo-31-norcicloartenona (107) 

(1,47% w/w) e (+)-24-(1,3-dioxetano)-31-norcicloartanona (108) (0,05%, w/w), que nunca tinham sido 

descritos no género Solanum. Os três compostos possuem o mesmo núcleo tetracíclico de 31-

norcicloartenona com uma unidade de ciclopropano C-9,19 e um grupo metilo em C-4, diferindo na 

substituição que apresentam na cadeia lateral.  

Com o objectivo de saber qual(is) o(s) composto(s) responsável(is) pela actividade anti-

inflamatória do extracto de diclorometano foi avaliada a actividade anti-inflamatória dos compostos 

maioritários (+)-cicloeucalenona (24) e da (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) utilizando o modelo de 

contorção induzida por ácido acético. Ambos apresentaram uma redução significativa do número de 

contorções dependente da dose administrada para as doses de 50 e 100 mg/Kg. Para confirmar este 

efeito anti-inflamatório foi realizado o ensaio de edema de pata induzido por carragenina. Ambos os 

compostos inibiram a segunda fase do processo de inflamação neste modelo mas a  (+)-24-oxo-31-

norcicloartenona (107) mostrou ser particularmente activa 4,5 h após a indução da inflamação, altura 

em que ocorre a expressão da enzima ciclo-oxigenase 2 COX-2 e a secreção de prostaglandinas. 
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O efeito dos compostos 24 e 107 na expressão da COX-2 foi então examinado. Observou-se que 

ambos reduziam a expressão da COX-2 mas a inibição provocada pelo composto 107 era mais 

acentuada o que pode constituir uma estratégia útil para tratar o componente inflamatório. 

Foi também estudado o efeito na actividade da enzima sirtuína 1 a qual possui uma função 

importante no controle da expressão de alguns mediadores da inflamação. Verificou-se que, apesar 

dos triterpenos (+)-cicloeucalenona (24) e (+)-24-oxo-31-norcicloartenona (107) apresentarem 

actividade anti-inflamatória, ela não se encontra relacionada com a activação da sirtuína 1. 

O efeito inflamatório dos dois compostos nos níveis de produção da citoquina TNF- foi também 

avaliado. Não ocorreu a inibição de TNF- após a adição de nenhum dos dois compostos. 

Foram realizados ensaios para avaliar a actividade antiproliferativa dos compostos 24, 107 e 

108. A  (+)-cicloeucalenona (24) não apresentou actividade significativa enquanto a (+)-24-oxo-31-

norcicloartanona (107) mostrou ser mais activa e selectiva para a linha celular de pulmão NCI-H460, a 

qual expressa elevados níveis de COX-2, sugerindo uma função importante no processo inflamatório e 

fortalecendo a ligação entre inflamação crónica e o cancro.  

O terceiro composto, a (+)24-(1,3-dioxetano)-31-norcicloartanona (108) apesar de minoritário, 

também é activa para a linha celular de pulmão NCI-H460 e para as células de leucemia (K 562). 

Embora o extracto EBD exiba actividade para algumas bactérias Gram-, nem a (+)-

cicloeucalenona (24) nem a (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) inibiram o crescimento de nenhuma 

das bactérias estudadas. Nenhum dos compostos apresentou toxicidade aguda. 

O extracto de etanol (EBE) foi também fraccionado e analizado. Foram isolados quatro novos 

alcalóides: a cernumidina (109 (1,92% w/w), a isocernumidina (110) (0,25% w/w), a cernumidina B 

(111) (0,53% w/w) e a isocernumidina B (112) (0,23% w/w) com uma estrutura em que uma unidade 

(2-aminopirrolidin-1-il)carboxamidina se encontra acilada com o ácido isoferúlico (3-hidroxi-4-

metoxicinâmico) com configurações E e Z, respectivamente. As estruturas foram elucidadas com base 

em dados espectroscópicos uni- e bidimensionais e a estrutura da cernumidina (109) confirmada por 

análise de raios X. Ambos os compostos apresentam um grupo funcional amina raro, o qual é 

susceptivel de racemização.  

A cernumidina (119) apresentou uma inibição da produção da interleuquina-8 (IL-8) pelas 

células do carcinoma do cólon HT-29 superior a 50% a uma concentração de 50 M o que pode 

constituir uma intervenção terapêutica significativa tendo como alvo a vizinhança do tumor.  
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Em células do macrófago THP-1 a cernumidina não inibiu a produção de TNF-. Foi também 

avaliado o potencial da carcinogénese através da avaliação da regulação da actividade enzimática da 

sirtuína 1 não tendo sido observadas alterações significativas da actividade desta enzima. À 

semelhança dos outros compostos, a actividade antiproliferativa do compostos 109 foi avaliada para 

dez linhas celulares tumorais mas não apresentou actividade significativa. 

Foi testada a actividade antimicrobiana do composto 109 para bactérias Gram+ e Gram+ mas 

não foram observados valores apreciáveis. 

Foram também isolados três flavonóides glicosilados: a quercitrina (1) (0,42% w/w), a afzelina 

(2) (0,13% w/w) e a hiperina (113) (0,03% w/w)  e o ácido ferúlico (114) (0,07% w/w). 

Foi também isolada a N-acetildopamina (115) (0,52% w/w), um derivado da dopamina 

acetilado, o qual nunca tinha sido encontrado em espécies vegetais. Está ainda a ser avaliada a 

actividade farmacológica do composto 115: a actividade anti-inflamatória, a actividade 

antiproliferativa e a atividade para doenças neurodegenerativas. 

Este trabalho resultou num avanço de conhecimento sobre a planta Solanum cernuum Vell. e 

sobre as razões que conduzem à sua utilização na medicina tradicional brasileira para tratar uma 

grande variedade de doenças maioritariamente de origem inflamatória, infecciosa e tumoral. 

Os estudos efectuados revelaram a presença de um conjunto de metabolitos com estruturas 

diferentes. Alguns deles apresentaram atividades anti-inflamatórias significativas, capazes de atuar em 

moléculas alvo das redes de sinalização que medeiam a inflamação e o cancro. Por isso podem 

constituir estratégias de intervenção terapêutica para prevenir a carcinogénese.  

Os resultados da avaliação da actividade antitumoral de alguns destes compostos foram 

também muito animadores o que gera a esperança de poderem vir a ser utilizados como modelos na 

busca de novos fármacos para o tratamento de alguns tipos de cancro. 
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Capítulo I.4 

Estudo fitoquímico de Solanum cernuum Vell 

 

PARTE EXPERIMENTAL 
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I.4.1. Equipamento e condições experimentais 

Os solventes utilizados foram comerciais salvo indicação específica. 

Para cada composto isolado é referido o valor da massa obtida expressa em gramas e o seu 

valor percentual relativamento ao valor de peso seco e moído da planta (% w/w). 

Os valores de rotação óptica específica ([]D
t) foram determinados a partir das leituras 

realizadas num polarímetro Perkin Elmer 241MC (c em g/100 mL) estando em cada caso indicado o 

solvente utilizado.  

Os espectros no infravermelho (IV) foram registados num espectrofotómetro de transformada 

de Fourier FT-IR Perkin Elmer modelo 1000, em pastilha de KBr ou filme em célula de NaCl, sendo 

indicado em cada caso o processo utilizado. Na descrição de cada espectro, os dados são indicados na 

seguinte ordem: suporte da amostra - KBr (em pastilha de brometo de potássio) ou filme (em célula 

de NaCl); número de onda máximo de banda de absorção - máx. (em cm-1); atribuição da vibração a 

uma ligação entre átomos da molécula. 

Os espectros de ressonância magnética nuclear de protão (1H RMN) e de carbono (13C RMN), 

foram registados num espectrómetro Brucker modelo ARX-400 (400 MHz) ou modelo Avance III (600 

MHz). Como solventes foram usados CDCl3, CD3OD e DMSO-d6, usando como referência os sinais 

residuais dos solventes (clorofórmio:  7,26 ppm e 77,0 ppm; metanol:  3,30 ppm e 49,0 ppm; 

dimetilsulfóxido:  2,49 ppm e 39,7 ppm). Na descrição de cada espectro os dados são indicados pela 

ordem seguinte: solvente; desvio químico -  (em ppm); intensidade relativa - nH (como número de 

protões); multiplicidade do sinal - s (singuleto), sl (singuleto largo), d (dupleto), dl (dupleto largo), dd 

(dupleto duplo), t (tripleto), q (quarteto) e m (multipleto); constante de acoplamento - J (em Hz); 

atribuição a protões da molécula. A presença de protões lábeis foi confirmada após adição de D2O e 

observada a permuta com deutério. 

Os espectros de massa de GC-EIMS dos terpenos com esqueleto de 31-norcicloartanona foram 

traçados num espectrómetro de massa Micromass GC-TOF (GCT) com uma coluna DB1 (d.i. = 0.32 

mm; espessura de filme = 0.25 m; comprimento = 30 m). As condições de GC usadas foram: He como 

gás de transporte; razão de split 1:10; temperatura de injecção, 250 oC; programa de temperaturas, 

120 oC durante 3 min, gradiente de 5 oC/min to 300 oC, durante 10 min. 
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Os espectros de massa das cernumidinas foram traçados num espectrómetro de massa Bruker 

Microtof na Universidade de Santiago de Compostela (USC Espanha). 

As medidas de difracção de Raios X foram realizadas num difractómetro Bruker SMART APEX 

CCD usando radiação monocromada de grafite-Mo Kα (λ = 0.71073 Å) a partir de um tubo de Raios X. 

Os detalhes dos dados cristalográficos e os parâmetros de  refinamento estão descritos em baixo. Os 

programas usados foram: na recolha de dados Smart (Bruker 2003); na redução de dados, Saint 

(Bruker versão 6); absorção correcção, SADABS version 2.10 (Bruker AXS 2001). A solução estrutural e 

o refinamento foi realizado usando SHELXTL (Bruker 2003). A estrutura foi resolvida por métodos 

directos e refinada pelos métodos de mínimos quadrados full-matrix em F2. Os átomos que não são 

hidrogénio foram refinados anisotropicamente. Esta desordem foi resolvida por procedimentos 

constraint and restraint padrão em software SHELXL97. 

 

I.4.2. Métodos cromatográficos 

I.4.2.1 Cromatografia em Camada Fina 

A composição dos extractos de diclorometano e etanólico e a evolução das separações por 

cromatografia de coluna foram seguidas por cromatografia em camada fina (c.c.f.) usando placas de 

sílica gel 60 F254, 20x20 (Merck nº 5554, Darmstadt, Alemanha) de 0,2 mm de espessura. O eluente 

utilizado é referido em cada caso. 

Após eluição, as placas foram observadas sob radiação ultravioleta no comprimento de onda 

254 nm e 366 nm, tendo sido reveladas por pulverização com solução adequada a cada composto em 

estudo. Foram usados como reveladores solução de ácido molibdofosfórico, solução de Dragendorff 

de Munier, reagente de Sakaguchi, solução de -naftol, solução de ninidrina e solução metanólica do 

éster -etilamina do ácido difenilbórico (1%) seguida da solução etanólica de polietilenoglicol PEG-

4000 (5%).173,174 

Cromatografia de Coluna 

Na cromatografia de coluna flash utilizou-se sílica gel 60, 230-400 mesh (Merck nº 9385, 

Darmstadt, Alemanha) desactivada com água a 10% enquanto que na cromatografia gravítica foi 

realizada com sílica gel 60, 70-230 mesh (Merck nº 7734) desactivada com água a 10%. Na 
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cromatografia de coluna de fase reversa foi utilizada sílica Lichroprep® RP-18 (40-63 m, Merck nº 

13900, Darmstadt, Alemanha). O eluente utilizado é referido em cada caso. 

Cromatografia em Placa Preparativa 

Nas cromatografias em placa preparativa foram usadas placas de silica gel F254 (Merck nº 5744, 

Darmstadt, Alemanha) de 0,5 mm de espessura. O eluente utilizado é referido em cada caso. 

Cromatografia por Permeação em Gel de Sephadex LH-20 

Ao gel de Sephadex® LH-20 (GE Healthcare Biosciences AB) foi adicionado metanol e a 

suspensão ficou a equilibrar durante uma noite. Em seguida a suspensão do gel em metanol foi 

colocada de uma só vez na coluna. Foi eluído de 2 a 24 horas até fluxo constante e boa compactação 

do gel. A amostra a separar foi dissolvida num volume mínimo de eluente no cimo da coluna. De 

seguida foram adicionados sucessivos volumes de eluente. As fracções foram recolhidas num colector 

de fracções e analisadas por cromatografia em camada fina.  

 

I.4.3. Determinação estrutural  

I.4.3.1.Material vegetal 

As folhas de Solanum cernuum Vell. foram colhidas nos arredores da cidade Bragança Paulista 

(São Paulo - Brasil) em Setembro de 2004 e identificadas pelo Professor Keigo Minami da Universidade 

de São Paulo. Um exemplar foi registado (VELL Nº 653) e incorporado no herbário Frei Velloso da 

Universidade de São Francisco (São Paulo – Brasil). 

I.4.3.2.Extracção  

Após secagem a 45 oC, as folhas (600 g) foram trituradas e pulverizadas. De seguida foram 

extraídas sucessivamente com diclorometano (três vezes) e com etanol 95% (três vezes) à 

temperatura ambiente. Ambos os solventes foram evaporados a pressão reduzida tendo sido obtidos 

os extractos de diclorometano (EBD) (40 g) e de etanol (EBE) (55 g).  
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I.4.3.3. Isolamento dos Metabolitos Estudados 

Extracto de Diclorometano (EBD) 

Procedeu-se à separação de 40 g do extracto de diclorometano (EBD) por cromatografia em 

coluna em sílica gel 60, desactivada com água a 10 % ( n-hexano/acetato de etilo 9/1 (V/V)) tendo sido 

recolhidas nove fracções A-I de polaridade crescente. 

A fracção B (16,85 g) foi separada por cromatografia flash em sílica gel (n-hexano/acetato de 

etilo 95/5 (V/V)) tendo sido recolhidas dez fracções B1-B10. A fracção B3 (8,5 g) foi novamente 

separada por cromatografia flash em sílica gel (n-hexano/acetato de etilo 97/3 (V/V)) tendo sido 

recolhidas oito fracções B31-B38. Desta separação resultou a cicloeucalenona (24) (2,80 g, 7,0 %). 

A fracção B33 (454,7 mg) foi separada por cromatografia de coluna gravítica em sílica gel com a 

mistura (n-hexano/ acetato de etilo 97/3 (V/V)) recolhendo-se fracções de polaridade crescente. A 

mistura foi novamente separada por cromatografia de coluna com a mistura (n-hexano/ acetato de 

etilo 95/5 (V/V)) e por cromatografia em placa preparativa usando como eluente a mistura (n-hexano/ 

acetato de etilo 95/5 (V/V)). Desta separação resultou o isolamento de (+)24-(1,3-dioxietano)-31-

norcicloartanona (108) (20 mg, 0,05%). 

A fracção B5 foi separada por cromatografia gravítica em sílica gel (n-hexano/acetato de etilo 

95/5 (V/V)) tendo sido recolhidas seis fracções B51-B56. As fracções B54 (877,8 mg), B55 (121,1 mg) e 

B56 (161,1 mg) foram novamente separadas por cromatografia gravítica em sílica gel (n-

hexano/acetato de etilo 9/1 (V/V)). Desta separação resultou o isolamento de 24-oxo-31-

norcicloartanona (107) (589 mg, 1,47 %). 

(+)-Cicloeucalenona (24) [24-metil-31-norcicloart-24(28)-en-3-ona)]  

[(2aR,3R,5aS,8S,11aR,12aS)-2a,5a,8-trimetil-3-((R)-6-metil-5-metilene-heptan-2-il)tetradeca-

hidrociclopenta[a]ciclopropa[e]fenantren-9(1H)-ona] 
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Sólido amorfo (2,80 g). 

[]D
20 +54,9o (c  0,67, CHCl3). 

IV ῡ máx (KBr) cm-1: 3020 (CH), 2927 (CH), 1711 (C=O), 1642 (C=CH2), 1465, 1375, 886 (C=CH2). 

1H RMN  (400 MHz, CDCl3): 4,72 (1H, sl, H-28A); 4,66 (1H, sl, H-28B); 2,42 (1H, m, H-2); 2,23 (1H, m, 

H-4); 2,22 (1H, h, J25,26/27=6,3 Hz, H-25); 2,08 (1H, m, H-23); 1,89 (1H, m, H-23); 1,89 (1H, m, H-16); 1,66 

(1H, m, H-1); 1,65 (1H, m, H-22); 1,57 (1H, m, H-6); 1,54 (1H, m, H-17); 1,40 (1H, m, H-20); 1,39 (1H, 

m, H-7);  1,17 (1H, m, H-22); 1,17 (1H, m, H-7); 1,02 (3H, d, J26,25=6,8 Hz, CH3-26*); 1,03 (3H, d, 

J26,25=6,8 Hz, CH3-27*); 1,00 (3H, s, CH3-18); 0,98 (3H, d, J30,4=6,7 Hz, CH3-30); 0,91 (3H, s, CH3-29); 0,90 

(3H, d, J21,20=4,8 Hz, CH3-21); 0,73 (1H, qd, J6,6=11,2 Hz; J6,7=3,0 Hz, H-6); 0,62 (1H, d, 

J19endo,19exo=3,6 Hz); 0,39 (1H, d, J19exo,19endo=4,0 Hz). 

13C-RMN  (100 MHz, CDCl3): 213,3 (C-3); 156,8 (C-24); 106,0 (C-28); 52,2 (C-17); 50,0 (C-4); 48,8 (C-

14); 47,1 (C-8); 46,0 (C-5); 45,4 (C-13); 41,0 (C-2); 36,1(C-20); 35,4 (C-12); 35,0 (C-22); 33,8 (C-25); 32,8 

(C-15); 32,8 (C-1); 31,3 (C-23); 29,3 (C-10); 28,1 (C-7); 27,2 (C-19); 27,0 (C-16); 25,9 (C-11); 25,2 (C-6); 

24,9 (C-9); 22,0 (C-27*); 21,9 (C-26*); 19,2 (C-29);  18,3 (C-21); 17,9 (C-18); 10,7 (C-30). 

(* Sinais interconvertíveis). 

GC-EIMS m/z (int.rel.): 424 [M]+ (26), 409 [M-CH3]
+  (24), 381 [M-C3H7]

+ (35), 340 [M-C5H10O (rearranjo 

de McLafferty)]+  (10), 300 [M-C8H12O]+ (7), 299 [M-C9H17(cadeia lateral)]+ (53), 257 [M- (C9H17(cadeia 

lateral)-C3H6 (carbonos C-15, C-16 e C-17 do anel D))]+ (11), 243 [M-(C9H17-C3H6-CH2)]
+ (9), 95 (100). 

 

(+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) 

[(2aR,3R,5aS,8S,11aR,12aS)-2a,5a,8-trimetil-3-((R)-6-metil-5-oxoheptan-2-il)tetradeca-

hidrociclopenta[a]ciclopropa[e]fenantren-9(1H)-ona] 
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Sólido amorfo branco (589 mg). 

[]D
20 +53,3o (c  0,46, CHCl3). 

IV ῡ máx (KBr) cm-1: 3020 (CH), 2930 (CH), 1711 (C=O), 1450, 1376.  

1H RMN  (400 MHz, CDCl3): 2,61 (1H, h, J25,26/27=6,9 Hz, H-25); 2,49 (1H, m, H-23A); 2,41 (1H, m, H-2); 

2,38 (1H, m, H-23B); 2,22 (1H, m, H-4); 1,70 (1H, m, H-22); 1,66 (2H, m, H-16); 1,66 (2H, m, H-1); 1,62 

(2H, m, H-15); 1,57 (1H, m, H-17); 1,37 (1H, m, H-20); 1,26 (1H, m, H-7); 1,20 (1H, m, H-22); 1,09 (6H, 

d, J26,25=6,9 Hz, CH3-26, CH3-27); 0,99 (3H, s, CH3-18); 0,98 (3H, d, J30,4=6,7 Hz, CH3-30); 0,90 (3H, s, CH3-

29); 0,87 (3H, d, J21,20=6,4 Hz, CH3-21); 0,72 (1H, qd, J6,6=12,0 Hz; J6,7=2,4 Hz, H-6); 0,61 (1H, d, 

J19endo, 19exo=3,8 Hz); 0,39 (1H, d, J19exo,19endo=4,0 Hz). 

13C-RMN  (100 MHz, CDCl3): 215,4 (C-24); 213,3 (C-3); 52,2 (C-17); 50,0 (C-4); 48,8 (C-14); 47,0 (C-8); 

46,0 (C-5); 45,4 (C-13); 40,9 (C-2); 40,8 (C-25); 37,5 (C-23); 35,7 (C-20); 35,4 (C-12); 32,8 (C-15); 32,8 (C-

1); 30,1 (C-22); 28,0 (C-7); 27,1 (C-19); 26,9 (C-16); 25,9 (C-11); 25,2 (C-6); 24,9 (C-10); 24,9 (C-9); 19,1 

(C-29); 18,4 (C-21); 18,3* (C-26); 18,1* (C-27); 17,9 (C-18); 10,7 (C-30). 

 (*Sinais interconvertíveis) 

GC-EIMS m/z (int. rel.): 426 [M]+ (38), 411 [M-CH3]
+ (22), 340 [M-C5H10O (rearranjo de McLafferty)]+ 

(83), 299 [M-C8H15O (cadeia lateral)]+ (100), 257 [M- C8H15O (cadeia lateral) – C3H6 (carbonos C-15, C-

16 e C-17 do anel D)]+ (11), 243 [M-(C8H15O) -C3H6-CH2)]
+ (8). 

 

(+)-24-(1,3-dioxetan-2-il)-31-norcicloartanona (108) 

[(2aR,3R,5aS,8S,11aR,12aS)-3-((R)-4-(2-isopropil-1,3-dioxetan-2-il)butan-2-il)-2a,5a,8-

trimetiltetradeca-hidrociclopenta[a]ciclopropa[e]fenantren-9(1H)-ona] 
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Sólido amorfo branco (20 mg). 

[α]D
20 +36,8o (c  0,26, CHCl3). 

IV ῡ máx (KBr) cm-1: 3020 (CH), 2962, 293, 2874 (CH), 1711 (C=O), 1456, 1375, 1055 (C-O-C). 

1H RMN  (400 MHz, CDCl3): 5,10 (1H, sl, H-28A); 5,08 (1H, d, J=2,6 Hz, H-28B); 2,42 (1H, m, H-2A); 2,23 

(1H, m, H-4); 2,05 (1H, m, H-25); 1,94 (1H, m, H-16A); 1,87 (1H, m, H-1A); 1,85 (1H, m, H-2B); 1,80 (1H, 

m, H-11A); 1,70 (1H, m, H-6); 1,66 (1H, m, H-23A); 1,65 (1H, m, H-8); 1,60 (1H, m, H-17); 1,64 (1H, m, 

H-1B); 1,58 (1H, m, H-5); 1,59 (1H, m, H-12); 1,56 (1H, m, H-22A); 1,40 (1H, m, H-20); 1,37 (1H,m, H-

7A); 1,33 (1H,m, H-16B); 1,32 (1H,m, H-15); 1,27 (1H, m, H-23B); 1,25 (1H, m, H-11B); 1,12 (1H,m, H-

22B); 1,12 (1H,m, H-7B); 1,00 (3H, s, CH3-18); 0,99* (3H, d, J26,25=6,7 Hz, CH3-26); 0,98* (3H, d, J27,25=6,7 

Hz, CH3-27); 0,97 (3H, d, J30,4=5,7 Hz, CH3-30); 0,90 (3H, s, CH3-29); 0,88 (3H, d, J21,20=6,6 Hz, CH3-21); 

0,73 (1H, qd, J6,6=12,5 Hz; J6,7=2,3 Hz, H-6); 0,62 (d, J19,19=3,6 Hz, H-19); 0,40 (1H, d, J19,19=4,0 

Hz, H-19). 

13C-RMN  (100,5 MHz, CDCl3): 213,4 (C-3); 113,4 (C-24); 94,4 (C-28); 52,1 (C-17); 50,0 (C-4); 48,8 (C-

14); 47,1 (C-8); 46,0 (C-5); 45,4 (C-13); 41,0 (C-2); 36,1 (C-20); 35,4 (C-15); 33,2 (C-25); 32,9 (C-12); 32,8 

(C-1); 29,6 (C-11); 29,3 (C-10); 29,1 (C-22); 28,1 (C-16); 27,2 (C-23); 27,0 (C-19); 25,8 (C-6); 25,2 (C-7); 

24,9 (C-9); 19,2 (C-29); 18,2 (C-21); 17,3 (C-18); 17,5* (C-27); 16,9* (C-26); 10,8 (C-30). 

(* Sinais interconvertíveis). 

GC-EI+MS m/z (rel. int.): 426 [M-OCH2]
+ (10), 411 [M-OCH2-CH3]

+ (7), 340 [M-OCH2-C5H10O]+ (27), 299 

[M-OCH2-C8H15O]+ (48), 243 [M-OCH2-(C8H15O-C3H6-CH2)]
+ (7), 95(100). 

 

Extracto Etanólico (EBE) 

Procedeu-se à separação de 4,5 g de extracto etanólico por cromatografia de coluna por 

permeação em gel de Sephadex LH-20 usando metanol como eluente tendo sido recolhidas seis 

fracções A-F. 

A fracção D (253,0 mg) foi purificada por cromatografia de coluna em sílica gel de fase reversa 

Lichroprep RP-18 (H2O/MeOH 9/1 (V/V)) tendo sido recolhidas seis fracções de polaridade 

decrescente (D1-D6). A fracção D3 (30,6 mg) foi de novo separada por cromatografia de coluna em 
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sílica gel de fase reversa Lichroprep RP-18 (H2O/MeOH 9/1 (V/V)) em gradiente de polaridade 

decrescente, tendo sido isolada a isocernumidina (110) (11,1 mg; 0,25 %). A fracção D4 era constituída 

pela cernumidina (109) (86,3 mg; 1,92 %). Parte deste sólido foi cristalizado sucessivamente em 

metanol p.a. até obtenção de cristais para análise por difracção de Raios X. A fracção D5 foi de novo 

separada por cromatografia de fase reversa Lichroprep RP-18 (H2O/MeOH 9/1 (V/V)) em gradiente de 

polaridade decrescente, tendo sido recolhidas quatro fracções de polaridade decrescente (D51-D54). 

A fracção D52 era constituída por isocernumidina B (112) (10,4 mg; 0,25%) e a fracção D53 era 

constituída por cernumidina B (113) (23,9 mg; 0,53%). 

A fracção E (188,5 mg) foi separada por cromatografia de coluna em sílica gel de fase 

reversa Lichroprep RP-18 (H2O/MeOH 9/1 (V/V)) tendo sido recolhidas quatro fracções de polaridade 

decrescente (E1-E4). A fracção E2 (8,1 mg) foi purificada por cromatografia de coluna em sílica gel de 

fase reversa Lichroprep® RP-18 (H2O/MeOH 9/1 (V/V)) tendo sido obtida a hiperina (113) (7,0 mg; 0,14 

%). A fracção E3 era constituída por quercitrina (1) (18,9 mg; 0,42%). A fracção E4 foi separada por 

cromatografia de coluna em sílica gel de fase reversa Lichroprep RP-18 (H2O/MeOH 6/4 (V/V)) tendo 

sido recolhidas quatro fracções de polaridade decrescente (E41-E44). A fracção E41 era constituída 

por afzelina ( canferol-O-ramnosido) (2) (6,0 mg; 0,13%). As fracções E42-E44 foram reunidas e 

purificadas por cromatografia de coluna em sílica gel de fase reversa Lichroprep RP-18 (H2O/MeOH 

6/4 (V/V)) tendo sido isolados o ácido ferúlico (114) (3,3 mg; 0,07%) e a N-acetildopamina (115) (23,4 

mg; 0,52 %). 

 

Cernumidina (109) 

[(E)-N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilamida] 
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Sólido amorfo branco (86,3 mg). 

[α]D
20 +10,9o (c  0,84, CH3OH). 
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IV ῡ máx (KBr) cm-1: 3358 (NH), 2941 (CH), 1653 (C=O), 1602, 1510, 1412 (C=C), 1269, 1119, 1021, 977. 

1H RMN  (400 MHz, CD3OD): 7,52 (1H, d, J3,2=15,6 Hz, H-3); 7,05 (1H, sl, H-5); 7,01 (1H, dd, J9,8=8,3 Hz, 

J9,5=1,2 Hz, H-9); 6,92 (1H, d, J8,9=8,3 Hz, H-8); 6,45 (1H, d, J2,3=15,6 Hz, H-2); 5,78 (1H, d, J1’,2’=5,2 Hz, H-

1’); 3,86 (3H, sl, OCH3); 3,57 (1H, m, H-4’A); 3,40 (1H, m, H-4’B); 2,30 (2H, m, H-2’A e H-3’A); 2,14 (1H, 

m, H-3’B); 2,03 (1H, m, H-2’B). 

13C-RMN  (100,5 MHz, CD3OD): 170,0 (C-1); 156,7 (C-5’); 151,3 (C-7); 148,0 (C-6); 144,4 (C-3); 129,0 

(C-4); 122,7 (C-9); 117,6 (C-2); 114,6 (C-5); 112,5 (C-8); 65,4 (C-1’); 56,4 (OCH3); 48,1 (C-4’); 33,4 (C-2’); 

23,7 (C-3’). 

1H RMN  (400 MHz, DMSO-d6): 9,27 (1H, sl, Ar-OH); 9,05 (1H, d, JNH,10=8,2 Hz, NH);7,42 (1H, d, 

J8,7=15,6 Hz, H-3); 7,00 (1H, dd, J6,5=8,1 Hz, H-9); 6,99 (1H, sl, H-5); 6,95 (1H, d, J5,6=8,0 Hz, H-8); 6,42 

(1H, d, J7,8=15,7 Hz, H-2), 5,65 (1H, sl, H-1’); 3,79 (3H, sl, OCH3); 3,44 (1H, m, H-4’A); 3,31 (1H, m, H-

4’B); 2,18 (2H, m, H-2’A e H-3’A); 2,04 (1H, m, H-3’B); 1,90 (1H, sl, H-2’B). 

13C-RMN  (100,5 MHz, DMSO-d6): 167,2 (C-1); 154,6 (C-5’); 149,8 (C-7); 146,8 (C-6); 141,8 (C-3); 117,2 

(C-2); 127,1 (C-4); 113,5 (C-5); 112,1 (C-8); 63,6 (C-1’); 55,6 (OCH3); 47,0 (C-4’); 32,0 (C-2’); 22,4 (C-3’). 

ESI-TOF MS modo positivo 305,17 [M+H]+ . 

HRESIMS modo positivo m/z 305,1607 [M+H]+ (calc. C15H21N4O3 305,1569).  

Dados de Raios X: A estrutura cristalina foi depositada no Centro de Dados Cristalográficos de 

Cambridge (CCDC) e registada com um número de deposição CCDC 820767. 

Difracção de Raios X: Dados dos cristais: C16H19N4O6, placas amarelas cristalinas a partir de metanol 

M=361,34, monoclínicas, a=17,577(4) Ǻ, b=9.7166(19) Ǻ, c=10.234(2) Ǻ, β = 91.77(3)°, V=1747.1(6) Ǻ3, 

T=293(2) K, grupo espacial P21/c, Z=4, µ=0.107 mm-1, 44133 reflexões medidas, 3064 reflexões 

independentes (Rint = 0.0333). Os valores finais R1 eram 0.0425 (I > 2σ (I)) and 0.0539 (todos os 

dados), and os valores finais wR(F2) eram 0.1518 (I > 2σ (I)) e 0.1816 (todos os dados). A qualidade de 

ajustamento da regressão (The goodness of fit) em F2 era 1.492. Os átomos diferentes de hidrogénio 

encontravam-se refinados anisotrópicamente.Os átomos de hidrogénio  –NH2 or N3 or N4 

encontravam-se desordenados e foram ambos modelados em N3 e N4 (Fig. 1). Código da estrutura 

depositada CCDC 20767.  
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Isocernumidina (110) 

[(Z)-N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilamida] 
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Óleo amarelo (9,8 mg). 

[α]D
20 -8,2 o (c  0,37, CH3OH). 

IV ῡ máx (filme) cm-1: 3331 (OH), 3221 (NH), 2940 (CH), 1650 (C=O), 1600, 1511, 1436 (C=C), 1269, 1225, 

1127, 1021. 

1H RMN  (400 MHz, CD3OD): 7,08 (d, J5,9=1,9 Hz, H-5); 6,91 (dd, J9,8=8,3 Hz, J9,5=1,8 Hz, H-9); 6,82 (d, 

J8,9=8,4 Hz, H-8); 6,68 (d, J3,2=12,6 Hz, H-3); 5,81 (d, J2,3=12,6 Hz, H-2); 5,68 (d, J1’,2’=6,2 Hz, H-1’); 3,80 

(3H, sl, OCH3); 3,44 (1H, m, H-4’A); 3,33 (1H, m, H-4’B); 2,20 (2H, m, H-2’A e H-3’A); 2,11 (1H, m, H-

2’B); 2,05 (1H, sl, H-3’B). 

13C-RMN  (100,5 MHz, CD3OD): 171,1 (C-1); 156,7 (C-5’); 150,0 (C-7); 147,1 (C-6); 140,9 (C-3); 129,4 

(C-4); 123,7 (C-9); 120,6 (C-2); 117,4 (C-5); 111,9 (C-8); 65,3 (C-1’); 56,4 (OCH3); 48,2 (C-4’); 33,0 (C-2’); 

23,7 (C-3’). 

ESI-TOF MS modo positivo m/z 305 [M+H]+. 

 

Cernumidina B (111) 

[(E)-N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-3-(3,4-di-hidroxifenil)acrilamida] 
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Óleo incolor (23,9 mg). 

IV ῡ máx (filme) cm-1: 3320 (OH), 3218 (NH), 2941 (CH), 1651 (C=O), 1600, 1509, 1434 (C=C), 1265, 1222, 

1124, 1021. 

1H RMN  (400 MHz, CD3OD): 7,54 (1H, d, J3,2=15,6 Hz, H-3); 7,05 (1H, sl, H-5); 6,95 (1H, dl, J9,8=8,3 

Hz,H-9); 6,80 (1H, d, J8,9=8,2 Hz, H-8); 6,43 (1H, d, J2,3=15,6 Hz, H-2); 5,80 (1H, d, J1’,2’=5,4 Hz, H-1’); 3,60 

(1H, m, H-4’A); 3,45 (1H, m, H-4’B); 2,34 (2H, m, H-2’A e H-3’A); 2,18 (1H, m, H-3’B); 2,06 (1H, m, H-

2’B). 

13C-RMN  (100,5 MHz, CD3OD): 170,2 (C-1); 156,8 (C-5’); 149,4 (C-7); 147,0 (C-6); 145,0 (C-3); 127,8 

(C-4); 122,7 (C-9); 116,5 (C-2); 116,5 (C-5); 115,2 (C-8); 65,4 (C-1’); 48,1 (C-4’); 33,4 (C-2’); 23,8 (C-3’). 

ESI-TOF MS modo positivo m/z 291 [M+H]+. 

 

Isocernumidina B (112) 

[(Z)-N-(1-carbamimidoilpirrolidin-2-il)-3-(3,4-di-hidroxifenil)acrilamida] 
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Óleo incolor (10,4 mg). 

IV ῡ máx (filme) cm-1: 3334 (OH), 3223 (NH), 2950 (CH), 1655 (C=O), 1604, 1513, 1437 (C=C), 1265, 1222, 

1127, 1022. 
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1H RMN  (400 MHz, CD3OD): 7,13 (1H, d, J5,9=1,8 Hz, H-5); 6,97 (1H, dd, J9,8=8,4 Hz, J9,5=1,7 Hz, H-9); 

6,87 (1H, d, J8,9=8,4 Hz, H-8); 6,75 (1H, d, J3,2=12,3 Hz, H-3); 5,86 (1H, d, J2,3=12,6 Hz, H-2); 5,75 (1H, d, 

J1’,2’=6,3 Hz, H-1’); 3,49 (1H, m, H-4’A); 3,38 (1H, m, H-4’B); 2,25 (2H, m, H-2’A e H-3’A); 2,10 (1H, m, H-

3’B); 1,92 (1H, m, H-2’B). 

13C-RMN  (100,5 MHz, CD3OD): 170,2 (C-1); 156,8 (C-5’); 148,8 (C-7); 146,8 (C-6); 142,4 (C-3); 128,2 

(C-4); 122,7 (C-9); 118,2 (C-2); 116,5 (C-5); 115,2 (C-8); 65,4 (C-1’); 48,4 (C-4’); 33,4 (C-2’); 23,8 (C-3’). 

ESI-TOF MS modo positivo m/z 291 [M+H]+. 

 

Quercitrina (Quercetina-O-ramnosido) (1) 

[2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-3-((2R,3R,4R,5S)-3,4,5-tri-hidroxi-6-metiltetra-hidro-2H-piran-2-

iloxi)-4H-cromen-4-ona] 
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Sólido amorfo (18,9 mg). 

IV ῡ máx (KBr) cm-1: 3400 (OH), 1656 (C=O), 1609(C=O), 1510, 1450 (C=C), 1364, 1307, 1203, 1088, 958. 

1H RMN  (400 MHz, CD3OD): 7,33 (1H, d, J2’,6’=1,8 Hz, H-2’); 7,30 (1H, dd, J6’,5’=8,3 Hz; J6’,2’=1,8 Hz, H-

6’); 6,90 (1H, d, J5’,6’=8,3 Hz, H-5’); 6,36 (1H, d, J8,6=1,7 Hz, H-8); 6,19 (1H, d, J6,8=1,7 Hz, H-6); 5,34 (1H, 

d, J=0,8 Hz, H-1’’); 4,21 (1H, dl, J=1,3 Hz, H-2’’); 3,74(1H, dd, J=3,2 Hz, J=9,3 Hz, H-3’’); 3,39 (1H, m, H-

4’’); 3,39 (1H, m, J5’’, 6’’=6,0 Hz, H-5’’), 0,93 (3Hd, J6’’,5’’=6,0 Hz, CH3-6’’) 

13C-RMN  (100,5 MHz, CD3OD): 179,6 (C-4); 165,9 (C-7); 163,2 (C-5); 159,3 (C-9); 158,5 (C-2); 149,8 (C-

4’); 146,4 (C-3’); 136,2 (C-3); 123,0 (C-1’); 123,0 (C-6’); 116,9 (C-2’); 116,4 (-5’); 105,9 (C-10); 103,5 (C-

1’’); 99,8 (C-6); 94,7 (C-8); 73,2 (C-4’’); 72,1* (C-2’’); 72,0* (C-3’’); 71,9 (C-5’’); 17,6 (C-6’’). 
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MALDI-MS-modo positivo m/z 450 M+2H]+ (9), 303 (M+H)-ramnose]+ (19), 187 (100). 

 

Afzelina (Canferol-O-ramnosido) (2) 

[5,7-di-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-3-((2R,3R,4R,5S)-3,4,5-tri-hidroxi-6-metil-tetra-hidro-2H-

piran-2-iloxi)-4H-cromen-4-ona] 

O

O

OH

HO

O

OH
O

CH3

OH
OH

OH

6'
4'

2'

2

3
4

6

8

1''

5''

2''

 

Sólido amorfo (6,0 mg). 

IV ῡ máx (KBr) cm-1: 3379 (OH), 1653 (C=O), 1606(C=O), 1507, 1450 (C=C), 1358, 1174. 

1H RMN  (600 MHz, CD3OD): 7,73 (2H, d, J= 8,0 Hz, H-2’, H-6’); 6,92 (2H, d, J=8,0 Hz, H-3’, H-5’); 6,13 

(1H, sl, H-8); 6,02 (1H, d, J6,8=1,4 Hz, H-6); 5,35 (1H, sl, H-1’’); 4,24 (1H, sl, H-2’’); 3,75 (1H, dd, J= 2,2 Hz, 

J= 6,2 Hz, H-3’’); 3,39 (2H, m, H-4’’, H-5’’); 0,92 (3H, d, J6’’, 5’’= 4,1 Hz, CH3-6’’). 

13C-RMN  (125 MHz, CD3OD): 176,7 (C-4); 169,0 (C-7); 161,1 (C-5); 161,1 (C-4’); 156,7 (C-9); 158,0 (C-

2); 133,9 (C-3); 130,3 (C-6’); 130,3 (C-2’); 120,5 (C-1’); 115,7 (C-5’); 115,7 (C-3’); 102,1 (C-1’’); 101,7 (C-

6); 101,4 (C-10); 95,9 (C-8); 71,9 (C-5’’); 71,9 (C-4’’); 70,8 (C-3’’); 70,5 (C-2’’); 16,2 (C-6’’). 
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Hiperina (quercetina-O-galactosido) (113) 

[2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-3-((2R,3R,4R,5S)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)-tetrahidro-2H-

piran-2-iloxi)-4H-cromen-4-ona] 

O

O

OH

HO

O

OH

OH

O

OH

2

3
4

6

8

4'

1''

2'
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OH

HO

5'' 6''

2''

OH

 

Sólido amorfo (7,0 mg). 

IV ῡ máx (KBr) cm-1: 3350 (OH), 1655 (C=O), 1605 (C=O), 1509, 1450 (C=C), 1360, 1170. 

1H RMN  (600 MHz, CD3OD): ): 7,84 (1H, d, J2’,6’=1,9 Hz, H-2’); 7,59 (1H, dl, J6’,5’=8,7 Hz, H-6’); 6,86 (1H, 

d, J5’,6’=8,5 Hz, H-5’); 6,40 (1H, d, J8,6=1,9 Hz, H-8); 6,20 (1H, d, J6,8=1,9 Hz, H-6); 5,17 (1H, d, J=7,8 Hz, H-

1’’); 3,80-3,30 (6H, m, H-2’’- H-6”). 

13C-RMN  (125 MHz, CD3OD): 179,6 (C-4); 165,9 (C-7); 162,9 (C-5); 159,4 (C-9); 158,2 (C-2); 149,8 (C-

4’); 145,8 (C-3’); 135,5 (C-3); 123,0 (C-1’); 122,7 (C-6’); 117,6 (C-5’); 116,0 (C-2’); 105,2 (C-1’’); 105,0 (C-

10); 99,7 (C-6); 94,7 (C-8); 74,9 (C-3’’); 73,0 (C-2’’); 69,9 (C-5’’); 69,8 (C-4’’); 61,5 (C-6’’). 

 

Ácido ferúlico (114)175 

[ácido (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilico]  

OH

O

OCH3

HO

4

5

6

7

8
9 3

2
1

 

Sólido amorfo (3,3 mg). 

IV ῡ máx (filme) cm-1: 3406 (OH), 1657 (C=O), 1592, 1510, 1442 (C=C), 1388, 1117. 
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1H RMN  (600 MHz, CD3OD): 7,40 (1H, d, J2,3=15,7 Hz), 7,00 (1H, d, J5,9=1,7 Hz, H-5); 6,91 (1H, dl, 

J9,8=8,3 Hz, H-9); 6,76 (1H, d, J8,9=8,1 Hz, H-8); 6,38 (1H, d, J2,3=15,7 Hz, H-2); 3,88 (3H, sl, OCH3). 

13C-RMN  (125 MHz, CD3OD): 172,3 (C-1); 156,7 (C-5’); 150,1 (C-6); 149,3 (C-7); 145,5 (C-3); 128,3 (C-

4); 123,7 (C-9); 118,1 (C-2); 116,5 (C-5), 111,7 (C-8); 112,7 (C-6); 56,5 (OCH3). 

 

N-acetildopamina (115)  

[(N-(3,4-di-hidroxifenetil)acetamida)] 

O

H
NHO

HO

13

4
5

6

7

8

10
2 11

 

Óleo castanho (23,4 mg). 

IV ῡ máx (filme) cm-1: 3411 (OH), 1641 (C=O). 

1H RMN  (400 MHz, CD3OD): 6,67 (1H, d, J5,6=7,9 Hz, H-5); 6,63 (1H, d, J2,6=0,9 Hz, H-2), 6,51 (1H, dl, 

J6,5=6,8 Hz, H-6); 3,30 (2H, t, J8,7=7,3 Hz, CH2-8); 2,61 (2H, t, J8,7=7,3 Hz, CH2-7); 1,89 (3H, sl, CH3-11).  

13C-RMN  (100,5 MHz, CD3OD): 173,2 (C-10); 146,2 (C-3); 144,7 (C-4); 132,0 (C-1); 121,0 (C-6); 116,8 

(C-2); 116,4 (C-5); 42,4 (C-8); 35,8; (C-7); 22,5 (C-11). 

ESI-TOF MS modo positivo m/z 218,0 [M+Na]+ . 

HRESIMS modo positivo m/z 218,0791 [M+Na]+ (calc. C10H13NNaO3 218,0793), (calc. C10H13NO3 

195,0895).  
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I.4.4 Anexo 1- Ensaios de actividade biológica 

Estudos in vitro 

I.4.4.1 Actividade antibacteriana 

Para a determinação da concentração bactericida mínima (MBC) dos extractos de 

diclorometano (EBD) e de etanol (EBE), da (+)cicloeucalenona (24), da (+)-24-oxo-31-norcicloartanona 

(107) e da cernumidina (109) foram utilizadas diferentes estirpes de bactérias Gram- (Escherichia coli 

(ATCC 9637), Salmonella enterica (ATCC 14028), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Helicobacter 

pylori (ATCC 700392) e estirpes de bactérias Gram+ (Staphylococcus aureus (ATCC 29213), 

Staphylococcus epidermidis (ATCC  12228), Bacillus cereus (ATCC 11778), Enterococcus faecalis (ATCC 

29212). 

A actividade antibacteriana dos extractos EBD, EBE e dos compostos 24, 107 e 109 foi 

testada segundo o método de microdiluição do meio. Foram preparadas soluções do EBD, do EBE, e 

dos compostos 24, 107 e 109 em dimetilsulfóxido de concentrações 200 mgmL-1 e de 2 mgmL-1, 

respectivamente. A microdiluição do meio foi realizada com o meio Muller-Hinton (Oxoid, UK) usando 

o soro fetal de vitela (Cultilab, Brasil) como suplemento. Foram preparadas diluições, em duplicado, 

numa gama de concentrações de 0,6 a 50 mgmL-1 para EBD e EBE e de 200 a 3,12 mgmL-1 para os 

compostos isolados. 

As estirpes de bactérias foram ajustadas de modo a obter-se uma concentração final de 1,0106 

CFU por poço. Foram aplicados 2L de cada amostra em cada placa de agar Muller-Hinton (Oxoid, UK) 

de modo a determinar a MBC. As placas foram observadas entre 24 a 48 horas após a incubação. 

Todos os ensaios foram realizados em duplicado usando antibióticos (de concentração superior a 1 

mg/mL) como controle interno positivo. O valor da concentração bactericida mínima (MBC) 

representa a menor concentração que mata pelo menos 99,9% do inóculo original. Os resultados são 

os valores coincidentes de pelo menos três ensaios independentes. 
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I.4.4.2 Actividade anti-neoplásica  

Para a determinação da actividade antiproliferativa da (+)cicloeucalenona (24), da (+)-24-oxo-

31-norcicloartanona (107), da (+)24-(1,3-dioxietano)-31-norcicloartanona (108) e da cernumidina 

(109) foram utilizadas linhas celulares de diferentes origens histológicas. As linhas celulares humanas 

de UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-H460 (pulmão, células não pequenas), K-562 (leucemia), 

OVCAR-3 (ovário), PC-3 (próstata), HT-29 (colon), 786-O (renal), NCI-ADR/RES (fenotipo do ovário que 

expressa multi-resistência) e U251-glioma foram fornecidas pelo National Cancer Institute (NCI, 

Frederick, Maryland, USA). As culturas de células stock foram desenvolvidas num meio de cultura de 5 

mL RPMI-1640 (Gibco, NY, USA) com um suplemento de soro bovino fetal 5% (Gibco). Foi adicionada 

uma solução de gentamicina (50 g/mL) a todas as culturas experimentais. Foi utilizado doxirrubicina 

como fármaco de referência dos ensaios proliferativos. 

Foram colocadas culturas de células em microplacas estéreis de 96 poços (100 L de 

células/poço variando a gama de densidade de inoculação entre 4 e 7x104 células/mL). As culturas de 

células foram expostas a várias soluções de compostos em RPMI/DMSO com concentrações 0,25, 2,5, 

25 e 250 g/mL a 37 oC, 5% de CO2 no ar durante 48 horas. A concentração final de DMSO (Sigma 

Chemical Co, St Louis, MO, USA) não afectou a viabilidade celular. As placas foram então incubadas 

numa solução 50% de TCA (Merck, SP, Brasil) durante 30 minutos a 4 oC para a fixação celular. Após 

lavagem e secagem, a proliferação celular foi determinada por quantificação espectrofotométrica (540 

nm) do conteúdo celular proteico usando como corante sulforodamina B (SRB) (Sigma). Os dados de 

absorvância foram usados para calcular a inibição de crescimento total (TGI), a inibição de 

crescimento 50 (GI 50) e a concentração letal 50 (LC 50) através de uma regressão paramétrica 

sigmoidal usando o software Origin 7.1. 

 

Actividade para moléculas alvo pertencentes à rede de sinalização 

I.4.4.3 Produção da citoquina TNF- em células de macrófagos diferenciados THP-1 

A produção de citoquina TNF- pro-inflamatória foi quantificada em sobrenadantes de 

macrófagos diferenciados THP-1 da fase monocítica por adição de PMA (200 nM, 24 horas). Foi 

realizado um ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) de acordo com as especificações de um kit 
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comercial (e-Biosciences, Biomol, PA, USA). As células foram previamente estimuladas com LPS (1 

gmL-1). Foram utilizadas soluções de (+)-cicloeucalenona (24) (50 gmL-1), (+)-24-oxo-31-

norcicloartanona (107) (15 gmL-1) e da cernumidina (109) (50 gmL-1) e utilizada uma solução de 

dexametasona (3,4 g/mL) como controle anti-inflamatório. Os resultados foram expressos em pgmL-

1 de TNF-. 

I.4.4.4 Expressão da COX-2 em células diferenciadas THP-1 

Para a determinação da expressão proteica da ciclooxigenase-2 (COX-2), em primeiro lugar, a 

concentração proteica do homogenato foi determinada de acordo com o método  colorimétrico de 

Bradford. Aliquotas de sobrenadante contendo teores proteicos idênticos a 50 g foram separados em 

gel de acrilamida a 10% por electroforese em gel de poliacrilamida-SDS (sodium dodecyl sulfate). As 

proteínas foram então transferidas por electroforese para uma membrana de nitrocelulose e 

incubadas com anticorpos primários específicos: COX-2 (M-19, Santa Cruz Biotechnology, CA) a uma 

diluição de 1:1500. Cada filtro foi lavado 3 vezes durante 15 minutos e incubado com o anticorpo 

secundário (para COX-2) anti-cabra associado à peroxidase de rábano silvestre. De modo a provar 

igual carga, a mancha foi analizada para a expressão da -actina usando um anticorpo anti--actina 

(Sigma-Aldrich, Mo, USA). A imunodetecção foi realizada usando um kit detector de luz de 

quimioluminescência acrescida (Supersignal, West pico Chemilumenescent Sustrate Pierce, IL., USA). 

Para a determinação foram realizados três ensaios independentes. Os dados de densitometria foram 

calculados de acordo com a normalização com o controle (house-keeping gene). Os sinais foram 

analizados e quantificados (ImageJ, Image Analysis Software). 

I.4.4.5 Actividade da Sirtuína 1 (SIRT1) 

O efeito da (+)-cicloeucalenona (24), da (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107), da cernumidina 

(109) na actividade enzimática da sirtuína 1 (SIRT1) foi determinada com um kit comercial (AK-555, 

SIRT 1 Fluorimetric Drug Discovery Kit, BIOMOL, PA, USA) que mede a actividade da lisil desacetilase 

do recombinante humano da SIRT1 que utiliza como substracto o péptido humano p53 que 

compreende os aminoácidos 379-382: Arg-His-Lis-Lis(Ac). O sinal de fluorescência do ensaio gerado é 

proporcional à desacetilação da lisina Lis-382, o qual é um alvo in vivo da actividade da sirtuína 1. O 

ensaio procede em dois passos: o substracto que compreende a sequência de aminoácidos p53-(Ac) é 

incubado com o recombinante humano SIRT1 juntamente com o co-substracto NAD+. Um produto do 

kit origina um produto fluorófero. Foram utilizados como controle o resveratrol, um activador da 
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sirtuína, e a suramina de sódio, um inibidor, como controles positivos. A fluorescência das amostras 

foi lida num fluorímetro leitor de microplacas, na gama de 350 a 380 nm e a detecção da luz emitida 

foi realizada na gama 450-480 nm em intervalos de 5 minutos. Foram realizados ensaios com soluções 

(+)-cicloeucalenona (24), da (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) e de cernumidina (109) de 

concentrações de 50 gmL-1, 5 gmL-1 e 0,5 gmL-1. Os resultados correspondem à média de três 

ensaios independentes e são expressos como percentagens (%). 

I.4.4.6 Efeitos inibidores na produção de interleuquina 8 (IL-8) em células HT-29 

As células HT-29 (células do adenocarcinoma do cólon humano) foram fornecidas pela 

Unidade de Cultura de células da Universidade de Granada (Granada, Espanha) e foram cultivadas no 

meio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) com um suplemento de 10% de FBS e de 2mM de l-

glutamina, numa atmosfera de 5% de CO2 humidificada a 37 oC. As células foram estimuladas com LPS 

(100 ngmL-1) e simultaneamente tratadas com soluções em DMSO de cernumidina (109) de diferentes 

concentrações (1 M, 10 M e 50 M). Após 24 horas , os sobrenadantes foram recolhidos, 

centrifugados a 10,000g durante 5 minutos e guardados a -80 oC até à determinação de interleucina 

8 (IL-8) por ELISA (Biosource, Invitrogen TM). Os resultados são expressos como percentagem de 

inibição (meansem) quando comparados com a produção máxima de IL-8 em células sem 

tratamento. 

 

Estudos in vivo 

I.4.4.7 Ensaio de edema de orelha 

A inflamação foi induzida pela aplicação tópica da solução de óleo de croton (2,5%) a ambas as 

superfícies da orelha direita de cada rato, de acordo com o método descrito por Romay et al.176 A 

orelha esquerda (controlo) recebeu o veículo. Os extractos EBD e EBE de Solanum cernuum (1% e 

10%) foram administrados oralmente 15 minutos antes do óleo de croton. Foram utilizados dois 

grupos controle: um grupo que recebeu uma aplicação de óleo de croton na orelha direita e um 

controle positivo que recebeu também dexametasona (0,4%). A inflamação foi seguida durante 6 h e 

os animais foram mortos por deslocação cervical. Foi removida uma secção de 6 mm de cada orelha e 

pesada. O edema de orelha foi dado pela subtracção do peso da orelha esquerda (veículo) e o da 



Parte Experimental 

132 

orelha direita (com tratamento) e foi expresso como peso do edema. A percentagem de inibição é 

dada pela redução no peso relativamente ao grupo controle.177 

I.4.4.8 Ensaios de contorção induzida por ácido acético 

Foram realizados dois ensaios de contorção abdominal induzida por ácido acético.116 Foram 

utilizados ratos Balb/C com pesos compreendidos entre 20-35 g os quais foram mantidos numa 

divisão com temperatura controlada (252 oC) com ciclos luz/escuridão de 12 h e livre acesso a 

comida e água. 

No primeiro ensaio foi avaliado o efeito da administração dos extractos EBE, EBD a diferentes 

doses: o extracto EBD a 100, 300 e 600 mg/Kg e o extracto EBE a 300 e 600 mg/Kg. Foram utilizados 

dois grupos controle: um grupo (controle negativo) que recebeu uma aplicação de solução de NaCl 

(0,9%) e um controle positivo que recebeu dipirona (200 mg/Kg).Os animais foram divididos em 

grupos de dez ratos, consistindo em grupos do EBD e do EBE, aos quais foram administradas três 

doses de extracto. A contorção foi induzida por uma injecção i.p. de uma solução de ácido acético 

0,8% (10 mL/Kg), 30 minutos após o tratamento. Após a injecção da solução de ácido acético, o 

número de contorções (constrições abdominais para a avaliação nociceptiva) foi contado 

cumulativamente durante 15 minutos. Os dados representam a média do total de contorções 

observadas, o número de consortium e a percentagem. 

No segundo ensaio, a (+)-cicloeucalenona (24), a (+)-24-oxo-31-norcicloartanona (107) e o 

veículo foram administrados oralmente a diferentes doses:  o composto 24 a 50, 100 e 200 mg/Kg e o 

composto 107 a 10, 50 e 100 mg/Kg. Ao grupo de controle positivo foi administrada metamizole per 

os p.o. (200 mg/Kg) foi administrada. Ao grupo de controle negativo foi administrada solução de NaCl 

de 0,9%. Os animais foram divididos em grupos de dez ratos, aos quais foram administradas três 

doses de composto 24 e do composto 107. A contorção foi induzida por uma injecção i.p.de uma 

solução de ácido acético 0,8% (10 mL/Kg), 30 minutos após o tratamento. Após a injecção da solução 

de ácido acético, o número de contorções (constrições abdominais para a avaliação nociceptiva) foi 

contado cumulativamente durante 15 minutos. Os dados representam a média do total de contorções 

observadas, o número de consortium e a percentagem. 
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I.4.4.9 Ensaio de edema de pata induzido por carragenina 

As experiências foram realizadas de acordo com o método de Posadas et al.,167e Nunes et 

al.166 modificado.178 O volume basal da pata direita traseira dos ratos Balb/C (n= 8 por grupo) foi 

determinado usando um pletismómetro (Panlab, Spain). Os grupos de ratos foram tratados da 

seguinte forma: o grupo controle negativo com veículo i.e. com solução salina 0,9%, o grupo controle 

positivo com solução de piroxicam p.o. (20mg/Kg) e os grupos experimentais com cicloeucalenona 

(24) p.o.(100 mg/Kg) e com 24-oxo-31-norcicloartanona (107) p.o. (50 mg/Kg). Após 1 hora de 

tratamento, a inflamação foi induzida por inoculação de 40 L de carragenina 2,5% na pata direita 

traseira e o edema dado pela diferença entre o volume medido e o volume basal foi determinado 1,5 

h, 3,0 h, 4,5 h, 6,0 h, 24 h, 48, e 72 horas após a inoculação de carragenina. Os resultados são 

expressos como variações no tempo do edema da pata (mL). 

I.4.4.10 Actividade anti-ulcerosa 

A actividade anti-ulcerosa foi avaliada através de dois ensaios modelo para a indução de lesões 

agudas da mucosa gástrica : i) com solução de etanol (95%)179 e ii) com indometacina180. Foram usados 

ratos macho Wistar com pesos compreendidos entre 190 e 210 g (n=6) em ambos os métodos. Os 

animais foram mantidos, com água ad libitum, em gaiolas adequadas de modo a evitar a co-profagia e 

em jejum durante 24 horas. Os tratamentos foram efectuados por administração oral - per os (po). 

Nos grupos de controle positivo, os animais foram tratados com carbenoxolona (200 mg/Kg/po). Após 

cada experiência, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Os estômagos foram 

removidos e abertos ao longo da maior curvatura e fixados entre duas placas de vidro. As lesões foram 

medidas pelo método de Gamberini.181 

No modelo de lesões induzidas por etanol 95%, os animais receberam etanol 95% (V/V) 

(1mL/kg/po) uma hora depois do tratamento com o EBD de Solanum cernuum Vell. (500, 1000, 2000 

mg/kg). Os animais foram sacrificados uma hora após a administração do agente ulceroso para 

avaliação da actividade antiulcerosa e determinação da dose efectiva DE 50. 

No modelo de lesões induzidas por indometacina, os animais receberam o agente ulceroso (40 

mg/kg) uma hora depois da administração do EBD de S. cernuum Vell. (1000mg/kg). Os animais foram 

sacrificados 6 horas depois da adminsitração do agente ulceroso para avaliação da actividade 

antiulcerosa e determinação de DE 50. 
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I.4.4.11 Toxicidade Aguda 

Foram administradas diferentes doses (10, 30, 100, e 600 mg/Kg) dos compostos 24 e 107 a 

ratos Balb/C e Swiss pelas vias oral e intraperitonial. Os grupos foram mantidos sob observação 

durante 4 horas após a administração e depois diariamente durante 14 dias. Foram avaliados os sinais 

de toxicidade geral tais como a perda de peso corporal, a locomoção, o comportamento (agitação e 

letargia), a respiração, a salivação, olhos lacrimejantes, a cianose e a mortalidade. 

I.4.4.12 Análise Estatística  

Todos os valores nas figuras e no texto são expressos como média  desvio padrão da média 

das n observações (standard error of the mean). Para os estudo in vitro as tabelas são representativas 

de pelo menos três experiências realizadas em diferentes condições experimentais. No ensaio do 

ácido acético, os resultados foram analizados pelo método one-way ANOVA seguido pelo teste t de 

Dunnet para comparações múltiplas; as diferenças entre os valores do teste e os valores de controle 

foram considerados estatisticamente significativos quando p0,05. No ensaio edema de pata induzido 

por carragenina, as diferenças entre os valores do teste e os valores de controle foram considerados 

estatisticamente significativos quando p0,05.*p0,0, **p0,01 e ***p0,001 de acordo com o teste 

de Duncan. 

Nos ensaios in vitro (actividade da SIRT1 e produção de TNF-) foram considerados 

significativos valores de p inferiores a 0,05 e as médias dos grupos individuais foram comparadas com 

o teste t de Student. 
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II.1 INTRODUÇÃO 

Os contributos tecnológicos para sistemas de energia não poluentes são fundamentais para a 

economia mundial e preservação ambiental. No século XXI, há uma demanda por fontes de energia 

alternativas e renováveis, incorporando novas tecnologias. 

Uma das formas mais interessantes de recurso a fontes de energia renováveis é representada 

pela conversão da energia solar em electricidade que ocorre nas células solares, envolvendo processos 

de colheita e de conversão da energia livre do sol e providenciando uma fonte limpa e segura de 

electricidade. 

II.1.1 Células solares sensibilizadas por corante (DSCs) 

As células solares sensibilizadas por corantes (Dye-sensitized solar cells DSCs), introduzidas por 

Grätzel em 1991, constituem um dos mais promissores sistemas de geração de energia usando a  

tecnologia fotovoltaica. Estes dipositivos utilizam um elétrodo constituído por um filme mesoporoso 

de nanopartículas de um óxido metálico semicondutor, de elevada área superficial, e como 

sensibilizadores compostos orgânicos para a captura de luz solar. É o único sistema solar que separa as 

duas funções: a colheita da luz (que ocorre no corante) e o transporte por portadores de carga (que 

ocorre no semicondutor).1 

As DSCs possuem uma estrutura com cinco componentes: i) um suporte mecânico condutor, ii) 

um filme de óxido metálico semicondutor (em geral TiO2) com uma estrutura mesoporosa, iii) um 

sensibilizador (corante), iv) um electrólito ou transportador de lacuna (hole-transport material HTM) e 

v) um contra-electrodo (Figura II.1.1).2, 3  

Nas DSCs, a luz que entra é absorvida pelo sensibilizador, o qual se encontra adsorvido na 

superfície do dióxido de titânio nanocristalino semicondutor. Os fotões são absorvidos pela molécula 

do corante adsorvido (Sads) as quais adquirem energia suficiente para passar do estado fundamental 

(Sads) para o estado excitado (S*ads) ou seja os seus electrões passam de uma orbital molecular de 

menor energia HOMO (highest occupied molecular orbital) para a orbital molecular desocupada de 

menor energia LUMO (lowest unoccupied molecular orbital). Quando a energia do nível LUMO é 

ligeiramente superior à energia da banda de condução do semicondutor, os electrões excitados são 

injectados para a banda de condução do TiO2 dando origem à separação de carga na interface e são 
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transportados para o contra-electrodo (transparent conducting oxide TCO) por difusão. Neste 

processo ocorre a oxidação da molécula do corante (S+
ads). 

 

Figura II.1.1 Princípios de operação e níveis de energia de uma DSC S, S
+
, S* representam o sensibilizador nos estados 

fundamental, oxidado e excitado, respectivamente; R/R
-
 representa o mediador redox; CB denota a banda de 

condução.
3
 

São então criadas lacunas (buracos) no estado fundamental, as quais são posteriormente 

regeneradas (Sads) através da redução efectuada pelo mediador redox (R-): electrólito ou material 

transportador de lacuna (l HTM). Este é, por sua vez, regenerado no contra-electrodo por electrões 

através de um circuito eléctrico externo. Em princípio, para que uma célula seja eficiente, a 

regeneração do sensibilizador pelo mediador redox (electrólito ou transportador de buraco) deve ser 

mais rápida do que a recombinação dos electrões da banda de condução com o sensibilizador 

oxidado. Adicionalmente, a orbital molecular ocupada de maior energia (HOMO) do corante deve 

situar-se abaixo do nível de energia do mediador redox (electrólito ou transportador de buraco 

(HTM)), de modo a que os corantes oxidados formados após a injecção de electrões para a banda de 

condução do TiO2 possam ser efectivamente regenerados ao aceitar os electrões do mediador redox.  

Em circuito externo fechado e com iluminação, uma DSC constitui um sistema de conversão de 

energia fotovoltaica regenerativo e estável (eq. 1-4).  

Sads+h S*ads                                                                     (1) 

S*ads S+
ads+e-

inj                                                                  (2) 
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S+
ads+R-

 Sads+R                                                                  (3) 

R+e-
cátodoR-

cátodo                                                               (4) 

No entanto ocorrem reacções indesejáveis que reduzem a eficiência tais como a recombinação 

i.e. a redução do sensibilizador oxidado com os electrões injectados (eq. 5) ou a corrente no escuro i.e. 

a redução do par redox oxidado com os electrões injectados à superfície do TiO2 (eq. 6).3 

e-
inj+ S+

ads Sads                                                                  (5) 

e-
inj+R R-

ânodo                                                                   (6) 

Por isso, os electrões injectados devem ser transportados para o contra-electrodo (TCO) antes 

destes processos ocorrerem. 

As energias relativas na interface semicondutor/corante/electrólito são por isso propriedades 

importantes a ter em conta no design das DSCs (Figura II.1.2). O nível de energia da HOMO é dado 

pelo valor do potencial de oxidação do corante adsorvido num filme de TiO2 (Eox) o qual é medido por 

voltametria cíclica. O nível de energia da LUMO é obtido pela diferença entre o potencial de oxidação 

Eox e a energia 0-0 do corante à superfície (E0-0) que é estimada a partir dos c.d.o. máximos dos 

espectros de absorção UV-Vis.4  

Assim, para que ocorra a injecção do electrão, o potencial de oxidação do corante excitado 

(correspondente ao nível de energia da LUMO) tem de ser mais negativo do que o potencial da banda 

de condução do semicondutor e o potencial de oxidação do corante no estado fundamental 

(correspondente ao nível de energia da HOMO) deve ser mais positivo do que o par redox na solução 

de electrólito para que constitua a “driving force” para a transferência de lacuna. 

Com estes limites estabelecidos, a eficiência da célula é afectada pela posição exacta deste 

potenciais relativos. Assim, uma variação em qualquer uma destas driving forces tem impacto na 

fotocorrente de curto circuito (Jsc) e no potencial de circuito aberto da célula (Voc). Por isso, a 

optimização da eficiência () de uma DSC que é dada pela expressão: 

= (Jsc Voc FF)/ Pin 
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em que Jsc representa a densidade de fotocorrente medida em curto-circuito, Voc é o potencial de 

circuito aberto da célula e FF é o factor de enchimento [FF=Pmáx/( Jsc Voc) sendo Pmáx a potência 

máxima) da célula solar por unidade de área], tem de envolver necessariamente a energética do 

semicondutor, do corante e do electrólito.5  

 

Figura II.1.2 Diagrama de energias esquemático para uma DSC baseada no corante NKX-2311 (1), um electrodo de TiO2 
nanocristalino, e um electrólito I

-
/I3

-
. Os potenciais de oxidação (Eox) e Eox-E 0-0 para NKX-2311 são usados 

como os níveis de energia para a HOMO e a LUMO, respectivamente.
6
 

A cinética das reacções representa outro factor decisivo para que os três principais processos 

envolvidos no funcionamento das DSC ocorram de forma eficiente (Figura II.1.3).7 Assim, a injecção de 

electrões na banda de condução do semicondutor deve ser mais rápida (ordem dos picosegundos) do 

que o decaimento do corante do estado excitado para o estado fundamental. Para que isto aconteça, 

a regeneração do corante pelo par redox presente no eletrólito tem de ser mais rápida do que a 

recombinação entre os eletrões injetados e o corante oxidado. A velocidade de transporte de 

electrões no filme semicondutor deve ser superior à velocidade de recombinação entre os eletrões 

injetados na banda de condução e a espécie oxidante do par redox.8 
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Figura II.1.3 Cinética das reacções numa DSC. Adaptado de (Pagliaro & Palmisano, 2008).
8  

A espectroscopia resolvida no tempo usando pulsos de laser curtos permite a observação 

directa das reacções consecutivas que se seguem à fotoexcitação das moléculas de corante à 

superfície dos semicondutores nanocristalinos: i.e. a relaxação intramolecular do corante no estado 

excitado, a transferência de electrões do corante para o semicondutor, a regeneração do corante 

oxidado pelos mediadores redox e a transferência de electrões reversa do semicondutor para o 

corante oxidado (uma reacção desfavorável para uma eficiência elevada).9 

A absorção de radiação de semicondutores de elevado hiato energético (> 3eV) está limitada à 

gama de comprimento de onda na região do ultravioleta.10 A presença do corante adsorvido na 

superfície dos semicondutores nas DSC assegura a absorção de radiação eletromagnética na gama do 

visível do espectro solar (400-700nm), o que faz com que um electrão adquira energia suficiente para 

passar do estado fundamental do corante (HOMO) para o estado excitado (LUMO) e possa ser 

injetado na banda de condução do semicondutor.11 

O sensibilizador é, por isso, um dos componentes mais importantes da eficiência e durabilidade 

de uma DSC. 

Para um sensibilizador ser eficiente ele deve obedecer aos requisitos essenciais: i) deve ter uma 

banda de absorção ampla (pancromática) e um coeficiente de absorção elevado que permitam uma 

colheita eficiente da luz originando dessa forma uma fotocorrente elevada; ii) deve possuir potenciais 

redox adequados do nivel LUMO para a injecção de electrões para a banda de condução do dióxido de 

titânio (TiO2) e do nível HOMO para a aceitação do electrão do mediador redox; iii) deve possuir um 

grupo de ancoragem (-COOH, -H2PO4, -SO3H) que liga fortemente à superfície do semicondutor de 

modo a promover a injecção unidireccional do electrão do corante excitado para a banda de condução 

do (TiO2); iv) o tempo de vida do estado excitado do sensibilizador deve ser um período de tempo 

suficientemente longo e os electrões excitados devem ser eficientemente injectados para a banda de 

condução do semicondutor de modo a evitar o decaimento do corante excitado para o estado 
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fundamental; v) para haver uma injecção do electrão eficiente para o ânodo, a orbital molecular de 

menor energia desocupada (LUMO) deve estar localizada perto do grupo de ancoragem e acima do 

bordo da banda de condução do electrodo do semicondutor (em geral TiO2); vi) de modo a minimizar 

a recombinação de carga entre os electrões injectados e o corante oxidado, a carga positiva que 

resulta da injecção do electrão deve estar localizada no grupo dador, o qual está localizado longe da 

superfície do TiO2; vii) deve existir estabilidade química das reacções redox de modo a conseguir 

durabilidade a longo-termo da DSC; viii) o corante não deve formar agregados na superfície (o que 

acontece com filmes mais grossos) de modo a evitar decaimento não radiativo do estado excitado 

para o estado fundamental, o que pode ser evitado usando ácido desóxicólico (DCA) como adsorvente 

e 4-tert-butilpiridina (TBP) como aditivos.2,12, 13 

Os primeiros estudos que envolveram a sensibilização de um corante foram realizados por 

Gerischer e Tributsch ao sensibilizarem um corante orgânico associado ao óxido de zinco 

(semicondutor) com uma eficiência de conversão muito baixa. 14 

OHO O

COO-

 

Desde então tem sido realizado um grande esforço para aumentar a eficiência de conversão em 

DSCs.15 

II.1.2 Complexos de ruténio 

Um avanço marcante no desenvolvimento das DSCs foi conseguido, quando, em 1991, O’Regan 

e Grätzel relataram uma eficiência de conversão () de 7,9 % usando como sensibilizadores os 

complexos polipiridilo de ruténio (II). A estrutura destes complexos organometálicos consiste de um 

ião central metálico, o ruténio, associado por ligações de coordenação com os ligandos (em geral bi- 

ou ter-piridinas), os quais possuem diferentes substituintes (grupos alquilo, arilo, heterociclos entre 

outros) e, pelo menos, um grupo de ancoragem que estabelece a ligação com a superfície do 

semicondutor e facilita a injecção do electrão excitado para a banda de condução do 

semicondutor.16,17 
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Em 1993, uma eficiência de 10% foi atingida usando o corante N3 (2) i.e. o composto cis-

di(tiocianato)bis(2,2’-bipiridil-4,4’-dicarboxilato) ruténio (II) como sensibilizador e o par I3
-/I- em 

acetonitrilo como mediador redox.18 Pela primeira vez uma DSC tinha atingido os valores da eficiência 

das células solares de silício.4 
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Corante N3 (2)  

A forma duplamente protonada de N3, o corante N719 (3), exibiu uma eficiência de conversão 

ainda mais pronunciada de 11,2%.19 
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NCS
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HOOC COO-N+(C4H9)4
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Corante N719 (3) 

Os compostos N3 e N719, considerados como corantes de referência para as DSCs, apresentam 

espectros de absorção amplos estendendo-se quase até à zona do quase infravermelho por 

introdução dos grupos tiocianato que são fortes electrodoadores. A fotoexcitação dos corantes 

baseados em complexos de ruténio resulta numa transição de transferência de carga intramolecular 

metal-ligando. Os electrões fotoexcitados localizados nos ligandos bipiridilo podem ser eficientemente 
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injectados para a banda de condução do óxido de titânio via grupos carboxílicos ancorados à 

superfície do semicondutor. O design molecular do corante N3 conseguiu com sucesso, um compostos 

com propriedades de absorção e de separação de carga eficiente tendo resultado numa eficiência 

elevada.20  

Desde então e com a finalidade de optimizar os fotossensibilizadores foram sintetizados 

inúmeros complexos de ruténio a partir de diferentes ligandos. Em 2001, Gratzel e colaboradores 

sintetizaram um sensibilizador pancromático N749, (C4H9)N3[Ru(Htcterpi)(NCS)3] (tcterpi=4,4’.4’’-

tricarboxi-2,2’:6’,2’’-terpiridina), o chamado corante negro (4), no qual a resposta espectral tinha sido 

melhorada por introdução de três ligandos tiocianato e um ligando de ter-piridina com três grupos 

carboxílicos de ancoragem (TBA-ter-butilamina).21 

N
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Ru

COO-TBA+

+TBA-OOC

NCS

NCS

NCS
N

+TBA-OOC  

Corante negro (4) 

A eficiência fotovoltaica do corante negro (estimada em 10,4%) excedeu a do corante N3 devido 

à sua superior capacidade pancromática de colheita de luz juntamente com um rendimento elevado 

de injecção de electrões do corante excitado para a banda de condução do filme cristalino de TiO2. 

Embora este corante apresente um coeficiente de extinção molar inferior ao de N719, a resposta 

espectral na zona do vermelho e do quase infravermelho é superior, do que resultam correntes de 

curto circuito superiores.13 

Apesar de terem sido atingidas eficiências de energia solar-electricidade elevadas em células 

solares com um sensibilizador pancromático, conseguir a estabilidade das células a longo termo em 

gamas de temperaturas de 80-85 oC permanecia o principal desafio durante muito tempo devido à 

presença de solventes orgânicos voláteis no electrolito redox.22 Para aumentar a durabilidade, o 

electrólito líquido deveria ser substituído ou por um gel ou por um HTM (sólido). 
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Grätzel e os seus colaboradores sintetizaram um complexo de ruténio Z-907 (5), com longas 

cadeias alquílicas hidrofóbicas, tendo como objectivo um aumento da compatibilidade para 

electrólitos de gel e da tolerância ao ataque da água. Observou-se que o dispositivo que usou como 

sensibilizador Z-907 e um electrólito de gel polimérico em combinação com um líquido iónico tinha 

uma eficiência de 5,3 %23 e uma boa tolerância à luz e ao stress térmico.22 

A introdução de cadeias alquílicas hidrofóbicas veio assim dar origem a um grupo de 

fotossensibilizadores de polipiridilo de ruténio anfifílicos, que se caracterizam por uma elevada 

estabilidade das eficiências das células solares que advêm da insolubilidade na água.24 

Observou-se também que os sensibilizadores constituídos por complexos de ruténio com 

cadeias alquílicas hidrofóbicas funcionavam como “blocking layers” na interface spiro-OMeTAD/TiO2 

de células solares de estado sólido, evitando a recombinação de electrões.3 
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Corante Z-907 (5) 

No entanto, estes sensibilizadores anfifílicos apresentavam coeficientes de extinção molares 

inferiores aos do corante N-719 (3)24 o que obrigava ao uso de uma maior da quantidade de 

sensibilizador (“dye loading”) para aumentar a absorção da luz. Isso favoreceria a formação de 

agregados na superfície do semi-condutor. Uma maneira de incrementar o coeficiente de extinção 

molar consistiu em aumentar a extensão de conjugação  do ligando bipiridina, desviando também a 

transição relativa à transferência de carga metal-ligando (MLCT) para a zona do vermelho. Grätzel e os 
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colaboradores introduziram um grupo 3-metoxistiril e obtiveram um novo sensibilizador Z-910 (6) com 

uma eficiência de 10,2 % e uma boa estabilidade. O estudo demonstrou que o aumento do coeficiente 

de extinção molar é uma boa estratégia para o aumento da eficiência dos sensibilizadores de 

ruténio.25 
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Corante Z-910 (6) 

Posteriormente, Mishra et al.25 substituíram o ligando 4,4’-dicarboxi piridina de Z-907 com 5,5’-

(2,2’-bipirina-4,4’-diil)-bis(tiofeno-2-carboxilato) como ligando de ancoragem dando origem ao 

complexo de ruténio BTC-2. O complexo BTC-2 (7) apresentou um desvio da absorção para a zona do 

vermelho e um coeficiente de extinção molar acrescido.  
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Corante BTC-2 (7) 

A eficiência de BTC-2 era de 9,1% e a célula resultante apresentava uma estabilidade excelente 

quando sujeitas a sun soaking de 60 oC durante 1000h. 26 

Desde então foram sintetizados inúmeros sensibilizadores que apresentavam uma boa 

eficiência e estabilidade a longo termo. Todos estes sensibilizadores possuíam na sua estrutura longas 

cadeias hidrofóbicas alquílicas ou aneis aromáticos substituidos com grupos alcoxilo no grupo 

etinileno do ligando bipiridínico tendo como objectivo aumentar a absorptividade óptica dos filmes de 

TiO2 sensibilizados, aumentar a tolerância ao ataque da água e aumentar a durabilidade do 

dispositivo.13 

Apesar de estes complexos de ruténio apresentarem uma eficiência elevada e uma grande 

estabilidade, não apresentam absorção na zona do vermelho do espectro do visível, possuem 

coeficientes de extinção molares baixos acima dos 600 nm e envolvem processos de síntese e de 

purificação complexos. Por outro lado, a limitada disponibilidade do ruténio e o custo resultante da 

síntese dos corantes à base de ruténio de elevada complexidade estrutural dificultam a introdução 

deste tipo de células solares no mercado.2 

Muito recentemente foi atingido um novo valor de eficiência recorde de 12,3% usando como 

senssibilizador um complexo porfirina de zinco o YD2-o-C8 (8) cossensibilizado com o corante Y123 e 
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usando como mediador redox um complexo de cobalto (COIII/II(2,2’-bipiridina).27 Os espectros de 

absorção destes corantes são complementares e a cossensibilização permite a absorção em todo  

espectro do visível.28 
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YD2-o-C8 (8) 

 

Como alternativa, foram desenvolvidas DSCs usando como fotossensibilizadores corantes 

orgânicos. Os corantes orgânicos possuem as vantagens de ter coeficientes de extinção molares 

maiores (atribuíveis a transições -* intramoleculares), o que faz com que a “colheita” de luz seja 

mais eficiente e permite o uso de filmes de TiO2 mais finos. Como desvantagens os espectros de UV-

Vis destes compostos apresentam bandas de absorção estreitas na região do visível o que poderia 

conduzir a uma colheita de luz insatisfatória caso não houvesse a possibilidade de introduzir 

substituintes na grande variedade de estruturas existentes e de modular dessa forma, os seus 

espectros de absorção.13 Por outro lado, os tempos de vida de emissão dos estados excitados dos 

sensibilizadores orgânicos são inferiores aos dos complexos metálicos. No entanto, se a injecção de 

electrões do corante orgânico para a banda de condução do semicondutor for mais rápida do que os 

tempos de vida de emissão do corante, pode ser conseguida uma separação de carga eficiente.6 Por 

fim, como as moléculas não possuem metais nobres (como o ruténio), o custo global de produção é 

mais reduzido e o problema dos recursos serem limitados deixa de existir. 
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II.1.3 Corantes Orgânicos 

Os sensibilizadores orgânicos devem possuir uma estrutura dador-ponte conjugada -aceitador 

a qual permita uma gama de absorção ampla até à zona do quase infravermelho ou do infravermelho 

(Figura II.1.4).  

 

Figura II.1.4 Esquema da estrutura dos sensibilizadores orgânicos
2
 

A excitação pela luz deve induzir uma separação de carga intramolecular dos fragmentos dador 

e aceitador do cromóforo. i.e. um efeito “push-pull” pronunciado.29 

Foram sintetizadas centenas de corantes orgânicos derivados de cumarinas,30,31 indolinas,32,33,34 

tetra-hidroquinolinas,35,36 triarilaminas,37 hetero-antracenos,38 carbazoles,39 N,N-dialquilanilinas,40,12 

hemicianinas,41 merocianinas,42 esquaranos,43 perilenos,44 antraquinanonas,45  oligotiofenos.46 Por 

outro lado também polímeros47 e corantes naturais48 têm sido adoptados como sensibilizadores para 

as DSCs e têm sido obtidas eficiências relevantes.16 

Os estudos realizados sobre a relação estrutura-actividade dos corantes orgânicos permitem 

antever quais os compostos com coeficientes de extinção elevados que podem ser conseguidos 

através da combinação dos diferentes fragmentos dador-ponte conjugada-aceitador.2 

A análise dos dados obtidos com o objectivo de saber qual o tipo de grupos dadores (D), pontes 

conjugadas  e aceitadores (A) que conduzem a sensibilizadores orgânicos em DSCs mais eficientes 

revela que os melhores grupos dadores vêm da família das arilaminas ricas em electrões: 

aminocumarinas, (difluorenil)fenilaminas, trifenilaminas e indolinas.2 
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As moléculas de corante que possuem grupos triarilaminas ou trifenilaminas foram 

intensamente investigadas devido à sua extraordinária capacidade de funcionarem como grupos 

electrodoadores e por possuirem uma configuração não planar que evita a agregação. A reduzida 

agregação dos corantes facilita a injecção electrónica interfacial ultra-rápida das moléculas do corante 

no estado excitado para a banda de condução do semicondutor. Por outro lado, a recombinação dos 

electrões injectados com o mediador redox pode ser suprimida devido à estrutura não planar da 

triariamina.13 Adicionalmente, a unidade de trifenilamina oxidada encontra-se convenientemente 

orientada no espaço para que ocorra a aproximação do mediador redox de modo a assegurar a 

regeneração rápida do corante.13 A unidade triarilamina mostrou ser tambem um eficiente 

transportador de lacuna. A presença de um grupo metoxilo electrodoador no anel aromático adicional 

desvia o máximo de absorção para a zona do vermelho e aumenta a eficiência da célula para além de 

aumentar a capacidade electrodoadora do anel aromático.2,15  

Os melhores fragmentos para pontes conjugadas contêm frequentemente unidades tiofeno tais 

como os oligotiofenos, tienilenevinilenes ou ditienotiofenos devido às suas excelentes propriedades 

de transporte de carga, ou fenilenevinileno.2 

Estudos realizados com as tetra-hidroquinolinas por Sun, Yang et al. sobre a relação entre as 

estruturas dos corantes e a sua eficiência nas células permitiram concluir que a eliminação de uma 

ligação dupla C=C e a escolha de espaçadores de electrões adequados podem ser determinantes na 

eficiência das células. Estes autores consideraram que a baixa eficiência dos sensibilizadores que 

possuíam uma ligação dupla C=C era devida a um processo de torção, que conduz a uma foto-

isomerização cis-trans. Estes resultados sugerem que a presença de uma estrutura molecular rígida 

ajuda a obter eficiências globais maiores.36 

Também o trabalho de Hagberg et al.29 no qual se estudou o efeito de estender o sistema 

conjugado  entre o grupo dador (fragmento trifenilamina) e o grupo aceitador (fragmento ácido 

cianoacético) veio mostrar que a introdução de vários grupos tiofeno adicionais permitia ajustar os 

níveis de energia HOMO e LUMO da molécula e trazia uma maior estabilidade à molécula quando 

comparado com as pontes de polienos.49  

A variação do aceitador tem sido relativamente pequena e na maioria dos casos é utilizado o 

ácido cianoacrílico, com o ácido carboxílico incorporado no grupo aceitador. Pensa-se que o caracter 

de electroatractores do grupo ciano e do grupo carboxílico desempenha uma função importante na 
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eficiência da injecção dos electrões.50 O ácido rodanina-3-acético e a espécie dimérica resultante 

foram usados como segundo tipo de aceitadores e os seus derivados pertencem aos corantes com 

mais eficiência.2 

Zhang et al. sintetizaram um corante promissor, o corante C217 (9),que possuía como grupo 

dador de electrões um grupo trifenilamina di-hexiloxi-substituido lipofílico, como grupo aceitador o 

ácido cianoacrílico hidrofílico e como ponte conjugada uma unidade 3,4-etilenodioxitiofeno, rica em 

electrões. Este sensibilizador deu origem a uma DSC com uma eficiência de 9,8% e uma elevada 

estabilidade.37 
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Corante C217 (9) 

Por outro lado, o grupo de Uchida desenvolveu um conjunto de sensibilizadores para DSCs à 

base de indolinas.  
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Corante D205 (10). 

De entre eles destaca-se o corante D205 (10), sintetizado por Ito et al., com uma estrutura em 

que o ácido rodanina 3-acético se encontra substituído com uma cadeia n-octilo para prevenir a 

agregação tendo sido obtida uma DSC com uma eficiência de 9,5%.51 

Apesar dos resultados obtidos com esta geração de sensibilizadores com uma estrutura D--A 

serem notáveis e encorajadores, as eficiências de conversão permanecem inferiores às obtidas com os 

complexos de ruténio devido à absorção insuficiente da luz acima dos 700 nm. É importante por isso 

conceber novos sensibilizadores que exibam uma resposta espectral acrescida na zona do vermelho e 

do quase infravermelho por modificação estrutural dos corantes existentes. Uma vez que o número de 

estruturas é muito elevado, os estudos de química teóricos disponíveis podem servir de guia para 

seleccionar os candidatos mais promissores para a síntese.1 Por outro lado, fazer uso e continuar os 

estudos já realizados que têm como objectivo compreender as origens moleculares das propriedades 

optoelectrónicas dos corantes com vista a estabelecer os “building blocks” requeridos para o design 

de sensibilizadores com uma maior eficiência pode também constituir uma abordagem interessante.52 
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II.1.4 Corantes derivados de cumarinas 

A cumarina (2H-cromen-2-ona) (11) é uma -benzopirona i.e. é uma molécula que consiste de 

um anel benzénico fundido com uma -pirona, um anel de lactona que possui também uma ligação 

dupla o que permite a extensão do sistema  conjugado ao longo de toda a molécula. 

O O  

Cumarina (11) 

Comum a todos os derivados de cumarinas usados nas aplicações de laser e das DSCs encontra-

se um substituinte dador na posição 7, sendo o grupo amina o mais comum. 

O efeito da presença deste grupo dador de electrões na posição 7 e/ou de um grupo 

electroatractor presente na posição 3 ou 4 consiste em assistir, através de efeitos indutivos e de 

ressonância, ao processo de transferência de carga intramolecular, que ocorre após a excitação por 

absorção de luz e que resulta na formação de um anel para-quinoidal em (b) a partir de um anel 

aromático (a) (Figura II.1.5). 
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Figura II.1.5 Transferência de carga intramolecular (ICT) que ocorre na 7-dimetilaminocumarina (12) via 

absorção e emissão de luz.
52  

A presença destes substituintes traduz-se num efeito “push-pull” da carga electrónica i.e. numa 

perturbação do anel aromático em ressonância para originar uma configuração estrutural para-

quinoidal, no qual as ligações C5-C6 e C8-C8a são paralelas entre si e possuem um carácter de ligação 

dupla acrescido relativamente aos restantes átomos do anel aromático. Por isso, estas ligações são 
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mais curtas quando comparadas com as ligações dos átomos vizinhos, tal como foi descrito para 

algumas 7-hidroxicumarinas.52 

De entre os sensibilizadores orgânicos estudados para as DSCs, os derivados de cumarinas 

apresentam-se como candidatos promissores devido às suas boas propriedades de conversão 

fotoeléctrica,6 à sua boa estabilidade a longo termo sob one sun soaking53 e um nível de energia da 

LUMO adequado ao nível da banda de condução do TiO2.
54 

A cumarina C343 (13), reconhecida como o primeiro sensibilizador desta família, mostrou ser um 

bom fotossensibilizador pois injectava eficientemente os electrões para a banda de condução do TiO2. 

Foram observados tempos de injecção de electrões ultra-rápidos  200 fs10 20 fs,50 e 125fs.55 

N O O

COOH

 

Cumarina C343 (13) 

No entanto, produzia fotocorrentes baixas devido à baixa absorção da luz na zona do vermelho 

e quase-infravermelho30 do que resultava uma eficiência  da DSC inferior (=0,9%) às observadas 

para os complexos de ruténio. Isto levou ao desenvolvimento de novos derivados de cumarinas que 

apresentassem espectros de absorção alargados e desviados para a zona do vermelho de modo a 

melhorar a colheita de luz e aumentar as eficiências de conversão.6 

Os espectros de absorção dos sensibilizadores orgânicos podem ser desviados para a zona do 

vermelho por expansão da conjugação  nos corantes e por introdução de grupos electrodoadores e 

electroatractores na estrutura da molécula, os quais provocam desvios dos níveis de energia das 

orbitais moleculares HOMO e LUMO dos corantes. Tal como se referiu anteriormente, os potenciais da 

HOMO e da LUMO devem estar alinhados com o nível da banda de condução do semicondutor e com 

o potencial redox do mediador redox. Um desvio para a zona do vermelho no espectro de absorção 

diminui o fosso de energia entre a HOMO e a LUMO do corante. Para aceitar electrões, o nível da 

HOMO deve ser mais positivo do que o potencial redox do electrólito (no caso do electrólito I3 é de 

0,35V) e para injectar electrões o nível LUMO deve ser mais negativo do que o nível da banda de 

condução do semicondutor (-0,5 V).6 
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Com base no conceito de dador-ponte conjugada -aceitador, foi sintetizado um conjunto de 

derivados de cumarina por modificação química da unidade cumarina como dador de electrões, por 

inserção de grupos tiofeno e metino como pontes conjugadas  e por introdução de diferentes grupos 

aceitadores para além do ácido cianoacrílico. 

 

II.1.4.1. Efeito da variação da ponte conjugada  

Um conjunto de derivados de cumarinas possuindo a cumarina como grupo dador, o ácido 

cianoacético como aceitador de electrões e diferindo entre si na estrutura da ponte conjugada que os 

une foi sintetizado por Arakawa, Hara, Wang e colaboradores. 

A introdução inicial de um grupo metino (-CH=CH-) a ligar o fragmento carboxílico ao núcleo da 

cumarina no composto NKX-2398 (14) provocou um ligeiro desvio do máximo de absorção para a zona 

do vermelho (máx=451 nm) relativamente ao da cumarina C343 (máx=442 nm), um aumento do 

coeficiente de extinção molar e conduziu a um aumento da eficiência da DSC resultante.(Tabela 1) A 

presença de um grupo ciano no composto 15 desviou o c.d.o. máximo para a zona do vermelho 

(max=493 nm) possibilitando uma melhor colheita de luz a partir do espectro solar, devido ao forte 

carácter electroatractor dos grupos ciano e carboxílico. 

O aumento do número de unidades metino entre a cumarina e o ácido cianoacético deu origem 

aos compostos 1 e 16 cujos espectros de absorção apresentavam c.d.o. máximos desviados para a 

zona do vermelho numa extensão que é proporcional ao número de unidades metino (-CH=CH-) 

introduzidas na ponte conjugada.6 Estes desvios para a zona do vermelho, que traduzem uma 

diminuição do fosso entre a energia da HOMO e da LUMO do corante, são devidos a variações dos 

níveis da HOMO para níveis superiores (i.e. a desvios negativos do potencial de oxidação) e não a 

diminuições do nível da LUMO, tal como se apresenta na tabela II.1.1.6,16 

Os coeficientes de extinção molares () dos compostos 1 e 16 também aumentaram com o 

número de unidades de metino introduzidas. O sensibilizador NKX-2311 (1) apresentou uma eficiência 

promissora de 5,2%. No entanto, a introdução de mais uma unidade metino no composto NKX-2311 

(1) para formar o composto NKX-2586 (16) veio complicar o processo de síntese e tornar a molécula 

mais instável devido à possibilidade de formação de isómeros. Também se observou uma diminuição 
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do rendimento da injecção de electrões (e da eficiência de conversão ) do composto 16 que se deve 

à ocorrência de transferência de carga intermolecular a qual resulta da agregação do corante à 

superfície do TiO2.
30  

Tabela II.1.1 Efeito da variação da ponte conjugada (), por aumento do número de ligações duplas, na 
absorção, emissão, nas propriedades electroquímicas e na eficiência das DSCs dos derivados de cumarinas. 

  Absorção Emissão Potenciais redox Eficiência da DSC  

Nº Composto máx 

(nm) 
máx 

(M-1cm-1) 

máx 

(nm) 

T. de vida 
(ns) 

Eox 
(HOMO) 

Eox-E0-0 
(LUMO) 

 
(%) 

13 

N O O

COOH

 

442 15100 470 4,0 1,21 -1,23 0,9
6
 

14 

N O O

COOH

 

451 45800 505 3,5 1,20 -1,31 3,4 6 

15 

N O O
COOH

CN

 

493 44200 540 1,7 1,35 -0,85 4,1
 6

 

1 

N O O
COOH

CN

 

504 51900 560 1,9 1,28 -0,82 5,2 6 

16 

N O O
COOH

CN

 

506 59100 610 0,9 1,15 -0,83 3,5 6 

 

Para evitar este processo, foram usados derivados do ácido desoxicólico, tendo sido observada 

uma melhoria do rendimento. Em condições optimizadas observou-se que as DSCs derivadas do 

corante 1 apresentavam valores de eficiência de 6,0 % sob AM (air mass) 1,5 G (espectro solar padrão 

utilizado para medidas de eficiência das células).6 

N O O
COOH

CN

 

NKX-2753 (17) 
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Foi também sintetizado o corante NKX-2753 (17) com um anel lateral ligado à cadeia o qual 

mostrou ser tão eficiente na prevenção da agregação como o ácido desoxicólico, tendo sido obtida 

uma eficiência de conversão de 5,7%.30 

Como alternativa à cadeia vinílica, Arakawa e colaboradores propuseram a introdução de 

fragmentos com anéis aromáticos como o tiofeno na cadeia metino do composto 1 para estender a 

conjugação  e aumentar a estabilidade do corante relativamente aos corantes com uma longa cadeia 

de grupos metino. Foram sintetizados os corantes NKX-2593 (18), NKX-2587 (19), NKX-2677 (20) e 

NKX-2697 (21) por introdução de uma, duas e três unidades de tiofeno, respectivamente.49 Observou-

se que a introdução de unidades de tiofeno não trouxe alterações significativas nos espectros de 

absorção dos corantes em solução apesar dos espectros de absorção destes sensibilizadores 

adsorvidos à superfície do TiO2 apresentarem curvas muito mais alargadas o que indica uma melhor 

colheita de luz, conduzindo a um aumento da fotocorrente e da eficiência global. O sensibilizador NKX-

2677 (20) exibiu uma injecção de electrões ultra-rápida de 100 fs e originou DSCs com 8,2% de 

eficiência. 

As DSCs sensibilizadas com o corante NKX-2700 (22) apresentaram eficiência de 5,0% sem a 

presença de coadsorventes. No entanto, após adição de uma solução de 120 mM de ácido 

desoxicólico (DCA) antes da adsorção à superfície de TiO2 foi atingido um valor de 8,2% para a 

eficiência de conversão (Tabela II.1.2).54
  

Recentemente, Kim e colaboradores sintetizaram uma série de derivados de cumarinas com um 

grupo etilenodioxitiofeno rico em electrões, inserido na ponte conjugada  entre o anel da cumarina e 

o ácido cianoacético. De entre eles destacou-se o composto HKK-CM1 (23) cujo espectro de absorção 

apresenta um c.d.o. máximo desviado para a zona do vermelho (máx 532 nm) e a célula sensibilizada 

com este corante uma eficência de 6,1% (Tabela II.1.2).56 
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Tabela II.1.2 Efeito da variação da ponte conjugada () por introdução de fragmentos com aneis aromáticos na 
absorção, emissão, nas propriedades electroquímicas e na eficiência das DSCs dos derivados de cumarinas. 

  Absorção Emissão Potenciais redox Eficiência 
da DSC  

Nº Composto máx 

(nm) 
máx 

(M-

1cm-1) 

máx 

(nm) 

T. de 
vida 
(ns) 

Eox 
(HOMO) 

Eox-E0-
0 

(LUMO) 

 
(%) 

1 

N O O
COOH

CN

 

504 51900 560 1,9 1,28 -0,82 5,2
 6

 

18 

-

N O O

S

CN

COOH

 

510 71800 --- --- 0,92 -0,92 6,3
31 

19 

N O O

S

CN

COOH

 

507 54300 556 2,4 1,01 -0,85 5,8
20

 

20 

N O O

S

S

NC

COOH

 

511 64300 572 1,0 0,93 -0,89 8,2
20

 

21 

N O O

S
S

S COOH

CN

 

501 73300 577 0,8 0,91 -0,77 6,4
20

 

22 

N O O

S
S

COOH

CN

 

525 70000 ---- ---- 0,82  8,2
54

 

23 

N O O

S S

OO

COOH

CN

 

532 52700 --- --- 0,93 -1,13 6,1 
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II.1.4.2 Efeito da variação do grupo aceitador 

Hara e colaboradores sintetizaram dois derivados de cumarinas NKX-2807 (24) e NKX-2883(25) 

que possuíam para além do grupo cianoacrílico habitual, um grupo ciano aceitador adicional e 

aplicaram-nos em DSCs (Tabela II.1.3). Verificaram que os corantes que possuiam um grupo ciano 

ligado à ponte conjugada  apresentavam espectros com o máximo de absorção desviados para a 

zona do vermelho e valores da energia da LUMO inferiores, quando comparados com os corantes que 

possuiam apenas um grupo ciano. De entre eles, o corante NKX-2883 (25) absorve mais intensamente 

a valores mais elevados de c.d.o. (=552 nm, =97400 Lmol-1cm-1) do que o corante 20 (=511nm, = 

64300 Lmol-1cm-1) (Tabela II.1.3).31 

Tabela II.1.3 Efeito da variação do grupo aceitador (A) na absorção, emissão, nas propriedades electroquímicas e 
na eficiência das DSCs dos derivados de cumarinas. 

  Absorção Emissão Potenciais redox Eficiência 
da DSC  

Nº Composto máx 

(nm) 
máx 

(M-

1cm-1) 

máx 

(nm) 

T. de 
vida 
(ns) 

Eox 
(HOMO) 

Eox-E0-
0 

(LUMO) 

 
(%) 

18 

-

N O O

S

CN

COOH

 

510 71800 --- --- 0,92 -0,92 6,3
31 

24 
 

N O O

S

CN

COOH

CN

 

566 57600 --- --- 1,08 --0,60 4,3
31

 

25 

O ON
CN

S
S

CN

COOH

 

552 97400 --- --- 0,97 -0,72 7,3
31

 

 

 

A introdução de fragmentos catiónicos indolio, benzotiazolio e ácido (4-oxo-2-tioxo-tiazolidin-3-

il) acético em conjugação com o anel de cumarina resultou num desvio do c.d.o. máximo para a zona 

do vermelho em todos os corantes NKX-2460 (26), NKX-2475 (27) e NKX-2195 (28), o qual foi atribuido 

ao caracter electroatractor forte destes fragmentos comparável aos grupos cianoacrílico.6 
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A introdução dos fragmentos indolium e benzotiazolium nos corantes NKX-2460 (26) e NKX-

2475 (27) conduziu também a um desvio do potencial de redução para valores de -0,35 V e -0,57 V 

devido ao caracter electroatractor das estruturas catiónicas destes fragmentos (Tabela II.1.4).6 

Tabela II.1.4 Efeito da variação do grupo aceitador (A) por introdução de fragmentos heterocíclicos catiónicos na 
absorção, emissão, nas propriedades electroquímicas e na eficiência das DSCs dos derivados de cumarinas. 

  Absorção Emissão Potenciais redox Eficiência 
da DSC  

Nº Composto máx 

(nm) 
máx 

(M-1cm-

1) 

máx 

(nm) 

T. de 
vida 
(ns) 

Eox 
(HOMO) 

Eox-E0-
0 

(LUMO) 

 
(%) 

14 

N O O
COOH

CN

 

493 44200 540 1,7 1,35 -0,85 4,1  

26 

N+

OON CH3

COOH

OTs-

 

616 103000 490 3,2 1,18 -0,35 0,6
6
 

27 

S

N+

OON CH2COO-

 

578 59800 673 0,9 1,15 -0,57 1,1
6
 

28 

OON
N

S

O
CH2COOH

S

 

539 52200 580 2,5 1,22 -0,86 2,6
6
 

 

 

II.1.4.3 Efeito da variação do grupo dador  

Para além da variação da natureza da ponte conjugada () e do grupo aceitador (A) foi também 

estudada a influência do grupo dador (D) na absorção, emissão, nas propriedades electroquímicas e 

na eficiência das DSCs de alguns derivados de cumarinas.  

Observou-se que o espectro de absorção da cumarina NKX-2510 (29) que possui o grupo 

dietilamina apresenta um máximo de absorção que foi desviado para a zona do azul relativamente ao 

corante NKX-2311 (1) o que indica que a presença de uma estrutura de anel que inclua o grupo amina 

é importante para desviar o máximo de absorção para a zona do vermelho.6 Isto foi confirmado pela 

observação do espectro de absorção do derivado JK-35 (30) que apresentava um c.d.o. máximo 

desviado para a zona do azul e um valor de  inferior ao do corante NKX-2677 (20).57 
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Foi também sintetizada uma série de sensibilizadores que possuíam como grupo dadores 

triarilaminas substituidas com dietilaminocumarinas. O composto SD-2 (31) apresenta um espectro de 

absorção com um c.d.o. máximo desviado para a zona do azul e um coeficiente de extinção molar 

inferior ao do sensibilizador NKX-2677 (20) originando uma DSC de eficiência inferior.58 

Tabela II.1.5 Efeito da variação do grupo dador (D) na absorção, emissão, nas propriedades electroquímicas e na 
eficiência das DSCs dos derivados de cumarinas. 

  Absorção Emissão Potenciais redox Eficiência 
da DSC  

Nº Composto máx 

(nm) 
máx 

(M-

1cm-1) 

máx 

(nm) 

T. de 
vida 
(ns) 

Eox 
(HOMO) 

Eox-E0-
0 

(LUMO) 

 
(%) 

29 

N O O
COOH

CN

 

480 49800 535 1,4 1,08 -1,2 4,7
6
 

1 

N O O
COOH

CN

 

504 51900 560 1,9 1,28 -0,82 5,2
 6

 

20 

N O O

S

S

NC

COOH

 

511 64300 572 1,0 0,93 -0,89 8,1 

30 

N

R

R
O O

S

S

NC

COOH

R=

 

431 39000 --- --- 1,37 -1,03 4,34 
57

 

31 

N

S

R

R

R=

OO N

S

NC
COOH

 

465 51000 640 --- --- --- 6,0
58
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Os tempos de vida de emissão de todos estes novos corantes derivados de cumarinas, que se 

encontram na gama de valores compreendida entre 0,9-3,5 ns, são tempos de vida inferiores aos 

observados para os complexos de ruténio. No entanto, se a injecção de electrões for mais rápida do 

que os tempos de vida destes corantes, a injecção efectiva de eletrões não vai ser evitada e 

consequentemente eles vão ser fotossensibilizadores eficientes.6 

II.1.4.4. Medidas de FT-IR e análise de estudos de cálculos da estrutura do corante NKX-
2311 (1) 

De modo a compreender a estrutura do corante adsorvido à superfície do TiO2, foram realizadas 

medidas de absorção FT-IR e estudos de cálculos teóricos para o corante NKX-2311 (1). 

Foram realizados espectros de FT IR do corante NKX-2311 (1)  adsorvido à superfície do TiO2 e 

comparados com os espectros do corante NKX-2311 (1) na forma de ácido carboxílico e na forma de 

carboxilato. Estes estudos revelaram que o corante se encontra ligado à superfície do semicondutor 

por coordenação do carboxilato e não por uma ligação tipo éster.6 

 

Figura II.1.6 Estrutura e HOMO e LUMO do sal de potássio do corante 1 optimizados ao nível B3LYP/3-21G*
6
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Para modelar o estado electrónico do corante adsorvido à superfície do TiO2, foi usado um sal 

de potássio do corante pois o corante deve estar ligado na forma de carboxilato, com base em estudos 

prévios segundo os quais os compostos orgânicos ou inorgânicos que possuem um ou mais grupos 

carboxílicos encontram-se adsorvidos às superfícies dos metais ou óxidos metálicos através da 

coordenação com carboxilatos bidentados.6 A geometria do corante NKX-2311 (1) foi optimizada pelo 

método B3LYP com a base 3-21G*. 

Uma série de cálculos realizada com o objectivo de encontrar a conformação mais estável 

mostrou que a conformação mais estável era aquela em que os átomos de oxigénio do carbonilo da 

cumarina e o de azoto do grupo ciano se encontravam o mais afastados possivel devido à forte 

repulsão estereoquímica. 

A comparação da distribuição electrónica entre as orbitais moleculares revela que a excitação 

do electrão do nível HOMO para LUMO fez deslocar a distribuição electrónica da cumarina para o 

fragmento metino. Como consequência, os electrões são injectados para o TiO2 via o grupo carboxílico 

ligado directamente ao grupo metino. Por isso, este grupo é importante para a transferência de 

electrões efectiva neste sistema. A mudança de distribuição electrónica induzida pela fotoexcitação 

pode ser considerada como um dos factores determinantes para a eficiência da separação de carga.6 

 

II.1.5 A formação de ligações Csp2-N e Csp2-Csp por catálise de paládio 

II.1.5.1 Síntese de aminas aromáticas catalizada por paládio 

As aminas aromáticas são compostos ubíquos em inúmeros campos da química. Estão 

presentes em produtos naturais, fármacos,59 materiais fotográficos e xerográficos,60 polímeros 

condutores61 e componentes de díodos emissores de luz (OLED) orgânicos.62 

Tradicionalmente esta classe de compostos era preparada por métodos clássicos tais como a 

nitração e redução, a aminação redutiva, a adição a intermediários benzino ou pela substituição 

nucleofílica directa de halogenetos aromáticos ou heteroaromáticos pobres em electrões.63 A 

importância óbvia das arilaminas e a escassez de métodos gerais para a sua preparação conduziu à 

procura de técnicas catalíticas para a sua síntese.64 
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Ao longo dos anos, foi relatado um elevado número de métodos racionais e extremamente 

úteis para a formação da ligação C-N. Nenhum deles é isento de inconvenientes: as condições 

reaccionais rigorosas (severas), a fiabilidade e o custo.64 Embora seja bem estabelecido que os 

halogenetos de arilo reagem com as aminas usando como catalizador o cobre, são requeridas 

temperaturas muito elevadas e conseguida uma baixa selectividade.65 

De entre os desenvolvimentos mais importantes da síntese orgânica nos últimos anos surgem 

os procedimentos de acoplamento cruzado catalizados pelo paládio e pelo níquel desenvolvidos por 

Kumada,66 Stille,67 Suzuki,68 Negishi69 e que tiveram impacto na formação de ligações C-N 

aromáticos.64 O trabalho independente das equipas de Hartwig e Buchwald vieram abrir um novo 

capítulo na área da química do acoplamento cruzado catalizado por metais de transição com uma 

nova estratégia para sintetizar anilinas e éteres arílicos. 

O trabalho desenvolvido pelos grupos de Buchwald e Hartwig teve como objectivo desenvolver 

sistemas catalíticos eficientes para as reacções de formação das ligações Csp2-N de um modo 

experimentalmente simples e em condições de operação suaves, os quais deviam obedecer a uma 

série de requisitos: i) deviam funcionar tanto para sistemas aromáticos ricos em electrões como para 

sistemas deficientes em electrões, ii) deviam funcionar para uma grande variedade de aminas, iii) 

deviam apresentar uma boa compatibilidade para diferentes grupos funcionais, iv) o catalizador e o 

ligando deviam estar comercialmente disponíveis a custos razoáveis, v) deviam ser capazes de operar 

com pequenas quantidades de catalizador e de ligando, vi) deviam funcionar com ligações Csp2-X em 

que X pode ser Cl, Br, I e OTf e outros substractos sulfonatos, vii) a reacção devia ser utilizável tanto 

em pequena como em larga escala  

O primeiro estudo da química de acoplamento catalizada por paládio para formar aminas foi 

descrito por Migita e colaboradores em 1983 ao obterem, com rendimentos de moderados a bons, 

anilinas por reacção de brometos de arilo electronicamente neutros com amidas de estanho em 

presença de quantidades catalíticas de paládio e de tri-orto-tritoluilfosfina:[(o-tol)3P]2PdCl2 (Esquema 

II.1.1).70 Esta descoberta estava limitada pela necessidade de usar amidas de tributilestanho 

(aminoestananos) tóxicas e instáveis. Por outro lado, apenas dialquilamidas de estanho não impedidas 

originavam aminas aromáticas com bons rendimentos.65  
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R
Br + Bu3Sn-NEt2

[L2PdCl2]  L=P(o-C6H4Me)3 
(1 mol%)

tolueno, 100 oC, 3h R
NEt2

+ Bu3Sn-Br

(61-81%)R= H, alquilo  

Esquema II.1.1 Síntese de aminas aromáticas catalizada por paládio a partir de brometos de arilo e 
amidas de estanho.70 
 

Adicionalmente, Boger e Panek relataram uma reacção de arilação intramolecular de uma 

amina primária mediada por quantidades estequeométricas de Pd(0) da qual resultava um heterociclo 

utilizado na síntese da lavendamicina (32), um produto natural isolado de Streptomyces lavendulae o 

qual possui actividade antibiótica e antiproliferativa.71 No entanto, estes autores não conseguiram 

converter esta reacção numa transformação catalítica uma vez que quando era utilizada uma 

concentração 1 mol% do catalizador a reacção não ocorria, presumivelmente devido à ausência de 

uma base.65 

N

Me

CO2MeMeO2C

H2N

Br

N

Me

CO2MeMeO2C

HN
(Ph3P)4Pd (1,5 eq.)

dioxano, 80 oC

(32)  

Esquema II.1.2 Síntese de lavendamicina catalizada por paládio.71 

Em 1994, Buchwald e Guram descreveram um novo procedimento catalítico com base no 

trabalho de Migita, no qual a amida de estanho era gerada in situ por uma reacção de troca de amina. 

Procedendo a uma pré-mistura de N,N-dietilamino estanano com a amina secundária e à remoção da 

dietilamina volátil por purga com árgon, era conseguida a síntese do composto aminoestanano. 

Procedia-se então ao acoplamento entre este intermediário (N,N-dialquilamino)tri-n-butilestananos e 

diferentes halogenetos de arilo (com grupos alcoxicarbonilo, amina e alcoxilo) com rendimentos 

moderados a bons mas ainda necessitando do uso de quantidades estequeométricas de compostos de 

tributilestanho. Estes resultados combinados com os de Migita conduziram assim à primeira 

metodologia de acoplamento cruzado catalizado por paládio para a formação de derivados da 

anilina(Esquema II.1.3).72 
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H-NRR'+ Bu3Sn-NEt2

Purga de Ar

tolueno, -80 oC

-HNEt2

[Bu3Sn-NRR']
R''

Br

 [L2PdCl2]  L=P(o-C6H4Me)3 

 (1-2,5 mol%), tolueno, 105 oC

R''
N(R)R'

R,R'= H, alquilo, arilo (55-88 %)  
 
Esquema II.1.3 Síntese de aminas aromáticas por reacção de halogenetos de arilo com amidas de 
estanho geradas in situ.72 

 

As limitações associadas ao uso de compostos de estanho nesta química foram ulrapassadas 

pelo trabalho dos grupos de Buchwald e Hartwig concorrentemente em 1995. O uso de ter-butóxido 

de sódio como base permitiu a Guram et al. efectuar a formação catalítica de uma ligação C-N.73 A 

amida de sódio gerada in situ por desprotonação da amina pôde ser usada em vez do aminoestanano 

correspondente. O complexo isolado [P(o-tol)3]2PdCl2 ou o catalisador gerado pela mistura de Pd2dba3 

(dba=trans, trans-dibenzilidenoacetona) e dois equivalentes de (o-tol)3P [P-o-C6H4CH3)3] permitiram a 

formação da ligação C-N com eficiências comparáveis. Por outro lado, verificou-se que na ausência de 

catalizador de paládio não ocorria a formação de produto. 

R

Br +HN(R1)R2

R

N(R1)R2

Pd(dba)2/2 P(o-C6H4Me)3 ou PdCl2[P(o-C6H4Me)3]2

(2 mol%)

65 oC ou 100 oC/tolueno/NaOtBu

R1,R2= H, alquilo, arilo
R = o-, m- ou p-alquilo, fenacilo, amino, alcoxilo (71-89 %)

 

Esquema II.1.4 Síntese de aminas aromáticas catalizada por paládio em presença de ter-butóxido de 
sódio.73  
 

Paralelamente, Hartwig e Louie relataram que a hexametil disililazida de lítio LiN(SiMe3)2 

(LHMDS) também era uma base útil para estas transformações e que na presença do complexo 

catalítico [(o-tol)3P]2PdCl2 a reacção de arilação da amina ocorria com bons rendimentos.74 

Br
L2PdCl2 L=P(o-C6H4Me)3  (5 mol%)

LiHDMS, tolueno, 100 oC
N+ HNR R

(72-94%)R = o-, m- ou p-alquilo, fenacilo, amino, alcoxilo  

Esquema II.1.5 Síntese de aminas aromáticas terciárias a partir da piperidina, catalizada por paládio 
em presença de hexametil disililazida de lítio LiN(SiMe3)2.

74 
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Esta metodologia funciona bem tanto para brometos de arilo ricos em electrões como para 

brometos de arilo deficientes em electrões. As aminas primárias funcionam moderadamente bem em 

substractos deficientes em electrões e/ou orto-substituidos.64 No entanto usando este sistema de 

ligandos, o acoplamento das aminas primárias com outros brometos de arilo era ineficiente.  

A utilização de complexos catalíticos que utilizam como catalizador Pd2(dba)3 e como ligando 

P(o-C6H4Me)3 resulta também para a aminação de iodetos de arilo tendo sido obtidos produtos com 

rendimentos elevados.  

I +HN(R1)R2 N(R1)R2

Pd2(dba)3 (2 mol%)

L=P(o-C6H4Me)3 (0,5 mol%)

 100 oC/dioxano/NaOtBu (6)
(64-78%)R1,R2= H, alquilo, arilo  

Esquema II.1.6 Síntese de aminas aromáticas a partir de iodetos de arilo catalizada pelo sistema 
catalítico Pd2(dba)3 e P(o-C6H4Me)3 em presença de ter-butóxido de sódio. 
 

Observou-se que era importante utilizar o dioxano como solvente para obter melhores 

rendimentos e que neste solvente as aminas secundárias constituiam substractos adequados 

enquanto a reacção das aminas primárias com iodetos de arilo não impedidos, incluindo a anilina, 

originava produtos com rendimentos baixos mesmo com iodetos de arilo não impedidos.75 

Em 1996 foram publicados dois trabalhos pelos grupos de Buchwald e de Hartwig 

separadamente nos quais são descritas reacções de aminação com complexos catalíticos de paládio 

chamados de “segunda geração” os quais são formados com as fosfinas aromáticas quelantes 

bidentadas DPPF [1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno] (33)76 e BINAP [2,2’-bis(difenilfosfina)-1,1’-binaftil] 

(34).77  



Introdução 

184 

PPh2

PPh2

BINAP

PPh2

PPh2

Fe

DPPF

(33) (34)  

Tem sido realçada a importância da natureza das estruturas destes ligandos bidentados, como 

factor determinante na velocidade e selectividade de uma reacção pela geometria específica dos 

ligandos à volta do centro catalítico. Essa geometria, definida pelo ângulo de quelação átomo 

dador(P)-metal (M)-átomo dador (P) (bite angle n.) (35), é fortemente dependente da ponte entre os 

dois ligandos e está intimamente relacionada com o ângulo diédrico estabelecido pelos átomos de 

fósforo no ligando o qual influencia a actividade catalítica e a enantiosselectividade de muitas 

transformações assimétricas. Por isso, complexos metálicos com um bite angle determinado podem 

estabilizar determinadas geometrias e induzir distorções a outras geometrias de forma a desestabilizá-

las. Desta forma numa reacção, a fase inicial, o estado de transição e o estado final do complexo 

metálico envolvido podem ser influenciados estereoquímicamente.78  

PP

n

M  

(35) 

A utilização destes complexos de paládio permitiu a reacção dos brometos e iodetos de arilo 

com alquilaminas primárias, com aminas secundárias cíclicas e anilinas.65 Assim, a reacção dos 

halogenetos de arilo com anilinas em presença de complexos de paládio com o ligando DPPF 

ocorreram com rendimentos quase quantitativos. 

R

X
NaOtBu

X=Br,I

+ H2N
R'

H
N

R R'

R= o-, m-, p-OMe, Me, Ph
R'= p-Cl, Ph, H

dioxano, 65oC-100 oC

(80-94 %)

[Pd(DPPF)Cl2] (5 mol%)
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Esquema II.1.7 Síntese de aminas aromáticas a partir de anilinas em presença de um complexo 
catalítico de “segunda geração”.65 
 

Os complexos de paládio com o ligando DPPF catalizaram também com bons rendimentos a 

síntese de alquilarilaminas a partir de alquilaminas primárias com uma variedade de substractos 

(Esquema II.1.8). 

R

X
[Pd(DPPF)Cl2] (5 mol%)

NaOtBu
X=Br,I

+ R'H2N

R= o-, p-alquil, CN, 
C(O)Ph, C(O)NEt2

R'= alquilo

N
R'

HR

R=  p-CN, C(O)Ph, C(O)NEt2 
                 (82-96%)
R= o-alquilo (92%)
      p-alquilo (52%)  

Esquema II.1.8 Síntese de alquilarilaminas em presença de um complexo catalítico 
de “segunda geração”.65 

 

Os halogenetos de arilo com grupos electrotractores originaram produtos com rendimentos 

quantitativos enquanto que a partir de halogenetos de arilo neutros se conseguiram produtos com 

rendimento inferiores, dependendo da posição dos substituintes.76 

As reacções entre halogenetos de arilo e alquilaminas catalizadas por complexos de paládio que 

usavam como ligando BINAP eram mais selectivas (a razão monoarilado/diarilado era superior) e com 

rendimentos superiores àquelas em que os catalisadores eram formados por DPPF ou outros ligandos 

quelantes.79 O sistema catalítico Pd/BINAP mostrou ser muito eficiente para a arilação de aminas 

primárias incluindo aminas ramificadas ou que possuam grupos funcionais como olefinas ou acetais. 

Foram também obtidos bons resultados para a reacção de arilação de aminas secundárias cíclicas 

apesar das acíclicas serem menos reactivas.79 

Pensa-se que a eficiência do BINAP na reacção de arilação das aminas primárias catalizada por 

paládio pode resultar da sua capacidade de inibir a formação de complexos bis(amina) halogeneto de 

arilo de paládio e outros complexos catalíticamente inactivos presumivelmente através da quelação 

de ambos os grupos fosfina do ligando ao metal. Isto foi evidenciado pelas diferenças de reactividade 

entre o BINAP e o composto 2-difenilfosfina-1,1’-binaftil.79 Por outro lado, observou-se que a 

dissociação de um braço do ligando quelante conduzia ao aumento da eliminação do -hidreto. Por 

isso a rigidez da estrutura binaftilo do ligando e o ângulo bite do BINAP (92,7 o) inferior ao observado 
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para o DPPF (99,1 o) conduz provavelmente à formação de um quelato mais forte. Também o tamanho 

relativamente grande do BINAP relativamente aos outros ligandos pode desfavorecer a dupla arilação 

da amina primária e promover a eliminação redutiva para dar o produto de monoarilação.79 

Um outro sistema composto por Pd(OAc)2 como fonte de paládio em combinação com o ligando 

Xantphos (9,9’-dimetil-4,6-bis(difenilfosfano)xanteno) (36) foi utilizado para catalizar a reacção de 

brometos de arilo com aminas alifáticas, anilinas e aminas secundárias cíclicas, tendo sido observadas 

velocidades de reacção e graus de conversão elevados.80 

O

PPh2 PPh2  

Xantphos (36) 

O Xantphos é um ligando quelante bidentado de fosfina ou seja é um ligando de segunda 

geração desenvolvido pela equipa de Van Leeuwen. No entanto, apesar de ser utilizado em vários 

tipos de reacções, a razão da sua elevada eficiência não foi ainda inteiramente compreendida. Mais 

tarde, os grupos de Van Leeuwen e de Buchwald demonstraram que o Xantphos serve como ligando 

trans-quelante quando ligado ao Pd(II). O seu ângulo de quelação nestes complexos é grande (cerca 

de 153o) o que se deve à interacção entre o átomo de oxigénio do ligando e o átomo de paládio no 

produto da adição oxidativa. 

A interacção entre os átomos de paládio e de oxigénio pode facilitar os                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

passos chave do ciclo catalítico promovendo a dissociação de um fragmento fosfina do Xantphos do 

centro metálico. Assim, para que a eliminação redutiva ocorra a partir de um complexo trans-quelante 

ela tem de ser precedida por uma isomerização trans cis, o que pode ocorrer através da dissociação de 

um dos grupo fosfina do ligando (Esquema II.1.9).81 
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BrNC
Xantphos

Pd2(dba)3 O

Ph2P

PPh2

Pd
Br

NC
trans

O

Ph2P

Pd

NC

PPh2

Br

cis  

Esquema II.1.9 Isomerização trans-cis no complexo catalítico. 

O uso de acetato de paládio em combinação com o Xantphos permitiu o acoplamento da o-

anisidina com o brometo de arilo com bom rendimento, enquanto que as fosfinas com ângulos de 

quelação inferiores ou as monofosfinas mostraram ser ineficientes.80,82  Por outro lado, este sistema 

catalítico permitiu realizar reacções como a N-arilação de heteroarilaminas e amidas, o acoplamento 

de halogenetos de arilo orto-funcionalizados sensíveis a base, ou a N-arilação de 2-oxazolidinonas.83 

Posteriormente, o trabalho de Nishiyama et al. veio relatar a síntese de N-arilpiperazinas 

catalizadas por acetato de paládio e tri-terc-butilfosfina.84 Por incluir um ligando alquilado 

monodentado impedido estereoquímicamente e rico em electrões, o sistema catalítico 

correspondente foi denominado de “terceira geração”. 

Mais tarde o trabalho desenvolvido pelo grupo de Hartwig teve como objectivo desenvolver 

sistemas catalíticos de terceira geração que permitissem o acoplamento de cloretos de arilo em 

condições suaves. Os estudos mecanísticos realizados com alquilfosfinas impedidas conduziram a 

condições reaccionais que permitiram um acoplamento de alquilaminas secundárias com cloretos de 

arilo invulgarmente rápido.77 

Posteriormente, a utilização de outras classes de ligandos tais como os dialquilaril fosfanos, os 

ligandos QPhos, os derivados JosiPhos e de outras classes de ligandos que incluem os fosfatanos 

Verkad’s, os óxidos de fosfano secundários e os carbenos N-heterocíclicos permitiram ampliar a gama 

de substractos e suavizar as condições reaccionais.85 

O mecanismo para a síntese de aminas aromáticas está apresentado no Esquema II.1.10 e 

procede por passos idênticos aos das reacções de acoplamento C-C catalizadas por paládio tais como a 

adição oxidativa, a formação da ligação amida paládio e a eliminação redutiva. 
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No decurso do trabalho desenvolvido sobre esta reacção tem havido um grande interesse em 

determinar quais as espécies de paládio intermediárias que se encontram envolvidas em cada um dos 

passos e foram realizadas algumas revisões mecanísticas à medida que os dados iam sendo recolhidos. 

LnPd0

LnPdII X

Ar

Ar-X

LnPdII X

Ar

HNR2 HNR2

LnPdII NR2

Ar

Ar-NR2

LnPdII Ot-Bu

Ar

MOt-Bu

M-X

H-NR2

HOtBu

MOt-Bu

H-Ot-Bu
MX

Precursor de Pd

(1)

(2)

(3)

(3)

(4)

 

Esquema II.1.10 Ciclo catalítico proposto por Buchwald-Hartwig.86  

O ciclo catalítico proposto para a reacção de Buchwald-Hartwig geralmente aceite compreende 

os seguintes passos: (1) a conversão de um precursor de paládio num dos intermediários participantes 

do ciclo catalítico, (2) a adição oxidativa do intermediário paládio Pd(0) ao halogeneto de arilo com a 

clivagem da ligação covalente C-X, (3) a substituição do halogeneto (ou pseudohalogeneto) pelo 

nucleófilo formando a espécie arilamida de paládio(II) pelo deslocamento directo do halogeneto pela 

amida ou através da formação de um intermediário alcóxido de paládio(II), (4) a eliminação redutiva 

da ligação C-N resulta na formação da arilamina desejada e na regeneração do catalizador de paládio 

Pd(0) (Esquema II.1.10). 

 

II.1.5.2 Reacção de Buchwald-Hartwig em cumarinas 



Introdução 

189 

Apesar dos avanços significativos que ocorreram no desenvolvimento de métodos de aminação 

de halogenetos de arilo catalizadas por paládio, a aplicação destes às várias estruturas heterocíclicas 

ainda constitui uma área pouco explorada. 

Em 2007, Wu e colaboradores descreveram a síntese de 3-aminocumarinas por acoplamento de 

3-bromocumarinas com anilinas utilizando o sistema catalítico Pd2(dba)3/Xantphos em presença de 

K2CO3 em tolueno (Esquema II.1.11).87 

O

Br

O O

H
N

O OMe

+

NH2

OMe

Pd2(dba)3(2,5 mol%)
Xantphos (5 mol%)

K2CO3, tolueno, 80 oC

74%

(38) (37)

 

Esquema II.1.11 Síntese de 3-amino-4-aril-cumarina (37) a partir de 3-bromo-4-aril-cumarina (38) e p-
anisidina na presença do sistema catalítico Pd2(dba)3/Xantphos.87  
 

No mesmo ano, Audisio et al. apresentaram uma estratégia geral de síntese de 3-

aminocoumarinas por acoplamento catalizado por paládio partindo de 3-bromocoumarinas com uma 

grande variedade de nucleófilos azotados, que incluem amidas, carbamatos, ureias e aminas 

funcionalizadas. Foi demonstrado que, de entre outros, o sistema catalítico Pd(OAc)2/Xantphos na 

presença de carbonato de césio em dioxano constituía um protocolo versátil para a preparação de 

diferentes cumarinas 3-N-substituídas bem como de outras estruturas heterocíclicas como as quinolin-

2(1H)-onas 3-N-substituídas (Esquema II.1.12).88 

+ H2N R
Pd(Ac)2/Xantphos (1:1, 2 mol%)

O

Br

O Cs2CO3, dioxano, 100 oC
O

NHR

O

(40) (12-80%)  

Esquema II.1.12 Método geral de síntese de 3-aminocumarinas na presença do sistema catalítico 
Pd2(dba)3/Xantphos.88 
 

Posteriormente, Soussi et al vieram expandir ainda mais o campo de aplicação deste método a 

outros substractos halogenados como 3-bromoquinolin-2(1H)-onas e 3-iodo-2H-cromenos e uma 
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grande variedade de nucleófilos azotados com amidas, azoles, lactamas, sulfonamidas, anilinas, 

aminas e ureia.89 

 

 

II.1.5.3 Acoplamento de Sonogashira-Hagihara 

A reacção de acoplamento sp2-sp catalisada por paládio entre halogenetos ou triflatos de arilo 

ou de alquenilo e alcinos terminais, com ou sem a presença de um co-catalisador de cobre tornou-se o 

método mais importante de preparar arilalcinos e eninos conjugados que são precursores de produtos 

naturais, fármacos e materiais orgânicos (Esquema II.1.13).90 

R1 X + H R2 R1 R2

R1= aril, heteroaril e vinil

R2= aril, heteroaril, alquenil, alquil, SiR3

X = I, Br, Cl, OTf

Pd cat., (Cu+ cat.)

Base

 

Esquema II.1.13 Reacção de Sonogashira co-catalizada com cobre.90 

O mecanismo exacto da reacção de Sonogashira co-catalisada com cobre é ainda desconhecido, 

com alguns pontos obscuros devido à dificuldade de isolar e caracterizar os intermediários 

organometálicos a partir de uma mistura homogénea. Pensa-se que a reacção de Sonogashira co-

catalizada com cobre ocorre através de dois ciclos catalíticos independentes, como se apresenta no 

Esquema II.1.14. 

O ciclo catalítico geralmente aceite para a catálise com o paládio consiste na adição oxidativa de 

R1-X ao catalisador de paládio. Pensa-se que o catalisador real é Pd0L2 de 14 electrões formado a partir 

de espécies de Pd(0) tais como Pd(PPh3)4 por perda de dois ligandos ou, por redução de espécies de 

paládio(II) sob determinadas condições reaccionais. O complexo de paládio formado [Pd(II)R1L2X] 

(esquema II.1.14) sofre reacção de transmetalação com o acetaleto de cobre  (formado no ciclo de 

cobre paralelo) sendo transformado na espécie [Pd(II)L2R1(C≡CR2)]. Após isomerização cis/trans o 

aduto sofre eliminação redutiva originando o alcino final com regeneração da espécie de paládo(0) 

[Pd(0)L2].
90 
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No passo da adição oxidativa, as características de R1-X são determinantes, sendo este passo 

facilitado se X=I, OTf e se a densidade electrónica na ligação C-X for reduzida devido à presença de 

grupos electroatractores.  

.

Pd0L2
R1 X

Pd XR1

L

L

PdR1

L

L

R2

R1 R2

Cu+X-

H R2

H R2

Cu+X-

R3N

Cu R2

R1= aril, hetaril e vinil

R2= aril, hetaril, alquenil, alquil, SiR3

X = I, Br, Cl, OTf

R3N = base (amina terciária ou base inorgânica)

R3N+HX-

 

Esquema II.1.14 Ciclo catalítico da reacção de Sonogashira co-catalizada com o cobre91 

O ciclo do cobre não foi ainda completamente esclarecido. Muitas vezes é proposto que a base 

(em geral uma amina) abstrai um protão acetilénico do alcino terminal, formando, em presença de um 

sal de cobre, um acetaleto de cobre. No entanto, as aminas geralmente usadas não são bases 

suficientemente fortes para desprotonar o alcino de modo a gerar o nucleófilo aniónico que forma o 

acetaleto de cobre. Foi então proposto que o sal de cobre (I) se comporta como um ácido de Lewis, 

coordenando-se com a ligação tripla. Esta coordenação altera a densidade electrónica na ligação C-H 

acetilénica, tornando-a mais acídica. Deste modo, o protão acetilénico pode ser removido por aminas 

simples levando à formação do acetaleto de cobre.92 

Em condições homogéneas, a reacção de Sonogashira é em geral realizada usando um 

complexo de paládio-ligando fosfano como catalisador na presença de uma quantidade catalítica de 

um sal de cobre (I) e de uma amina usada como solvente ou em grande excesso.90 
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Os catalisadores de paládio mais comuns são os complexos de trifenilfosfanos Pd(PPh3)4 e 

Pd(PPh3)2Cl2 sendo este o mais usado devido ao facto de apresentar uma maior solubilidade e 

estabilidade. Foram também usados catalisadores com ligandos bidentados tais como Pd(dppe)Cl2, 

Pd(dppp)Cl2 ou Pd(dppf)Cl2.
90 Frequentemente são requeridas quantidades de catalizador de paládio 

(acima dos 5 mol%) e quantidades superiores de sais de cobre (I). 

Observou-se que a mudança de ligandos de trifenifosfanos para outros ligandos fosfanos mais 

ricos em electrões favorecia a inserção oxidativa aos halogenetos de arilo. Por outro lado, a 

dissociação que origina a espécie Pd0L2, necessária à adição oxidativa era também favorecida pelo uso 

de ligandos volumosos com um impedimento estereoquímico grande nos complexos de paládio –

bifosfinas.93 

Um exame cuidadoso dos procedimentos publicados revelou algumas dificuldades que podem 

afectar a eficiência dos acoplamentos de Sonogashira: i) a reactividade dos brometos de arilo são 

geralmente baixas, razão pela qual têm de ser usadas condições extremas; ii) nalguns casos, são 

conseguidos rendimentos aceitáveis apenas após purificação dos reagentes e com a exclusão estrita 

do oxigénio, diminuindo a praticabilidade do método e iii) nas condições do acoplamento de 

Sonogashira, o homo-acoplamento oxidativo do alcino dando origem ao diino correspondente 

simétrico também é catalisado pelo oxigénio se estiver presente.94 

A formação in situ dos acetaletos de cobre nas condições reaccionais favorece a formação de 

produtos resultantes do homo-acoplamento do alcino terminal (o acoplamento de Glaiser) quando 

exposto ao ar.95 Apesar destas reacções serem, de um modo geral, reacções úteis do ponto de vista da 

síntese e das aplicações, quando o objectivo é obter produtos do acoplamento cruzado, esses 

produtos tornam-se indesejados. 

Uma estratégia para diminuir a reacção do homo-acoplamento consiste em reduzir a 

quantidade de oxigénio presente na reacção. Embora a maioria das reacções seja realizada em 

atmosfera inerte, a reacção em si não está totalmente desprovida de oxigénio e, enquanto o oxigénio 

estiver presente na mistura reaccional, ele pode re-oxidar o Pd0 a Pd(II) , o qual cataliza por sua vez o 

homo-acoplamento. Este ciclo repete-se conduzindo à formação predominante de produto do homo-

acoplamento até todo o oxigénio ser consumido. Isto pode controlar-se fazendo uso de uma 

atmosfera redutora para eliminar o oxigénio em excesso.95  
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Uma vez que o produto do homo-acoplamento de Hay surge como resultado da dimerização 

intermolecular do alcino, a sua formação poderia ser também diminuída caso este fosse mantido a 

uma concentração baixa. Nessas condições, o alcino acoplaria mais facilmente com o halogeneto de 

arilo do que consigo próprio, e portanto o rendimento do produto do acoplamento cruzado 

aumentaria.96 Por outro lado, foi relatado que a adição lenta do acetileno e o uso de condições de 

transferência de fase têm constituído uma alternativa para diminuir o homo-acoplamento.92  

O rendimento do produto do acoplamento cruzado obtido depende também da estrutura e 

reactividade do halogeneto de arilo utilizado. Na presença de substituintes electroatractores, a 

velocidade do acoplamento cruzado é maior do que a reoxidação do Pd0. No entanto, quando estão 

presentes halogenetos ricos em electrões, a reacção do acoplamento cruzado é muito menor. Por isso, 

foi referido que devem ser utilizadas maiores quantidades do acetileno de modo a compensar a perda 

ocorrida devido ao homo-acoplamento. Isto explica a razão pela qual de entre os halogenetos de arilo, 

os iodetos são os que requerem condições mais suaves.93 

Por outro lado, foi também relatado que a utilização de solventes como o tetra-hidrofurano ou 

a dimetilformamida em vez da base (como solvente) tem como consequência o aumento da 

velocidade da reacção de acoplamento cruzado.94 A escolha da amina também afecta o rendimento 

dos produtos do acoplamento de Sonogashira.97  

II.1.5.4 Acoplamento de Sonogashira-Hagihara em cumarinas 

O primeiro acoplamento de um alcino a uma coumarina catalisado por paládio foi descrito por 

Mitra et al,98 em 1998 ao obter a 3-(3-hidroxi-3-metilbut-1-inil)-cumarina (39) com um rendimento de 

66% como produto da reacção de 3-bromocumarina (40) com 2-metilbut-3-in-2-ol em presença do 

sistema catalítico constituído por acetato de paládio, um ligando de fosfina terciário, a tri-o-

tolilfosfina, iodeto de cobre e trietilamina a 120 oC, após 10 horas de reacção (Esquema II.1.15). 

OH Pd(OAc)2, P(o-tol)3

CuI, NEt3, 120 oC, 10 hO O

Br
+

O O

OH

(40) (39)
 

Esquema II.1.15 Acoplamento de Sonogashira da 3-bromo-cumarina (40) e do 2-metilbut-3-in-2-ol co-
catalizado pelo cobre.  
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Foram também realizadas reacções de Sonogashira partindo da 4-tosilcumarina como 

electrófilo alternativo, tirando partido do carácter electroatractor do fragmento coumarina, o que 

diminui a densidade electrónica da ligação C-OSO2 permitindo dessa forma a inserção do paládio.99 

Com o objectivo de avaliar a influência da estrutura dos acetilenos, foi feito um estudo da reacção da 

4-tosilcumarina com uma série de acetilenos terminais com cadeias alifáticas e aromáticas, na 

presença de di-isopropilamina e de quantidades catalíticas de PdCl2(PPh3)2 e de iodeto de cobre em 

acetonitrilo.  

O estudo permitiu concluir que, todos os produtos do acoplamento de Sonogashira da 4-

tosilcumarina (41) com os acetilenos escolhidos foram obtidos com rendimentos superiores a 70% em 

condições de temperatura compreendidas no intervalo de 50 a 60 oC e com um tempo inferior a 12 

horas. De um modo geral, pode concluir-se que a natureza dos diferentes grupos substituintes usados 

não teve uma grande influência no valor dos rendimentos dos produtos obtidos (Esquema II.1.16).100 

PdCl2(PPh3)2 (10 mol%)

CuI (10 mol%)

iPr2NEt, CH3CN, 50-60 oC, 12 hO O

+

OTs

R

O O

R

R=Ph, p-BrPh, o-BnOPh, alquilo,
(CH2)3Cl, (CH2)3CN, (CH2)3OH  

 
Esquema II.1.16 Acoplamento de Sonogashira da 4-tosilcumarina (41) com acetilenos com diferentes 
substituintes em presença do sistema catalítico constituído por PdCl2(PPh3)2 e iodeto de cobre.100  
 

O efeito da estrutura das 4-tosilcumarinas na reactividade do acoplamento cruzado com 1-

heptino foi também avaliado. Observou-se que a presença de diferentes substituintes no anel da 

coumarina não alterava significativamente a eficiência do acoplamento, com a excepção da 3-bromo-

4-tosilcumarina. 

No âmbito da Química combinatória, Schiedel et al.101 desenvolveram métodos eficientes de 

síntese de produtos de acoplamentos cruzados catalisados por paládio e de “screening” de compostos 

fluorescentes com o objectivo de criar bibliotecas de compostos fluorescentes de modo a poder 

estabelecer a relação entre a estrutura e a actividade, com vista ao design racional de pigmentos à 

base de cumarinas. 
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Os compostos foram obtidos a partir das reacções de acoplamento cruzado de Suzuki, de 

Sonogashira-Hagihara e de Heck tendo sido introduzidos fragmentos arilo, etinileno e eteno. A 

primeira série de reacções de Sonogashira–Hagihara foi realizada por acoplamento da 3-bromo-

cumarina (40) com diferentes acetilenos terminais usando como sistema catalítico [Pd(PPh3)2Cl2]/CuI e 

originou etinilcumarinas com rendimentos de 74-95% (Esquema II.1.17).  

R= Ph, 2-piridilo, C(Me)2OH, 4-MePh,     
4-NO2Ph, SiMe3,4-FPh, CMe3, CH2OMe, CH2Ph

Pd0/CuI/Base

O O

Br
+ RH

O O

R

 

Esquema II.1.17 Estudo do acoplamento de Sonogashira co-catalizado com cobre partindo da 3-
bromocumarina com acetilenos com diferentes substituintes.101  
 

Com o objectivo de acrescentar as bibliotecas de espectros, foram então realizadas reacções de 

acoplamento cruzado com 3-bromocumarinas que possuíam grupos funcionais adicionais metilo, 

metoxilo e amina nas posições 4-, 6-, 7- e 8- (Esquema II.1.18). 

Pd0/CuI/Base

1 (R1, R2, R3, R4=H)

2 (R1, R2, R3=H, R4=CH3)
3 (R1, R2, R3=H, R4=OCH3)
4 (R1, R2, R4=H, R3=NH2)
5 (R1, R2=H, R3=NH2, R4=CH3)

6 (R1, R2=H, R3=NH2, R4=OCH3)

7 (R1, R3=H, R2=NH2, R4=CH3)

8 (R1, R2, R3=
N

, R4=CH3)

O OR2

R4

BrR3

R1

+ RH

O OR2

R4

R3

R1

R

 

Esquema II.1.18 Estudo do acoplamento de Sonogashira co-catalizado com cobre partindo da 3-
bromocumarina com grupos funcionais adicionais com acetilenos com diferentes substituintes.102  
 



Introdução 

196 

Observou-se que os rendimentos deste conjunto de reacções eram diminutos por comparação 

com a reactividade da 3-bromo-cumarina (40), diminuindo quando o carácter doador de electrões dos 

substituintes aumentava. 

O OH2N  

(42) 

De entre os compostos obtidos, a 3-feniletinil-7-amino-cumarina (42) apresentou o maior 

rendimento quântico (Фf=0,98, abs=397 nm, em=455 nm em etanol) sendo inclusivamente maior do 

que a cumarina 120 (43) (Фf=0,88, abs=354 nm, em=435 nm em etanol).  

OH2N O  

(43) 

Com vista a possiveis aplicações destes compostos, os derivados NH2 substituídos suscitam 

muito interesse devido à possibilidade de derivatização do grupo 7-amino.101  
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II.2 

A síntese de sensibilizadores orgânicos com uma estrutura doador-ponte conjugada-aceitador 

(D--A) tem-se centrado na obtenção de corantes que possuam uma banda de absorção intensa e 

ampla na região do visível tirando partido da facilidade de modular as propriedades fotofísicas através 

da modificação estrutural. 

Os espectros de absorção destes sensibilizadores orgânicos podem ser afinados dando particular 

atenção aos níveis de energia da HOMO e da LUMO os quais podem ser regulados através da variação 

do comprimento do sistema conjugado  e da capacidade electrodoadora do fragmento doador.103 

Nos corantes à base de cumarinas sabe-se que a foto-excitação induz uma transferência de carga 

intramolecular (ICT) do anel 1 para o anel 2. Esta transferência de carga pode ser modulada pela 

presença de diferentes substituintes químicos em ambos os anéis. 

Para compreender a origem molecular das propriedades optoelectrónicas dos corantes à base 

de cumarinas e estabelecer quais os fragmentos requeridos para o design de sensibilizadores com uma 

eficiência elevada propôs-se a síntese de novos cromóforos derivados da 7-amino-4-metilcumarina (7-

amino-4-metil-2H-cromen-2-ona) (43) por introdução de a) um grupo doador adicional no grupo amina 

da posição 7, b) dois grupos doadores adicionais no grupo amina da posição 7, c) um grupo doador 

adicional no grupo amina da posição 7 e um grupo electroatractor na posição 3, d) dois grupos 

doadores adicionais no grupo amina da posição 7 e um grupo electroatractor na posição 3 e avaliar as 

propriedades fotofísicas dos cromóforos obtidos. 

 

O OH2N  

(43) 

A modificação estrutural pretendida com a introdução de um grupo doador adicional no grupo 

amina da posição 7 do composto 43 que deverá resultar numa diminuição da energia da LUMO e 

aumento da velocidade de injecção dos electrões, é promissora porque cria a possibilidade de 

ultrapassar os reduzidos tempos de vida de emissão (entre 0,9-3,5 ns) observados para os corantes 
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derivados das cumarinas. Por outro lado é gerada uma estrutura planar que desvia o espectro de 

absorção para a zona do vermelho. 

Já a introdução de dois grupos aromáticos adicionais formando um fragmento de triarilamina 

electrodoador não planar evitaria a recombinação dos electrões e a agregação entre as moléculas. A 

introdução de um grupo alquilo doador adicional para além de um grupo aromático aumentaria a 

estabilidade à luz à semelhança das moléculas sintetizadas por Yum et al.104  

A introdução de um substituinte electroatractor na posição 3 permite não só desviar o espectro 

UV-Vis para a zona do vermelho mas também aumenta a eficiência da absorção de luz das cumarinas, 

quantificada pelo coeficiente de extinção molar, por facilitar a transferência de carga intramolecular.53 

 

II.2.1 Introdução de um grupo electrodoador adicional no grupo amina da posição 7 

II.2.1.1 Síntese de 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (44) e de 4-metil-7-

(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (45) 

De modo a introduzir um grupo doador adicional na posição 7 procedeu-se à reacção de 

Buchwald-Hartwig da 7-amino-4-metilcumarina (43) com o 4-iodoanisole. Para optimização das 

condições reaccionais foi realizado um estudo desta reacção em que se variou o número de 

equivalentes do 4-iodoanisole, a natureza e o número de equivalentes da base, a natureza e a 

percentagem molar do catalizador, a natureza e a percentagem molar do ligando e o processo de 

isolamento do produto da reacção. Este estudo permitiu a escolha das melhores condições reaccionais 

(Tabela II.2.1). 

Quando se fez reagir a 7-amino-4-metilcumarina (43) com 4-iodoanisole nas condições descritas 

por Driver e Hartwig76 em presença de ter-butóxido de sódio, catalizada pelo sistema catalítico 

constituído por (DPPF)PdCl2 e pela fosfina aromática quelante DPPF [1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno] 

não foi obtida a 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-cumarina (44) pretendida mas houve formação de uma 

mistura complexa de produtos (Tabela II.2.1, condição reaccional II.2.1). 

A aplicação das condições reaccionais descritas por Wolfe e Buchwald79 em que o ter-butóxido 

de sódio foi substituído por carbonato de césio e o complexo catalítico utilizado era constituido por 
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acetato de paládio e ()-BINAP foram obtidas a 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-cumarina (44) com um 

rendimento de 11% e a 4-metil-7-(fenilamino)-cumarina (45) com um rendimento de 9% (Tabela II.2.1, 

condição reaccional 2).  

Tabela II.2.1 Reacções de Buchwald-Hartwig da 7-amino-4-metilcumarina (43) com 4-iodoanisole usando 
diferentes condições reaccionais. 

O OH2N

I O

O ON
H

O

O ON
H

+

BASE
CATALISADOR
LIGANDO
SOLVENTE
TEMPERATURA
TEMPO DE REACÇÃO

43 44 45

 
Condições 
reaccionais 

1
a
 2

b
 3

 b
 4

c
 5

c
 6

c
 

Nº equivalentes 4-
iodoanisole 

0,8 0,8 1,7 2 2 2 

Base 
(nº eq) 

NaO-t-Bu 
(1) 

Cs2CO3 
(1,4) 

Cs2CO3 
(2,8) 

Cs2CO3 
(3 ) 

Cs2CO3 
(3) 

Cs2CO3 
(3) 

Catalisador de Pd 
(mol %) 

(DPPF)PdCl2 
(4 ) 

Pd(OAc)2 

(10) 
Pd(OAc)2 

(20) 
Pd(OAc)2 

(10 ) 
Pd(OAc)2 

(4) 
Pd(OAc)2 

(4 ) 

Ligando 
(mol %) 

DPPF 
(12) 

BINAP 
(15) 

BINAP 
(7,8) 

Xantphos 
(10) 

Xantphos 
(4) 

Xantphos 
(8) 

Solvente Dioxano Dioxano Dioxano Dioxano Dioxano Dioxano 

Temperatura(
o
C) 104  104 104  104  104  104 

Tempo de 
reacção(h) 

48 48 72 48 48 48 

Resultado Reacção 
incompleta 

Reacção 
incompleta 

Reacção 
incompleta 

Reacção 
completa 

 

Reacção 
incompleta 

Reacção 
incompleta 

Produtos 44/45 

(%) 

------- 11/9 29/15 61/16 ---- ---- 

a
 de acordo com a ref 76; 

b 
de acordo com a ref 79; 

c 
de acordo com a ref 89. 

O ciclo catalítico proposto por Buchwald-Hartwig para a formação da 7-(4-metoxifenilamino)-4-

metil-cumarina (44) está apresentado no esquema II.1.10. A formação de 4-metil-7-(fenilamino)-

cumarina (45) como produto secundário da reacção resulta de uma troca do grupo aromático 

proveniente do ligando no intermediário ArPdII(PPh3)2X (Eq. 1).79 Goodson refere esta troca do grupo 

fenilo proveniente dos ligandos fosfina para os complexos de paládio formados após adição oxidativa e 

aponta como a melhor estratégia para diminuir esta reacção secundária proceder à reacção de 

acoplamento sem a presença de ligando.105  
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Ph PPh2

PdAr X

PPh3

Ar PPh2

PdPh X

PPh3  

Eq.1 

Procedendo de seguida a uma reacção em que foram efectuadas modificações das condições 

referidas no trabalho de Soussi et al.89 referentes ao número de equivalentes da base, às percentagens 

molares do catalizador e ligando e do método de isolamento dos produtos conduziram a que as 

melhores condições reaccionais são as referidas na Tabela II.2.1 (condição reaccional 4). 

A reacção de Buchwald-Hartwig da 7-amino-4-metilcumarina (43) com o 4-iodoanisole (2eq.) 

utilizando como base o carbonato de césio (3 eq.), como ligando o Xantphos (10 mol %) em presença 

do acetato de paládio (10 mol %) originou a 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-cumarina (44) com um 

rendimento de 61%. 

Este resultado vai de encontro ao trabalho de Audisio et al. que aponta o Xantphos como o 

ligando ideal a incluir num sistema catalítico com o Pd(OAc)2 em presença de carbonato de césio num 

protocolo versátil para a preparação de cumarinas N-substituídas.89  

Os ensaios posteriores efectuados e que se encontram referidos nas condições reaccionais 6 e 7 

da Tabela II.2.1 tiveram como objectivo aumentar o rendimento e selectividade da reacção catalizada 

pelo sistema catalítico Pd(OAc)2/Xantphos por diminuição da quantidade de catalizador e de ligando 

utilizados e por alteração da ordem de adição dos reagentes. De facto, tinha sido descrito que a 

formação da 4-metil-7-(fenilamino)-cumarina (45) se devia ao uso de quantidades elevadas de 

catalizador e que a pré-mistura de ligando com o acetato de paládio na presença de carbonato de césio 

resultava em velocidades de reacção ligeiramente superiores conduzindo por isso a rendimentos 

maiores.79 Observou-se, no entanto, que nestas condições o grau de conversão era muito baixo. Foi 

também variado o método de isolamento dos dois produtos 44 e 45 por cromatografia de coluna 

tendo sido testadas como fases estacionárias a sílica gel e a alumina neutra e como fases móveis as 

misturas de hexano e acetato de etilo, éter de petróleo e acetato de etilo e clorofórmio. Os melhores 

resultados foram obtidos com clorofórmio. 
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Na Tabela II.2.2 resumem-se os dados espectroscópicos de 1H RMN, 13C RMN, IV e MS de 7-(4-

metoxifenilamino)-4-metil-cumarina (44) e da 4-metil-7-(fenilamino)-cumarina (45). 

O espectro de massa da estrutura 44 apresenta um sinal correspondente ao ião molecular [M]+ a 

m/z 281 u.m.a. com mais 106 u.m.a. do que o sinal do ião molecular do material de partida o que 

sugere a presença de um grupo anisole adicional na molécula. A fragmentação da molécula dá origem 

a um ião de massa m/z 266 [M-CH3]
+ correspondente ao pico base. A clivagem posterior com extrusão 

do grupo carbonilo é muito caracteristica das cumarinas e leva ao ião de massa m/z 238 [M-CH3-CO]+. 

O espectro de 1H RMN da 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-cumarina (44) difere do espectro da 7-

amino-4-metilcumarina (43) pela presença de três sinais adicionais: um singuleto a  3,85 ppm (3H, sl) 

referente ao grupo OCH3-16, um dupleto a  7,17 ppm (2H, d, J = 8,0 Hz) que corresponde à 

sobreposição dos sinais dos protões aromáticos H-11 e H-15 e um dupleto a  6,93 ppm (2H, d, J = 8,0 

Hz) que corresponde à sobreposição dos sinais dos restantes protões aromáticos H-12 e H-14 do anel 

adicional. O sinal referente aos protões H-12 e H-14 que se encontram em posição orto relativamente 

ao grupo OCH3 surge a campo mais alto devido ao efeito de blindagem deste grupo electrodoador. 

O espectro de 13C RMN da 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-cumarina (44) apresenta cinco sinais 

adicionais: um a  55,5 ppm de um carbono sp3 correspondente ao metoxilo em C-16, dois a  114,8 

ppm e a  124,3 ppm que correspondem aos átomos de carbono C-11, C-15 e C-12 e C-14 

respectivamente, e dois sinais a  149,5 ppm e 155,5 ppm referentes aos átomos de carbono 

quaternários C-10 e C-13.106 Tal como se observou no espectro de protão, os sinais dos carbonos orto 

relativamente ao grupo metoxilo surgem a valores de desvios químicos menores. 

No espectro de 1H RMN observam-se ainda três sinais na região dos protões aromáticos, a  7,40 

ppm (1H, d, J5,6 = 8,0 Hz), a  6,75 ppm (1H, dl, J6,5 = 8,0 Hz) e  6,76 ppm (1H, sl) que correspondem aos 

três protões aromáticos H-5, H-6 e H-8, respectivamente. No espectro de 13C RMN existem seis sinais 

devidos ao anel aromático a valores de  110,2, 125,8, 111,3, 149,5, 100,3 e 156,7 ppm os quais 

correspondem aos átomos de carbono C-4A, C-5, C-6, C-7, C-8 e C-8A, respectivamente. 
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Tabela II.2.2 Dados de 
1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz), de IV (filme) e de MS (EI+) para 7-

(metoxifenilamino)-4-metilcumarina (44) e para a 4-metil-7-(fenilamino)-cumarina (45). 

O ON
H

O

2

3
4

9

5

6

7

8a

4a

8

10

11

12
13

14

15

16

 
(44) 

C C  
(CDCl3) 

H (multiplicidade, J (Hz)) 
(CDCl3) 

IV  

ῡ máx(filme, cm
-1

) 

EM-IE 
m/z (int. rel.,%) 

2 162,0 ---- 3302 (NH) 281 (84) 
3 111,9 6,04 (1H, sl) 2923 (CH) 266 (100) 
4 152,5 ---- 2852 (CH) 253 (6) 

4a 110,2 ---- 1704 (C=O) 238(20) 
5 125,8 7,40 (1H, dl, J5,6 = 8,0 Hz) 1620 (C=C)  
6 111,3 6,75 (1H, dl, J6,5 = 8,0 Hz) 1170 (C-O)  
7 149,5 ----   
8 100,3 6,76 (1 H, sl)   

8a 156,7 ----   
9 18,5 2,38 (3H, sl)   

10 132,9 ----   
11 124,3 7,17 (2H, d, J11,12 = 8,0 Hz)   
12 114,8 6,93 (2H, d, J12,11 = 8,0 Hz)   
13 155,5 ----   
14 114,8 6,93 (2H, d, J14,15 = 8,0 Hz)   
15 124,3 7,17 (2H, d, J15,14 = 8,0 Hz)   
16 55,5 3,85 (3H, sl)   

O ON
H

2

34

9

5

6

7

4a

8a

8

10

11

12

13

14

15
 

(45) 

C C  
(CDCl3) 

H (multiplicidade, J (Hz)) 
(CDCl3) 

IV  

ῡ máx(filme, cm
-1

) 

EM-IE 
m/z (int. rel.,%) 

2 161,6 ---- 3304 (NH) 251(100) 
3 112,3 6,08(1H, sl) 2923 (CH) 223 (83) 
4 152,4 ---- 2853 (CH) 194 (18) 

4a 112,7 ---- 1704 (C=O)  
5 125,6 7,44 (1H, dl, J5,6 = 8,0 Hz) 1163 (C-O)  
6 110,8 6,92 (1H, dl, J6,5 = 8,0 Hz) 1630 (C=C)  
7 140,3 ----   
8 101,7 6,98 (1 H, sl)   

8a 155,6 ----   
9 18,5 2,39 (3H, sl)   

10 147,5 ----   
11 120,7 7,21 (1H, d, J11,12 = 8,0 Hz)   
12 129,5 7,37 (1H, d, J12,11 = 8,0 Hz)   
13 123,6 7,11 (1H, t, J = 8,0 Hz)   
14 129,5 7,37 (1H, d, J14,15 = 8,0 Hz)   
15 120,7 7,21 (H, d, J15,14 = 8,0 Hz)   
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A existência de uma lactona ,-insaturada na molécula é evidenciada pela banda, no espectro 

no infravermelho, a 1704 cm-1 devida às vibrações de alongamento (C=O) da lactona, de uma banda a 

1170 cm-1 devida à vibração de deformação (C-O) e confirmada pelos sinais, no espectro de carbono, a 

 162,0, 111,9 e 152,5 ppm correspondentes ao carbonilo em C-2 e aos carbonos da ligação dupla C-3 e 

C-4, respectivamente. A presença de um grupo metilo em C-9 foi evidenciada pelo sinal a  2,38 ppm 

que integra para três protões e confirmada pelo sinal, no espectro de 13C RMN, a  17,9 ppm. 

Comparativamente, o espectro de GC-TOF EIMS do composto 45 apresenta um sinal 

correspondente ao ião molecular [M+H]+ a m/z 251 u.m.a. com mais 75 u.m.a. do que o sinal do ião 

molecular do material de partida o que sugere a presença de um grupo fenilo adicional na molécula. A 

presença do grupo fenilo foi confirmada nos espectros de 1H RMN e de 13C RMN. Assim, observam-se, 

no espectro de 1H RMN, dois dupletos a  7,21 ppm (2H, d, J = 8,0 Hz) e a  7,37 (2H, d, J = 8,0 Hz) que 

correspondem aos quatro protões H-11, H-15 e H-12,H-14, respectivamente. Existe ainda um tripleto 

adicional a  7,11 ppm atribuível ao protão aromático H-13. 

Existem, no espectro de 13C RMN, três sinais adicionais a  120,7 ppm,  123,6 ppm e a  129,5 

ppm que correspondem aos átomos de carbono C-11 e C-15, C-13, C-12 e C-14, respectivamente e vêm 

confirmar a existência de um grupo aromático adicional. 

 

II.2.2. Introdução de dois grupos electrodoadores adicionais no grupo amina na posição 7 

II.2.2.1. Estratégia de síntese de 7-(bis(4-metoxifenil)amino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (46)  

A reacção seguinte teve como objectivo a introdução de um segundo grupo doador aromático 

adicional. Na Tabela II.2.3 estão resumidas as condições reaccionais testadas nos diferentes ensaios 

realizados. 

Inicialmente a reacção da 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-cumarina (44) com 4-iodoanisole (2 

eq.) nas condições reaccionais descritas na entrada 5 da tabela II.2.1, i.e. em presença de  carbonato 

de césio (3 eq.) catalizada pelo sistema constituído por acetato de paládio (10 mol%) e o ligando 

Xantphos (10 mol%) não resultou, mantendo-se o material de partida inalterado. 
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Um tempo de reacção mais prolongado e um volume de solvente utilizado mais diminuto não 

provocaram o aumento da conversão do material de partida. Por outro lado, a substituição do 

catalizador de paládio por PdCl2 ou Pd2(dba)3 o qual, de acordo com Wolfe e Buchwald pode ser 

utilizado como alternativa ao acetato de paládio,79 não conduziu à formação do produto. 

Tabela II.2.3 Reacções de Buchwald-Hartwig da 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (44) com 4-
iodoanisole variando a natureza do catalisador, o volume de solvente e o tempo da reacção. 

O ON
H

O

44

I O

BASE
CATALISADOR
LIGANDO
SOLVENTE
TEMPERATURA
TEMPO DE REACÇÃO

O ON

O

O

46  

Condições reaccionais 1
a
 2 3 4

 
 

Nº de equivalentes de 
iodoanisole 

2  2  2  2  

Base  
(nº eq) 

Cs2CO3 
(3) 

Cs2CO3 
(3) 

Cs2CO3 
(3) 

Cs2CO3 
(3) 

Catalisador de Pd  
(mol %) 

Pd(OAc)2 

(10) 
PdCl2 

(10) 
Pd2(dba)3 

(10) 
Pd2(OAc)2 

(10) 

Ligando 
(mol %) 

Xantphos 
(10) 

Xantphos 
(10) 

Xantphos 
(10) 

Xantphos 
(10) 

Solvente 
 

Dioxano Dioxano Dioxano Dioxano 
(quantidade 

mínima) 

Temperatura 
(

o
C) 

104 104 104 104 

Tempo de reacção  
(h) 

48 72 72 72 

Resultado Não houve 
formação de 

produto 

Não houve 
formação de 

produto 

Não houve 
formação de 

produto 

Não houve 
formação de 

produto 
a de acordo com a ref 79. 

 

II.2.2.2. Estratégia de síntese de 7-((4-metoxifenil)(octil)amino)-4-metil-2H-cromen-2-ona 

(49) 

De modo a conseguir introduzir um grupo doador aromático e uma cadeia alquílica de cadeia 

longa, pretendeu-se proceder à acilação da 7-amino-4-metilcumarina (43) seguida da redução da 

amida resultante e por último à reacção de acoplamento de Buchwald-Hartwig na qual é introduzido o 

segundo grupo doador aromático (Esquema II.2.1). 
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i)

O ON
H

O

O ON
H

ii)

47 48

O OH2N

ON O

49

43

O

 

i) C7H15COCl (3 eq.) , piridina (3 eq.), dioxano, t. amb.; ii) LiAlH4 ou BH3, tetra-hidrofurano, t. amb. 

Esquema II.2.1 Estratégia de síntese de 7-((4-metoxifenil)(octil)amino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (49). 

 

A acilação da 7-amino-4-metilcumarina (43), com cloreto de octanoílo e piridina em dioxano, em 

atmosfera inerte à temperatura ambiente originou, ao fim de uma hora, a N-(4-metil-2-oxo-2H-

cromen-7-il)octanamida (47) com um rendimento de 83%.  

As atribuições dos sinais dos espectros de 1H RMN e de  13C RMN do composto 47 foram feitas 

com base nas técnicas de DEPT, HMQC e HMBC e encontram-se agrupados na Tabela II.2.4. 

O espectro de massa GC-TOF EIMS de 47 apresenta um sinal que corresponde a [M]+a m/z 301 

u.m.a.. A fragmentação da molécula com a extrusão do fragmento acilo origina um ião de massa m/z 

175 [M-C8H14O]+ , correspondente ao pico base. 
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Tabela II.2.4 Dados de 
1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz), de IV (KBr) e de MS (EI+) para a N-(4-metil-2-

oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (47). 

10

3
4a

2

45

ON
H

O

O

8a

6

7

8

121416

17

9

 
 

C C 

(DMSO) 
H (multiplicidade, J (Hz)) 

(DMSO) 

HMBC (DMSO) 
(

1
H-

13
C) 

IV  

ῡ máx(KBr, cm
-1

) 

TOF MS 
EI+m/z (int. rel.,%) 

2 160,0 ---- ---- 3294 (NH) 301 (25) 
3 112,0 6,23 (sl, H-3) C2, C4a, C9 2953 (CH) 217 (11) 
4 153,0 ---- ---- 2918 (CH) 175 (100) 

4a 114,7 ---- ---- 2870 (CH) 147 (79) 
5 125,8 7,68 (d, J = 8,4 Hz) C4, C6 2851 (CH)  
6 115,0 7,46 (dl, J = 8,4 Hz) C8 1718 (C=O)  
7 142,7 ---- ---- 1688 (C=O)  
8 105,4 7,75 (sl) C6, C7, C8a 1588 (C=C)  

8a 153,6 ---- ---- 1528 (C=C)  
9 17,9 2,38 (sl) C4, C4a 1466(C=C)  

10 172,0 ---- ---- 1173 (C-O)  
11 36,5 2,34 (t, J = 7,3 Hz) C10, C12, C13   
12 24,8 1,58 (m) C11, C13   
13 28,4*  

 
1,26 (8H, m) 

   
14 28,5*    
15 31,1    
16 22,0    
17 13,9 0,84 (m) C15, C16   
NH --- 10,29 (1H, s) C6, C7,C8, C10   

*Sinais permutáveis 

A presença de um grupo amida no composto 47 foi evidenciada pela presença de um sinal, no 

espectro de protão em DMSO, a  10,3 ppm que integra para um protão e de um sinal adicional a  

172,0 ppm correspondente ao átomo de carbono do carbonilo em C-10 no espectro de 13C RMN. A 

presença deste grupo foi confirmada pela presença de duas bandas de absorção, no espectro no 

infravermelho, a 1688 cm-1 devida às vibrações de alongamento (C=O) da amida e a 3294 cm-1 

atribuível às vibrações de alongamento (NH). 

No espectro de 1H RMN observam-se ainda quatro sinais adicionais devidos aos quinze protões 

da cadeia da octanamida: um singuleto a  0,84 ppm que integra para três protões e corresponde ao 

grupo metilo em C-17, um multipleto a  1,26 ppm que integra para oito protões e corresponde à 

sobreposição dos sinais dos grupos metileno (CH2-13, CH2-14, CH2-15 e CH2-16), um multipleto a  1,58 

ppm que integra para dois protões referente ao grupo CH2-12 e um tripleto a  2,34 ppm que integra 

para dois protões e que se refere ao metileno adjacente ao grupo carbonilo da amida CH2-11. Este sinal 

encontra-se correlacionado a longa distância com o sinal referente ao átomo do carbonilo em C-10 a  
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172,0 ppm. Os sinais dos protões da octanamida correspondem (por HMQC e por HMBC) aos sinais dos 

carbonos a  13,9 ppm (CH3-17), a  22,0 ppm (CH2-16),  24,8 ppm (CH2-12), a  28,4 ppm (CH2-13), a  

28,5 ppm (CH2-14), a  31,1 ppm (CH2-15) e a  36,5 ppm (CH2-11), respectivamente. A presença de 

uma cadeia carbonada na molécula de N-(4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (47) foi 

confirmada no espectro no infravermelho pelas bandas de absorção a 2953, a 2918, a 2870 e a 2851 

cm-1, devidas às vibrações de deformação (C-H) axiais simétrica e assimétrica dos grupos metilo e 

metileno. 

No espectro de 1H RMN observam-se ainda três sinais na região dos protões aromáticos, a  7,68 

(1H, d, J5,6 = 8,4 Hz), a  7,46 ppm (1H, dl, J6,5 = 8,8 Hz) e  7,75 ppm (1H, sl) que correspondem aos três 

protões aromáticos H-5, H-6 e H-8, respectivamente. Os sinais dos protões orto ao grupo amina, H-6 e 

H-8 surgem desviados de  6,64 ppm para  7,46 ppm e de  6,49 ppm para  7,75 ppm, o que pode ser 

explicado pela desblindagem dos protões resultante do efeito anisotrópico provocado pelo grupo 

carbonilo. Os sinais dos protões aromáticos acima referidos estão correlacionados por HMQC com os 

sinais dos metinos aromáticos a   125,8 ppm, 115,0 ppm e 105,4 ppm . 

A presença de uma lactona ,-insaturada é evidenciada pela existência, no espectro no 

infravermelho, de uma banda a 1718 cm-1 devida às vibrações de alongamento (C=O) da lactona, de 

uma banda a 1183 cm-1 devida à vibração de deformação (C-O) e confirmada pelo sinal a  160 ppm 

correspondente ao carbonilo em C-2, no espectro 13C RMN. 

A presença de um grupo metilo em C-9 foi evidenciada pelo sinal a  2,38 ppm que integra para 

três protões e está correlacionado por HMQC com o sinal a  17,9 ppm. Observa-se ainda um singuleto 

largo a  6,23 ppm atribuível ao protão H-3, característico da 4-metilcoumarina, o qual corresponde 

por HMQC ao sinal do metino a  111,6 ppm. Esta atribuição foi confirmada pelas correlações a longa 

distância observadas entre o sinal deste protão e os sinais dos átomos de carbono do grupo metilo 

CH3-9 e do carbonilo em C-2. 

O mecanismo da reacção de acilação é um mecanismo de substituição nucleofílica e encontra-se 

esquematizado na Figura II.2.1.  
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Figura II.2.1-Mecanismo da reacção de acilação. 

Ocorre o ataque do azoto nucleófilo ao carbonilo do cloreto de ácido com a formação de um 

intermediário tetraédrico o qual regressa à estrutura trigonal plana após a saída do anião cloreto 

(grupo de saída). A piridina remove o protão da amina quando esta ataca o cloreto de ácido, formando 

em presença do anião cloreto a espécie cloridrato de piridina. 

Poder-se-á também considerar a hipótese de ocorrer uma catálise nucleofílica pela piridina 

desta reacção concorrente. 

Com o objectivo de sintetizar a 4-metil-7-(octilamino)-2H-cromen-2-ona (48) procedeu-se à 

redução do composto utilizando como agentes redutores ou hidreto de alumínio e lítio (LiALH4) e 

borano (BH3) que constitui uma boa alternativa pois apresenta uma quimiosselectividade ligeiramente 

diferente.107 Em ambas as reacções o mecanismo envolve a formação de um intermediário tetraédrico 

( I ou II) o qual colapsa para formar um ião imínio que é reduzido de novo por transferência de hidreto 

para dar a amina correspondente. 

R

O
AlH3

N
H

R'

H

R

O
BH2

N
H

R'

I II  

A análise das placas de TLC das reacções realizadas permitiu concluir que, apesar da reacção com 

o redutor BH3 ter sido mais extensa, houve formação de misturas complexas em ambas as reacções o 
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que sugere a formação dos produtos da clivagem da amida (Figura II.2.2): o aldeído, o álcool resultante 

da redução do aldeído em presença de excesso do agente redutor e a amina primária (Figura II.2.2), 

apesar de não ter sido efectuado o isolamento dos componentes da mistura. 

R

O

N
H

R'
LiAlH4

R

O
AlH3

N
H

R' R

O

H
+R'NH2

R

OH

H
H

LiAlH4

 

Figura II.2.2- Mecanismo da clivagem redutiva da amida108 

A presença do grupo carbonilo electroatractor em C-2 na N-(4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-

il)octanamida (47) exerce um efeito de deslocalização da carga electrónica do anel aromático, por 

ressonância, o qual resulta num enfraquecimento da ligação C-N da amida e favorece a formação dos 

produtos da clivagem redutiva como alternativa à redução da amida à semelhança do que foi 

observado na redução de amidas aromáticas substituídas com grupos electroatractores.108 
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II.2.2.3. Estratégia de síntese de (7-(hexil(4-metoxifenil)amino)-4-metil-2H-cromen-2-ona 

(51) 

Procedeu-se à reacção de aminação redutiva da 7-amino-4-metilcumarina (43) com hexanal em 

presença de ácido acético glacial e de seguida do agente redutor cianoboro-hidreto de sódio que deu 

origem à formação de uma mistura complexa (Esquema II.2.2).109 
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i)

 

i) C5H11CHO (1,3 eq.), CH3COOH glacial, EtOH; NaCNBH3 (4 eq.). 

Esquema II.2.2 Estratégia de síntese de (7-(hexil(4-metoxifenil)amino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (51). 

Foi realizado um ensaio posterior em que a redução foi efectuada com boro-hidreto de sódio 

mas não se observou a formação do composto 50. 

 

II.2.3. Introdução de um grupo electrodoador adicional no grupo amina da posição 7 e de um grupo 

electroatractor na posição 3 

II.2.3.1. Síntese de 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (52) e de 3-bromo-4-

metil-7-(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (53) 

Para introduzir um grupo electroatractor na posição 3 do anel da 7-amino-4-metilcumarina 

procedeu-se à bromação da 7-amino-4-metil-2H-cromen-2-ona (43) nas condições descritas por Avó et 

al.110 com brometo de hidrogénio, em presença de oxone e seguida da adição de trietilamina a qual 

resultou na formação de uma mistura complexa o que sugere que nestas condições, a bromação não 

foi selectiva. Este resultado não é surpreendente tendo em atenção a activação do anel A da cumarina 

pelo grupo amina. 

O OH2N

43

i)

O OH2N

Br

54

O ON
H

O Br

52  

i)Oxone (1,5 eq.), HBr 2M (2,8 eq.), NEt3(3 eq.), CH2Cl2, t. amb. 

Esquema II.2.3 Estratégia de síntese de 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (52) 
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A bromação selectiva na posição 3 foi conseguida procedendo inicialmente à acilação da 7-

amino-4-metilcumarina (43) com cloreto de octanoílo e piridina em dioxano, em atmosfera inerte à 

temperatura ambiente. De seguida, a bromação da N-(4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (47) 

com bromo em clorofórmio, seguida da adição de trietilamina, originou a N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-

2H-cromen-7-il)octanamida (55) com um rendimento de 85% (Esquema II.2.4).111 

 

O OH2N

43

O OH2N

Br

O ON
H

O Br

O ON
H

O

47

O ON
H

O
Br

55

O ON
H

Br

+

54 52

53

i) ii)

iii) iv)

 

i) C7H15COCl (3 eq.) , piridina (3 eq.), dioxano, ii) Br2 (1,3 eq.), NEt3 (4,8 eq.), CHCl3; iii) H2SO4 (10%), dioxano; iv) condições 
descritas na tabela II.2.5.  

Esquema II.2.4 Estratégia alternativa de síntese de 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-

cromen-2-ona (52). 

As atribuições dos sinais do espectro de 1H RMN e de  13C RMN do composto 55 foram feitas com 

base nas técnicas de DEPT, HMQC e HMBC e por comparação com os dados espectroscópicos do 

composto (47) (Tabela II.2.4).  

No espectro de massa GC-TOF EIMS de 55 observa-se um sinal intenso que corresponde a 

[M+H]+a m/z 380/382 u.m.a., numa razão de ~1:1, o que confirma a presença de um átomo de bromo 

na estrutura. A fragmentação da molécula origina um ião de massa m/z 301 u.m.a. [M-

Br]+correspondente à perda de um átomo de bromo. 
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O espectro de 1H RMN da N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (55) difere do 

da N-(4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (47) pelo desaparecimento do singuleto largo a  6,23 

ppm atribuível ao protão H-3. 

 Por outro lado, no espectro de 13C RMN de 55, o sinal do átomo de carbono C-3, agora ligado ao 

átomo de bromo, surge a campo mais alto (a  109,5 ppm) pois está sujeito ao “efeito de átomo 

pesado” no qual o efeito de blindagem diamagnética devido à presença dos electrões no átomo de 

bromo é superior ao efeito indutivo.112 A atribuição do sinal do átomo de carbono C-3 foi confirmada 

pela correlação a longa distância observada com os protões do metilo em C-9 e pela proximidade do 

valor estimado do desvio químico dos carbonos sp2 da ligação dupla tendo em conta a presença do 

grupo metilo em C-9 e do átomo de bromo em C-3.113 

A reacção de bromação ocorre por um mecanismo de adição electrófila em que um dos 

extremos de uma molécula de bromo fica polarizado positivamente devido à repulsão electrónica 

pelos electrões  da ligação dupla a qual se encontra activada pela presença de um grupo metilo na 

posição 4. Ocorre então a formação de um ião bromónio cíclico. De seguida ocorre a abertura do anel 

do ião bromónio com a formação de um carbocatião terciário e benzílico e a regeneração da ligação 

dupla desencadeada pela formação de HBr o qual é armadilhado pela trietilamina. 
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Figura II.2.3 Mecanismo da reacção de bromação. 

A hidrólise de N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (55) em dioxano usando 

uma solução de ácido sulfúrico a 10% a refluxo, originou a 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona 

(54) com um rendimento de 66%.  
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O espectro de 1H RMN em dimetilsulfóxido da 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona (54) 

difere do da N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (55) pelo desaparecimento dos 

quatro sinais correspondentes aos quinze protões da cadeia da octanamida e pelo desvio do sinal do 

grupo amina em C-7 para campo mais alto surgindo a  6,25 ppm e que integra para dois protões. A 

presença de uma amina primária na molécula foi confirmada pela presença, no espectro no 

infravermelho, de duas bandas a 3456 cm-1 e a 3359 cm-1 originada pelas vibrações de alongamento (N-

H) simétrica e assimétrica. 

A hidrólise da octanamida foi também confirmada pelo desaparecimento do sinal do carbonilo 

em C-10 que surgia, no espectro de 13 C RMN do composto 55 a  172,1 ppm e dos sete sinais a campo 

alto referentes aos átomos de carbono da cadeia da octanamida. 

O passo seguinte teve como objectivo a introdução de um grupo anisole electrodoador na 

posição 7 da 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona (54) catalizada pelo cobre (acoplamento de 

Ullmann). A aplicação das condições reaccionais utilizadas por Kelkar e colaboradores,114 para a síntese 

de triarilaminas i.e a reacção da 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona (54) com o 4-iodoanisole 

em 1,2-diclorobenzeno utilizando, como base o ter-butóxido de potássio, como catalizador o iodeto de 

cobre e 1,10-fenantrolina como ligando quelante não resultou, mantendo-se o material de partida 

inalterado (Tabela II.2.5, condição reaccional 1). 

Testaram-se também as condições de acoplamento de Ullmann referidas pelo trabalho de Choi e 

colaboradores115 o qual refere a síntese de corantes derivados de cumarinas que possuem como 

grupos doadores [bis(9,9-dimetilfluoren-2-il)amino]-4-metil-2H-cromen-2-ona por reacção da 7-amino-

3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona (54) com 2-iodo-9,9-dimetil-fluoreno em 1,2-diclorobenzeno, em 

presença de carbonato de potássio, utilizando como catalizador cobre e como ligando de éter de 

coroa. Não se observou a formação do produto (Tabela II.2.5, condição reaccional 2). 

Como alternativa procedeu-se à reacção de Buchwald-Hartwig da 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-

cromen-2-ona (54) com 4-iodoanisole. A reacção realizada de acordo com as condições referidas por 

Gigante et al.116 em presença de ter-butóxido de sódio catalizada pelo sistema catalítico constituido 

por acetato de paládio e pelo ligando tri-terbutilfosfina  em o-xileno também não conduziu à formação 

do produto pretendido. 
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A reacção de Buchwald-Hartwig da 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona (54) com o 4-

iodoanisole (2 eq.) na condição reaccional 4 da tabela II.2.1 i.e. utilizando como base o carbonato de 

césio (3 eq.), como ligando o Xantphos (10 mol %) em presença do acetato de paládio (10 mol %) 

originou a 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (52) com um rendimento de 25% 

e de 3-bromo-4-metil-7-(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (53) com um rendimento de 22%. À 

semelhança do que se observou anteriomente, a formação de 3-bromo-4-metil-7-(fenilamino)-2H-

cromen-2-ona (53) resulta da permuta do grupo aromático do ligando no intermediário ArPdII(PPh3)2X 

(Eq. 1). 

Tabela II.2.5 Reacções de acoplamento da 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona (54) com 4-iodoanisole 
utilizando diferentes condições reaccionais. 
 

O OH2N

I O

O ON
H

O

O ON
H

+

Br Br
Br

BASE
CATALISADOR
LIGANDO
SOLVENTE
TEMPERATURA
TEMPO DE REACÇÃO

54 52 53

 
Condições 
reaccionais 

1
a
 2

b
 3

c
 4 5 6 

Nº equivalentes 4-
iodoanisole 

3 3 1,1 2 ---- 2 

Nº equivalentes 
iodobenzeno 

---- ---- ---- ---- 2 ---- 

Base 
(nº eq) 

KO-t-Bu 
(3) 

K2CO3 

(3) 
KO-t-Bu 

(1,1) 
Cs2CO3 

(3) 
Cs2CO3 

(3) 
Cs2CO3 

(3) 

Cat. de Cu/Pd 
(mol %/ nº eq) 

CuI 
(11 mol%) 

Cu 
(3 eq) 

Pd(OAc)2 
2,5 mol% 

Pd(OAc)2 

(10 mol%) 
Pd(Fe3O4) 
(19 mg) 

Pd(Fe3O4) 
(84 mg) 

Ligando 
(mol %/ nº eq) 

1,10-
fenantrolina 

(11 mol%) 

18-crown-6 
(0,3 eq) 

P(t-Bu)3 
(10 mol%) 

Xantphos 
(10 mol%) 

Xantphos 
(5 mol%) 

Xantphos 
(5 mol%) 

Solvente 1,2-C6H4Cl2 1,2-C6H4Cl2 o-xileno Dioxano Dioxano Dioxano 

Temperatura 
(

o
C) 

180 180 120 104 104 104 

Tempo de reacção 
(h) 

48 48 48  120 144 192 

Resultado Não houve 
formação de 

produto 

Não houve 
formação de 

produto 

Mistura 
complexa 

Reacção  
completa 

Reacção  
incompleta 

Reacção  
incompleta 

Produtos 52/53 

(%) 

---- ---- ---- 25/22 --/64 9/10 

a 
de acordo com a ref 114;

b 
de acordo com a ref 115; 

c
 de acordo com a ref 116. 

 

Alternativamente e recorrendo-se a um catalizador em que o paládio se encontra adsorvido a 

nanopartículas de ferrite (Fe3O4), Pd(Fe3O4), procedeu-se à reacção de 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-

cromen-2-ona (54) com o iodobenzeno usando Xantphos como ligando. Este tipo de catalisador 
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apresenta as vantagens de um catalisador homogéneo, nomeadamente uma actividade e seletividade 

elevada e simultaneamente as vantagens de um catalisador heterogéneo, i.e., a facilidade de 

separação (com a ajuda de um magnete seguida de decantação do meio reaccional) e a possibilidade 

de reutilização.117 Apesar de terem sido observados tempos de reacção mais elevados, a reacção na 

condição reaccional 5 da tabela 5 originou a 3-bromo-4-metil-7-(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (53) 

com um rendimento elevado (64%).  

Já a aplicação deste catalisador de Pd(Fe3O4) na reacção de anisole com 7-amino-3-bromo-4-

metil-2H-cromen-2-ona (54) resultou num grau de conversão global muito mais baixo do que o ensaio 

com o iodobenzeno apesar do tempo de reacção mais elevado, o que pode ser explicado pelo facto do 

4-iodoanisole ser um halogeneto de arilo mais rico em electrões do que o iodobenzeno o que dificulta 

o passo inicial da reacção de adição oxidativa da espécie catalítica de Pd na ligação C-I. 

Na tabela II.2.6 encontram-se resumidos os dados espectroscópicos de 1H RMN, 13C RMN, IV e 

MS de 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (54) e de 3-bromo-4-metil-7-

(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (53). 

O espectro de massa do composto 52 apresenta um sinal a m/z 281 que se verificou não 

corresponder ao ião molecular da estrutura 52. Este sinal resulta da perda de um átomo de bromo no 

ião molecular [(M+H)-Br]+. O espectro possui um modelo de fragmentação análogo ao descrito para a 

7-(metoxifenilamino)-4-metilcumarina (44) apresentando iões fragmento a m/z 266 [(M+H)-Br-CH3]
+,  a 

m/z 251 [(M+H)-Br-OCH3+H]+ e a m/z 238 [(M+H)-Br-CH3-CO]+. 

O espectro de 1H RMN da 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (52) em 

clorofórmio deuterado difere do espectro de 1H RMN da 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona 

(54) pelo aparecimento de um singuleto a  3,85 ppm (3H, sl) que corresponde ao grupo metoxilo 

OCH3-16, de um dupleto a  6,94 ppm (2H, d, J = 8,8 Hz) referente à sobreposição dos sinais dos 

protões aromáticos H-12 e H-14 e de um dupleto a  7,17 (2H, d, J=8,3 Hz) devido à sobreposição dos 

sinais dos protões H-11 e H-15. 
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Tabela II.2.6 Dados de 
1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz), de IV (filme) e de MS (EI+) 

para 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (52) e para a 3-bromo-4-metil-7-
(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (53). 

O ON
H

O Br

2

3
4

9

5

6

7

8a

4a

8

10

11

12
13

14

15

16

 
(52) 

C C  
(CDCl3) 

H (multiplicidade, J (Hz)) 
(CDCl3) 

IV  

ῡ máx(filme, cm
-1

) 

EM-IE 
m/z (int. rel.,%) 

2 158,5 ---- 3343 (NH) 281(51) 
3 111,9 ---- 2957 (CH) 266 (50) 
4 151,3 ---- 2924 (CH) 251 (100) 

4a 114,3 ---- 1713 (C=O) 238 (11) 
5 126,2 7,46 (1H, dl, J5,6 = 8,0 Hz) 1622 (C=C) 223 (83) 
6 114,3 6,76 (1H, dl, J6,5 = 8,0 Hz) 1593 (C=C)  
7 149,6 ---- 1512 (C=C)  
8 99,9 6,75 (1 H, sl) 1171 (C-O)  

8a 157,8 ----   
9 19,3 2,57 (3H, sl)   

10 132,5 ----   
11 124,8 7,17 (1H, d, J11,12 = 8,0 Hz)   
12 114,9 6,94 (1H, d, J12,11 = 8,0 Hz)   
13 154,1 ----   
14 114,9 6,94 (1H, d, J14,15 = 8,0 Hz)   
15 124,8 7,17 (1H, d, J15,14 = 8,0 Hz)   
16 55,6 3,85 (3H, sl)   

O ON
H

Br

2

34

9

5

6

7

4a

8a

8

10

11

12

13

14

15
 

(53) 

C C  
(CDCl3) 

H (multiplicidade, J (Hz)) 
(CDCl3) 

IV  

ῡ máx(filme, cm
-1

) 

EM-IE 
m/z (int. rel.,%) 

2 157,7 ---- 3305 (NH) 329/331 (16/16)  
3 108,2 ---- 2962 (CH) 251 (95) 
4 151,2 ---- 1706 (C=O) 231 (100) 

4a 112,4 ---- 1629 (C=C) 223 (64) 
5 126,2 7,50 (1H, dl, J5,6 = 8,7 Hz) 1527 (C=C) 202 (30) 
6 112,9 6,91 (1H, dd, J6,5 = 8,7 Hz; J6,8 = 2,1 Hz)   
7 147,9 ----   
8 101,2 6,95 (1 H, d, J 8,6 = 2,0 Hz))   

8a 153,9 ----   
9 19,3 2,59 (3H, sl)   

10 140,0 ----   
11 121,0 7,22 (1H, d, J11,12 = 7,6 Hz)   
12 129,7 7,39 (1H, t, J = 7,5 Hz)   
13 124,0 7,14 (1H, t, J = 7,4 Hz)   
14 129,7 7,39 (1H, t, J = 7,5 Hz)   
15 121,0 7,22 (H, d, J15,14 = 7,6 Hz)   
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A presença de um grupo anisole na molécula foi tambem evidenciada, no espectro de carbono, 

pelos cinco sinais adicionais a  55,6, 124,8, 114,9, 132,5, e a 154,1 ppm que correspondem aos 

átomos de carbono C-16, C-11 e C-15, C-12 e C-14, C-10 e C-13 respectivamente . À semelhança do que 

foi observado para a 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-cumarina (44) também aqui se observa um desvio 

dos sinais dos protões e dos átomos de carbono orto relativamente ao grupo metoxilo para campo 

mais alto. 

No espectro de massa da 3-bromo-4-metil-7-(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (53) observa-se um 

sinal que corresponde ao ião molecular [M]+ a m/z 331/329 u.m.a. numa razão de 1:1 que comprova a 

presença de um átomo de bromo na estrutura. A clivagem da molécula com a perda do átomo de 

bromo origina um ião de massa m/z 251 u.m.a [M-Br+H]+ e a fragmentação posterior com a perda do 

grupo carbonilo conduz ao ião de massa m/z 223 [M-Br-CO+H]+ .  

O espectro de protão do composto 53 distingue-se do espectro de protão do material de partida 

pela presença de dois dupletos adicionais a  7,39 ppm e a  7,21 ppm que integram para dois protões 

e se referem à sobreposição dos protões H-12 e H-14 e H-11e H-15, respectivamente. Observa-se 

também a presença de um tripleto adicional a  7,14 ppm  que integra para um protão relativo ao 

protão H-13. 

À semelhança do que foi observado para a 4-metil-7-(fenilamino)-cumarina (45) o espectro de 

carbono do composto 53 apresenta quatro sinais atribuíveis aos carbonos do anel aromático a  121,0, 

124,0, 129,7 e 140,0 ppm que se referem aos átomos de carbono C-11 e C-15, C-13, C-12 e C-14 e C-10, 

respectivamente.  

 

II.2.4. Introdução de dois grupos electrodoadores adicionais na posição 7 e de um grupo 

electroatractor na posição 3 

II.2.4.1. Estratégia de síntese de 3-bromo-7-(decil(4-metoxifenil)amino)-4-metil-2H-cromen-

2-ona (56) 

Por outro lado, e com o objectivo de introduzir o segundo grupo alquilo de cadeia longa 

electrodoador adicional, no grupo amina da posição 7, procedeu-se à reacção de alquilação da 3-
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bromo-4-metil-7-(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (52) com iododecano nas condições reaccionais 

descritas por Mao et al.118 i.e. na presença de carbonato de césio em acetonitrilo em refluxo não se 

tendo observado a formação de 56 (esquema II.2.5) mas sim de uma mistura complexa.  

O ON
H

O Br

O ON

Br

O

C10H21I, Cs2CO3

CH3CN, refluxo

56

52

 

Esquema II.2.5 Estratégia de síntese de 3-bromo-7-(decil(4-metoxifenil)amino)-4-metil-2H-cromen-2-

ona (56). 

 

II.2.5 SÍNTESES PRELIMINARES 

II.2.5.1 Síntese de N-(3-(3-hidroxiprop-1-inil)-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (57) 

Considerando a potencialidade dos corantes à base de cumarinas como sensibilizadores 

orgânicos propôs-se a introdução de um grupo etinileno, como ponte conjugada, com uma estrutura 

rígida e uma simetria axial (cilíndrica) simétrica a qual facilita a passagem de electrões119 e pode 

constituir uma alternativa à ligação dupla que conduz a valores de eficiência baixos devido a um 

processo de isomerização.120 Esta estratégia foi apoiada pelo trabalho de Schiedel et al. o qual veio 

mostrar que a introdução de um grupo etinileno conjugado com um anel aromático na posição 3 da 7-

amino-cumarina se traduzia num valor de rendimento quântico de fluorescência superior ao da 7-

amino-4-metilcumarina e num espectro de absorção com um c.d.o. máximo desviado para a zona do 

vermelho.101 

De acordo com Schiedel et al. os rendimentos das reacções de acoplamento cruzado de 

Sonogashira-Hagihara, cujo mecanismo está apresentado no Esquema II.1.14, partindo de cumarinas 

substituídas com grupos electrodoadores são baixos quando comparados com a reactividade da 3-

bromocumarina, diminuindo quando o carácter doador de electrões dos substituintes aumentava. No 

entanto, a presença de um substituinte doador (metilo ou metoxilo) na posição 4 das 7-

aminocumarinas resultava no aumento do grau de conversão.102  
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De modo a favorecer a introdução do grupo etinileno na molécula de 7-amino-4-metilcumarina 

procedeu-se à reaçcão de acoplamento cruzado da N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-

il)octanamida (55) com o prop-2-in-1-ol. 

Quando se fez reagir a N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (22) com o prop-2-

in-1-ol nas condições descritas por Nascimento121 em presença da di-isopropilamina, catalizada pelo 

sistema catalítico constituído por dicloreto de bis-trifenilfosfina da paládio (II) PdCl2(PPH3)2, por iodeto 

de cobre e pela fosfina aromática trifenilfosfina PPh3 foi obtida a N-(3-(3-hidroxiprop-1-inil)-4-metil-2-

oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (57) com um rendimento de 20% (Tabela II.2.7, condição reaccional 3). 

Tabela II.2.7 Reacções de acoplamento de Sonogashira-Hagihara da N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-
il)octanamida (55) com prop-2-in-1-ol utilizando diferentes condições reaccionais. 

O OHN

55O
7

Br

O OHN

57O
7

OH

BASE
CATALISADOR DE Pd
CATALISADOR DE Cu
LIGANDO
SOLVENTE
TEMPERATURA
TEMPO DE REACÇÃO

OH

 
Condições 
reaccionais 

1 2 3 4 5 6 7 

Nº de 
equivalentes de 
prop-2-in-1-ol 

1,5 1,5 1,5 3,75 3,75 1,5 3,75 

Base 
(mL) 

DIPA 
(10) 

DIPA 
(10) 

DIPA 
(10) 

DIPA 
(10) 

DIPA 
(10) 

DIPA 
(10) 

TEA 
(10) 

Catalisador de Pd 
(mol %.) 

PdCl2(PPh3)2 
(5) 

PdCl2(PPh3)2 
(5) 

PdCl2(PPh3)2 
(5) 

PdCl2(PPh3)2 
(12,5) 

Pd(PPh3)4 
(12,5) 

Pd(PPh3)4 
(12,5) 

Pd(PPh3)4 
(12,5) 

Co-catalisador de 
Cu 

(mol%) 

CuI 
(10) 

CuI 
(10) 

CuI 
(10) 

CuI 
(25) 

CuI 
(25) 

CuI 
(25) 

CuI 
(25) 

Ligando 
(mol %) 

PPh3 
(20) 

PPh3 
(20) 

PPh3 
(20) 

PPh3 
(50) 

PPh3 
(50) 

PPh3 
(50) 

PPh3 
(50) 

Solvente 
(mL) 

DMF 
(4) 

Dioxano 
(10) 

THF 
(10) 

THF 
(10) 

THF 
(10) 

THF 
(10) 

THF 
(10) 

Temperatura 
(

o
C) 

153 104 90 90 90 90 90 

Tempo de reacção 
(h) 

24 24 24  24 24 24 h 24 h 

Resultado --- Reacção 
incompleta 

Reacção 
completa 

Reacção 
completa 

Reacção 
completa 

Reacção 
incompleta 

 Reacção 
incompleta 

Rendimento 

(%) 

--- 12 20 31 40 --- --- 

DIPA-di-isopropilamina;TEA-trietilamina; DMF - dimetilformamida. 
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Nas condições anteriores verificou-se que a N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-

il)octanamida (55) não era solúvel em di-isopropilamina a qual era utilizada simultaneamente como 

base e solvente. Por isso foram testados como solventes a dimetilformamida, de difícil remoção devido 

à sua elevada temperatura de ebulição, o tetra-hidrofurano e o dioxano (Tabela II.2.7, condições 

reaccionais 1 e 2). Os melhores resultados foram obtidos com o tetra-hidrofurano como solvente o que 

está de acordo com o trabalho de Thorand segundo o qual existe um aumento da reactividade quando 

as reacções de acoplamento cruzado de Sonogashira-Hagihara são realizadas em tetra-hidrofurano, 

sendo os produtos obtidos com bons rendimentos e em tempos de reacção e temperaturas mais 

baixos.94  

Para optimização das condições reaccionais foi realizado um estudo desta reacção em que se 

variou a a concentração dos três componentes do sistema catalítico, nomeadamente a natureza do 

catalisador de paládio, a quantidade de alcino utilizado e a natureza da base o qual se encontra 

referido nas condições reaccionais de 4 a 7 da tabela II.2.8. Observou-se que o aumento da 

concentração dos componentes do sistema catalítico e a substituição do catalizador de paládio por 

tetraquis(trifenilfosfina) de paládio (0) resultaram num aumento do grau de conversão da reacção 

(condições reaccionais 4 e 5, tabela II.2.8). 

Os ensaios posteriores tiveram como objectivo aumentar o rendimento e a selectividade da 

reacção por diminuição da quantidade de acetileno e por variação da natureza da base utilizada. De 

facto, o trabalho de Thorand veio mostrar que se formavam apenas quantidades vestigiais de produtos 

do homo-acoplamento de alcino, quando este era adicionado lentamente, mantendo desse modo a 

sua concentração na mistura reaccional baixa.94 Observou-se,no entanto, que quando se diminuiu o 

número de equivalentes de alcino o grau de conversão era muito baixo. Foi também utilizada a 

trietilamina como base como alternativa à di-isopropilamina o que levou à formação de uma mistura 

complexa de produtos. O método de isolamento do produto 57 por cromatografia de coluna foi 

também variado, tendo sido testadas como fases móveis as misturas de diclorometano e éter etílico e 

de clorofórmio e éter etílico. Os melhores resultados foram obtidos com a mistura clorofórmio e éter 

etílico. 

Resumindo, as melhores condições reaccionais foram conseguidas na reaçcão de acoplamento 

cruzado da N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (55) com o prop-2-in-1-ol em tetra-

hidrofurano, usando como sistema catalítico Pd(PPH3)4(12,5% mol)-CuI (25% mol)-PPh3(50% mol), a di-
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isopropilamina como base, e 3,75 equivalentes do alcino. Obteve-se, após isolamento por 

cromatografia de coluna em sistema de gradiente de eluição clorofórmio/éter etílico, a N-(3-(3-

hidroxiprop-1-inil)-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (57) com um rendimento de 40%. 

Tabela II.2.8 Dados de 
1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz), de IV (filme) e de MS (EI+) 

para a N-(3-(3-hidroxiprop-1-inil)-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (57). 

O ON
H

O 3

44a
5

6

7 8a

9

10

121416

17 8

OH

18
19

20

 
(57) 

C C  
(DMSO) 

H (multiplicidade, J (Hz)) 
(DMSO) 

IV  

ῡ máx(filme, cm
-1

) 

EM-IE 
m/z (int. rel.,%) 

2 158,7 ---- 3398 (OH) 355 (14)) 
3 107,2 ---- 3314 (NH) 339 (17) 
4 154,8 ---- 3289 (NH) 229 (54) 

4a 114,3 ---- 2921 (CH) 213(100) 
5 126,5 7,74 (d, J = 8,8 Hz) 2853 (CH) 200 (36) 
6 115,4 7,48 (d, J = 8,8 Hz) 2280 (CC) 173 (14) 

7 143,0 ---- 1694 (C=O)  
8 105,1 7,76 (sl) 1666 (C=O)  

8a 152,4 ---- 1610 (C=C)  
9 17,0 2,56 (sl) 1568 (C=C)  

10 172,1 ---- 1530 (C=C)  
11 36,5 2,34 (t, J = 7,3 Hz) 1430 (CH)  
12 24,8 1,59 (m) 1167 (C-O)  
13 28,4  

 
1,26 (12H, m) 

 

  

14 28,5   

15 31,1   

16 22,0   
17 13,9 0,84 (m)   
18 77,7 ----   
19 98,5 ----   
20 49,6 4,35 (d, J = 5,8 Hz)   
NH --- 10,33 (sl)   
OH --- ---   

 

As atribuições dos sinais de 1H RMN, de 13C RMN realizadas com base nas técnicas de DEPT, 

HMQC e HMBC encontram-se resumidas na tabela II.2.8 juntamente com os dados de IV e de MS. 

O espectro de massa GC-TOF EIMS de 57 apresenta um sinal que corresponde a [M]+a m/z 355 

u.m.a. A perda de um grupo metilo conduz ao ião de massa m/z 339 [M-CH3]
+. A fragmentação da 

molécula com a extrusão do fragmento acilo origina um ião de massa m/z 229 [M-C8H14O]+. A perda 

posterior de um grupo metilo dá origem ao ião de massa m/z 213 [M-C8H15O-CH3]
+ correspondente ao 
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pico base. A clivagem posterior com a perda do grupo carbonilo leva ao ião de massa m/z 200 [M-

C8H15O-CO]+. 

O espectro de 1H RMN em dimetisulfóxido do composto 57 difere do espectro da N-(3-bromo-4-

metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (55) pela presença de um dupleto adicional a  4,35 ppm que 

integra para dois protões que corresponde ao metileno CH2-20. Este sinal encontra-se correlacionado 

por HMQC com o sinal a  49,6 ppm do átomo de carbono C-20. Observa-se também um tripleto a  

5,38 ppm que integra para um protão corresponde ao grupo hidroxilo em  C-20. A presença de um 

grupo hidroxilo adicional na molécula foi confirmada pela banda adicional, no espectro no 

infravermelho, a 3398 cm-1 devida às vibrações de alongamento (OH).  

A presença de uma ligação tripla adicional no espectro de carbono do composto 57 foi 

evidenciada pelo aparecimento, no espectro de 13C RMN, de dois sinais a  77,7 ppm e 98,5 ppm 

referentes aos átomos de carbono quaternários C-18 e C-19, respectivamente e foi confirmada pela 

presença de uma banda 2280 cm-1, no espectro no infravermelho, atribuível à banda (CC). 

A localização do grupo etinileno na molécula foi esclarecida por correlações HMBC. Assim, 

observam-se correlações a longa distância entre o sinal dos protões do grupo CH2-20 e o sinal do 

carbono quaternário em C-3 a  107,2 ppm. Por outro lado, a proximidade entre os protões do 

metileno CH2-20 e os sinais dos átomos de carbono C-18 a  77,7 ppm e C-19 a  98,5 ppm foi 

estabelecida por correlações observadas entre estes sinais. O átomo de carbono C-18 apresenta 

também uma correlação a longa distância com o metilo em C-9. 

 

II.2.5.2 Síntese de N-(4-metil-2-oxo-3-(3-oxoprop-1-inil)-2H-cromen-7-il)octanamida (58) 

O passo seguinte teve como objectivo realizar a oxidação do álcool a aldeído de modo a poder 

ligar posteriormente o grupo aceitador, por reacção com o ácido cianoacético. O rendimento da 

reacção de oxidação, inicialmente realizada à temperatura ambiente sob atmosfera inerte utilizando 

dióxido de manganês, era muito baixo tendo sido obtido o produto pretendido em quantidade vestigial 

(cerca de 5%). Por isso, procedeu-se à reacção de oxidação usando como agente oxidante o reagente 

de Dess-Martin (12-iodo-5-triacetoxiperiodinona), o qual é útil na conversão de álcoois primários a 

aldeídos e cetonas à temperatura ambiente. A reacção realizada com o reagente Dess-Martin em 
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diclorometano, à temperatura ambiente originou a N-(4-metil-2-oxo-3-(3-oxoprop-1-inil)-2H-cromen-

7-il)octanamida (58) com um rendimento de 64%. 

O OHN

57O
7

OH

O OHN

58O
7

O

R. de Dess-Martin

CH2Cl2, T. amb.

 

As atribuições dos sinais do espectro de 1H RMN e de  13C RMN do composto 58 feitas com base 

nas técnicas de DEPT, HMQC e HMBC e os dados espectroscópicos de IV e de MS encontram-se 

sumariados na tabela II.2.9. 

Tabela II.2.9 Dados de 
1
H RMN (400 MHz) e de 

13
C RMN (100 MHz), de IV (KBr) e de MS (EI+) 

para a N-(4-metil-2-oxo-3-(3-oxoprop-1-inil)-2H-cromen-7-il)octanamida (58). 

O ON
H

O 3

44a
5

6

7 8a

9

10

121416

17 8

O

18
19

20

 
(58) 

C C  
(DMSO3) 

H (multiplicidade, J (Hz)) 
(DMSO) 

IV  

ῡ máx(KBr, cm
-1

) 

EM-IE 
m/z (int. rel.,%) 

2 161,3 ---- 3351 (NH) 353 (14) 
3 104,2 ---- 2924 (CH) 227 (100) 
4 153,5 ---- 2853 (CH) 199 (33) 

4a 114,0 ---- 2182 (tripla) 171 (17) 
5 127,5 7,85 (d, J5,6 = 9,2 Hz) 1705 (C=O)  
6 115,6 7,50 (dl, J6,5 = 8,4 Hz) 1657 (C=O)  
7 143,1 ---- 1615 (C=C)  
8 105,1 7,79 (sl) 1548 (C=C)  

8a 152,4 ---- 1502 (C=C)  
9 17,2 2,65 (sl) 1428 (CH)  

10 172,3 ---- 1166 (C-O)  
11 36,2 2,36 (t, J = 7,4 Hz)   
12 24,5 1,58 (m)   
13 28,1*  

1,27 (12H, m) 
  

14 28,3*   

15 30,8   

16 21,7   
17 13,8 0,85 (m)   
18 88,3 ----   
19 98,8 ----   
20 178,2 9,46 (sl)   
NH 10,47 10,47(sl)   
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No espectro de massa GC-TOF EIMS de 58 observa-se um sinal intenso que corresponde a [M]+a 

m/z 353 u.m.a.. A fragmentação da molécula com perda do fragmento acilo origina o ião de massa m/z 

227 u.m.a. [M-C8H14O]+ que é o pico base do espectro. A clivagem posterior com a extrusão do grupo 

carbonilo leva ao ião de massa m/z 199 [M-C8H14O-CO]+ e a saída do segundo grupo carbonilo conduz 

ao ião m/z 171 [M-C8H15O-CO-CO]+. 

O espectro de 1H RMN em dimetilsulfóxido da N-(4-metil-2-oxo-3-(3-oxoprop-1-inil)-2H-cromen-

7-il)octanamida (58) difere do da N-(3-(3-hidroxiprop-1-inil)-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida 

(57) pelo desaparecimento dos dois sinais referentes aos protões do metileno e ao protão do grupo 

hidroxilo em C-20. Por outro lado, observa-se um singuleto adicional a  9,46 ppm que integra para um 

protão o qual se encontra correlacionado por HMQC com o sinal de um carbono quaternário C-20 a  

178,2 ppm o que sugere a presença de um grupo aldeído na molécula. A presença de um grupo aldeído 

adicional na molécula foi confirmada pelo sinal no espectro no infravermelho pela banda a 1705 cm-1 

correspondente ao estiramento do grupo carbonilo. 

A localização do grupo na molécula foi esclarecida pelas correlações a longa distância 

observadas entre o protão H-20 e os sinais dos carbonos da ligação tripla C-18 e C-19 a  88,3 ppm e a 

98,8 ppm, respectivamente. Foram tambem observadas correlações a longa distância entre átomos de 

C-18 e C-19 e os protões do metilo CH3-9 a  2,65 ppm e do metino CH-20 a  9,46 ppm. A presença de 

uma ligação tripla é confirmada pela presença de uma banda 2281 cm-1, no espectro no infravermelho, 

atribuível ao estiramento da tripla ligação (CC). 

Pensa-se que o mecanismo da oxidação do álcool com o reagente de Dess-Martin se processa 

por um mecanismo de dois passos (Figura II.2.4). No primeiro passo ocorre o deslocamento de um 

grupo acetato pelo álcool. No segundo passo ocorre a quebra da ligação acetato-iodo, o protão - do 

álcool é removido pelo acetato originando o grupo carbonilo e ocorre a redução do átomo de 

iodo.122,123 
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Figura II.2.4 Mecanismo da reacção de oxidação. 

 

II.2.5.3 Estratégia de síntese de ácido (Z)-2-ciano-5-(7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2-oxo-

2H-cromen-3-il)pent-2-en-4-inóico (59) 

Com a finalidade de introduzir um grupo electrodoador aromático, uma ponte conjugada e um 

grupo aceitador pretendeu-se proceder à hidrólise da N-(4-metil-2-oxo-3-(3-oxoprop-1-inil)-2H-

cromen-7-il)octanamida (58) seguida da reacção de acoplamento de Buchwald-Hartwig para 

introdução do grupo doador no grupo amina da posição 7 e por último à reacção com o ácido 

cianoacético para introduzir o grupo aceitador (Esquema II.2.6). 

O ON
H

O

58

H

4

O ON
H

H
O

HOOC CN

O OH2N

60

H

O O

O ON
H

H
O

O

i)

59  

i) HCl (1M), dioxano; H2SO4 (10%), dioxano. 

Esquema II.2.6 Estratégia de síntese de ácido (Z)-2-ciano-5-(7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2-oxo-2H-

cromen-3-il)pent-2-en-4-inóico (59). 
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No entanto, a reacção de hidrólise da N-(4-metil-2-oxo-3-(3-oxoprop-1-inil)-2H-cromen-7-

il)octanamida (58) em dioxano utilizando uma solução de ácido clorídrico 1M ou uma solução de  ácido 

sulfúrico a 10% a refluxo apenas originou quantidades vestigiais do produto pretendido. A presença 

simultânea na mesma estrutura de um grupo amino ou de um grupo aldeído poderá ter dado origem a 

reacções paralelas que conduziram à mistura complexa. 

II.2.5.4 Estratégia de síntese de ácido (Z)-2-cianopent-2-en-4-inóico (61) 

Paralelamente e com a finalidade de introduzir simultaneamente o fragmento ponte conjugada 

e o grupo aceitador na posição 3 da molécula de 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-

2-ona (52) foi testada a síntese de ácido 2-cianopent-2-en-4-inóico (61) a partir da oxidação de Swern 

do álcool propargílico124 e posterior condensação de Knoevenagel com o ácido cianoacético125 mas não 

se observou a formação do produto pretendido (Esquema II.2.7). 

O ON
H

O Br

52

O ON
H

H
O

HOOC CN

H

H

HOOC CN

H

H

O

H

OH

+

i)

ii)

61 59

 
i)dimetilsulfóxido (3 eq.), cloreto de oxaloílo (2 eq.), NEt3, CH2Cl2, T= -78 

o
C; ii) ácido cianoacético (3 eq.), piperidina (3 

eq.), CH2Cl2, T. amb. 

Esquema II.2.7 Estratégia de síntese de ácido (Z)-2-cianopent-2-en-4-inóico (61). 

Na oxidação de Swern a activação do dimetilsulfóxido ocorre através da acilação com o cloreto 

de pivaloílo como electrófilo na qual ocorre o ataque do carbonilo pelo átomo de oxigénio do 

dimetilsulfóxido e a libertação do anião cloreto. Este liga-se ao átomo de enxofre carregado 

positivamente com a expulsão do ácido piválico e origina um ião clorosulfónio electrofílico o qual reage 

então com o álcool propargílico originando um novo sal sulfónio que é suficientemente estável para 

ser desprotonado pela trietilamina dando origem ao aldeído correspondente.107 
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Figura II.2.5 Mecanismo da oxidação de Swern. 

Na condensação de Knoevenagel ocorre a abstracção de um dos protões acídicos do ácido 

cianoacético pela base originando um ião enolato, seguida pelo ataque subsequente deste ao 

carbonilo do grupo aldeído para formar um ião alcóxido sendo que a eliminação posterior ocorre 

devido a acidez do protão  e à estabilização que advém da formação de uma ligação dupla conjugada.  

NC COOH
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O

NC COOH

B H
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HOOC CN

H
B

H
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63 61

CN

H

NC

COOH

+

61A  

Figura II.2.6 Mecanismo da condensação de Knoevenagel. 

A aplicação das condições reaccionais descritas por Dubey et al.124 e por Cho et al.125 originou 

não o ácido 2-cianopent-2-en-4-inóico (61) esperado mas o (E)-3-(piperidin-1-il)acrilaldeído (62). A 

formação do composto 62 pode ser explicada pela não desjável, mas expectável ocorrência de uma 

adição conjugada de Michael da piperidina ao propiolaldeído, produto da oxidação de Swern. 
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Figura II.2.7 Mecanismo da adição de Michael. 

O espectro de 1H RMN do (E)-3-(piperidin-1-il)acrilaldeído (62) apresenta um dupleto a  9,06 

ppm (1H, J = 8,0 Hz) característico do protão do grupo aldeído em C-1 e os sinais atribuíveis aos 

protões H-2 e H-3 de uma olefina trans-dissubstituida a  6,98 ppm (1H, d, J = 12,0 Hz) e a  5,22 ppm 

(1H, dd, J = 12,0 Hz, J = 8,0 Hz). Surgem ainda no espectro de protão dois singuletos largos 

parcialmente sobrepostos a campo baixo, atribuíveis aos protões dos grupos metileno em C-5 e em C-9 

a  3,35 ppm e 3,26 ppm. O singuleto largo que integra para seis protões e se refere aos restantes 

protões metilénicos surge a campo alto a  1,67 ppm. 

No espectro de 13C RMN observa-se a presença de seis sinais. A experiência DEPT permitiu a 

diferenciação dos sinais indicando a presença de três sinais referentes a grupos metileno a  55,0, 46,3 

e 23,9 ppm que correspondem aos sinais do carbonos metilénicos adjacentes ao átomo de azoto e à 

sobreposição dos sinais dos carbonos C-6, C-7 e C-8. Foi também revelada a presença de dois grupos 

metino em C-3 e C-2 aos quais correspondem os sinais a  159,4 ppm e  100,7 ppm, respectivamente, 

e do carbono quaternário referente ao carbonilo de um aldeído em  189,6 ppm. 

No âmbito de um trabalho paralelo executado no laboratório por um aluno no projecto final de 

licenciatura126 foram realizadas a oxidação de Swern e a condensação de Knoevenagel in situ e 

seguidas por RMN durante 6 dias, sendo que o tempo que decorreu entre cada espectro efectuado foi 

variável. 

Neste estudo, procedeu-se à oxidação de Swern do álcool propargílico por adição do álcool 

propargílico a uma mistura de dimetilsulfóxido e de cloreto de pivaloílo, a -78 oC durante um período 

de tempo necessário ao consumo de álcool propargílico (seguido por c.c.f.) seguida da adição de ácido 

cianoacético. O espectro de 1H RMN traçado após a oxidação de Swern e antes da adição do ácido 
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cianoacético revelou a presença de um sinal a  9,54 ppm que é indicativo da presença do aldeído, à 

semelhança do que tinha sido observado anteriormente. Foi então realizada a adição in situ do ácido 

cianoacético, sem a presença da piperidina, e a composição da mistura reaccional analizada por RMN. 

Após alguns dias de reacção, o estudo por RMN revelou a formação de uma mistura complexa onde a 

presença dos sinais no espectro de protão a  10,46 ppm,  4,05 ppm, a  3,41 ppm e a  2,33 ppm 

poderá ser indicativa da presença do produto de adição (63) antes da desidratação. Também o 

espectro de 13C RMN apresentou os sinais caracteristicos do produto 63 a  165,1 ppm, 114,7 ppm, 

82,3 ppm, 74,4 ppm, 49,2 ppm e 37,8 ppm. Dada a complexidade da mistura que poderá resultar da 

reactividade do próprio composto em reacções de adição intramoleculares, optou-se por não se 

prosseguir com este estudo. 

 

 

II.2.6 Efeito da variação de grupos electrodoadores e electroatractores nos espectros de 

absorção dos derivados de cumarinas 44, 45, 52 e 53 

Com o objectivo de avaliar o efeito da introdução dos grupos introduzidos na posição 7 e 

na posição 3 da 7-amino-4-metil-cumarina (43) nos valores dos c.d.o. máximos dos espectros de 

absorção UV-Vis dos derivados 44, 45, 52 e 53 foram traçados os espectros de absorção 

normalizados ao comprimento de onda máximo de absorção em etanol e os resultados obtidos 

encontram-se apresentados na Tabela II.2.10. 
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Tabela II.2.10 Efeito da introdução de grupos electrodoadores e electroatractores nos espectros de absorção 
dos derivados de cumarinas em etanol. 

  Absorção 

Nº Composto máx 

(nm) 

máx 

(M-1cm-1) 

43 

O OH2N  
 

354 18500127 

44 

O ON
H

O

 

374 8490 

45 

O ON
H  

 

372 9570 

52 

O ON
H

O Br

 

385 9680 

53 

O ON
H

Br

 
 

384 9630 

 

A Figura II.2.9 apresenta os espectros de absorção dos compostos 43, 45 e 53 em solução. A 

introdução de um grupo fenilo planar no grupo amina na posição 7 provocou um ligeiro desvio do 

máximo de absorção para a zona do vermelho (máx=372 nm) o que pode ser atribuído à expansão da 

conjugação do sistemas de electrões  com fragmentos aromáticos.128 

Por outro lado observou-se que a introdução deste grupo resultou num ligeiro decréscimo do 

valor do coeficiente de extinção molar observado para o composto 45, o que pode ser atribuído aos 

valores de Hammett129 baixos que indicam propriedades de transferência de carga insignificantes. De 

acordo com Liu et al. esse carácter doador/aceitador fraco resulta num efeito push-pull na 

transferência de carga intramolecular (ICT) baixo contribuindo para um valor baixo de.52 

O efeito batocrómico observado foi reforçado pela introdução do átomo de bromo na posição 3 

do anel da cumarina do composto 53. Sendo o bromo um átomo electroatractor por efeito indutivo 

vai favorecer a transferência de carga intramolecular (ICT) que ocorre ao longo do eixo maior, à qual 

corresponde a um valor de energa necessária para ocorrer (de S0 para S1) menor do que se tivesse 

lugar ao longo do eixo menor (de S0 para S2) (Figura II.2.9).  
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O O

eixo longo (S0 para S1)

eixo longo (S0 para S2)  

Figura II.2.8 Direcção da transferência de carga nas cumarinas.52 

Consequentemente, os espectros de absorção e emissão de luz são determinados pela 

transferência de carga ao longo do eixo maior e qualquer substituinte que contribua para esta 

direcção da transferência de carga intramolecular produz um impacto nos desvios dos c.d.o dos 

derivados de cumarinas.52 

 

Figura II.2.9-Espectros de absorção normalizados ao comprimento de onda máximo de absorção da 7-
amino-4-metil-cumarina (43) a vermelho, da 4-metil-7-(fenilamino)-cumarina (45) a azul e da 3-
bromo-4-metil-7-(fenilamino)-cumarina (53) a verde em etanol. 

Comparando os c.d.o. máximos dos compostos 43, 44 e 52 observa-se um efeito batocrómico 

análogo aos dos compostos anteriores. No entanto, não se observou uma variação significativa pela 

introdução de um grupo metoxilo adicional no anel aromático na molécula (Figura II2.10). 
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Figura II.2.10-Espectros de absorção normalizados ao comprimento de onda máximo de absorção da 
7-amino-4-metil-cumarina (43) a vermelho, da 7-(4-metoxifenilamino)-cumarina (44) a azul e da 3-
bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-cumarina (52) a verde em etanol. 

 

Com o objectivo de prosseguir este estudo que visa compreender o efeito da introdução de 

diferentes fragmentos para compreender as origens moleculares das propriedades 

optoelectrónicas dos corantes à base de cumarinas e estabelecer os building blocks requeridos 

seria interessante proceder à reacção de acoplamento de Sonogashira-Hagihara da 3-bromo-7-(4-

metoxifenilamino)-4-metil-cumarina (52) e da 3-bromo-4-metil-7-(fenilamino)-cumarina (53) com o 

propen-2-in-1-ol seguida da reacção de oxidação do álcool com o reagente de Dess-Martin e traçar 

os espectros de absorção dos compostos obtidos. 
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II.2.7. Conclusões 

Neste capítulo são apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos pelas 

diferentes estratégias adoptadas na síntese de novos cromóforos derivados da 7-amino-4-

metilcumarina (43) a qual se encontra resumida no esquema II.2.8. 

Para ultrapassar os reduzidos tempos de vida de emissão observados para os corantes derivados 

de cumarinas foi introduzido um grupo doador adicional na molécula. Neste sentido foram preparados 

os compostos 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-cumarina (44) e 4-metil-7-(fenilamino)-cumarina (45). 

De modo a introduzir um segundo grupo doador aromático nos compostos 44 e 45 foi feito um 

estudo da reacção de Buchwald-Hartwig em que foi variada a natureza do catalizador de paládio, o 

volume de solvente e o tempo de reacção sem que se observasse a formação do composto 46 

pretendido. 

Com o intuito de introduzir um grupo doador aromático e uma cadeia alquílica foi ensaiada a 

redução da N-(4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (47), obtida por acilação da 7-amino-4-

metilcumarina (43), com hidreto de alumínio e lítio ou borano. Recorreu-se ainda a uma reacção de 

aminação redutiva da 7-amino-4-metilcumarina (43) com hexanal seguida da redução com 

cianoborohidreto de sódio ou borohidreto de sódio. Em qualquer dos casos não foi observada a 

formação dos produtos respectivos. 

A introdução de um segundo grupo alquilo de cadeia longa doador adicional foi ensaiada através 

da reacção de alquilação com iododecano na presença de carbonato de césio mas não se obteve o 

composto 56 pretendido. 

A introdução selectiva de um átomo de bromo na posição 3 da 7-(metoxifenilamino)-4-

metilcumarina (44), de modo a posteriormente por uma reacção de Sonogashira-Hagihara introduzir 

um grupo electroatractor na posição 3 que desvie o máximo de c.d.o. para a zona do vermelho e 

aumente a eficiência de absorção de luz, realizou-se a bromação da N-(4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-

il)octanamida (47) seguida da hidrólise do grupo amida em meio ácido. A reacção posterior de 

acoplamento de Buchwald-Hartwig de 54 com iodoanisole ou iodobenzeno permitiu a sintese dos 

compostos, 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (52) e 3-bromo-4-metil-7-

(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (53). 
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Considerando a potencialidade dos corantes à base de cumarinas como sensibilizadores 

orgânicos propôs-se a introdução de um grupo etinileno, como ponte conjugada, com uma estrutura 

rígida e uma simetria axial (cilíndrica) a qual facilita a passagem de electrões através da reacção de 

acoplamento cruzado de Sonogashira-Hagihara da N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-

il)octanamida (55) com o prop-2-in-1-ol. A N-(3-(3-hidroxiprop-1-inil)-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-

il)octanamida (57) obtida foi oxidada originando a N-(4-metil-2-oxo-3-(3-oxoprop-1-inil)-2H-cromen-7-

il)octanamida (58) com o reagente de Dess Martin. Para introduzir um grupo doador aromático na 

molécula na posição 7-amino de 58 foi ensaiada a hidrólise utilizando diferentes condições mas a 

reacção não ocorreu. 

Paralelamente e com a finalidade de introduzir simultaneamente o fragmento ponte conjugada 

e o grupo aceitador na posição 3 da molécula de 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-

2-ona (52) foi testada a síntese de ácido 2-cianopent-2-en-4-inóico (61) a partir da oxidação de Swern 

do álcool propargílico e posterior reacção com o ácido cianoacético. Mas o processo de oxidação 

utilizado não se mostrou satisfatório. 

Outra via a ensaiar de futuro para a preparação de um corante orgânic derivado de cumarinas 

seria o acoplamento de Sonogashira-Hagihara da 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-cumarina 

(52) e da 3-bromo-4-metil-7-(fenilamino)-cumarina (53) com propen-2-in-1-ol para introdução do 

grupo etinileno (ponte conjugada), seguido da oxidação a aldeído e condensação de Knoevenagel com 

o ácido acético. Simultaneamente e com o objectivo de prosseguir o estudo que visa compreender as 

origens moleculares das propriedades optoelectrónicas destes corantes seria interessante traçar os 

espectros de absorção respectivos (Esquema II.2.9). 
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Esquema II.2.9 

Por outro lado seria interessante fazer um estudo do efeito da variação do comprimento e da 

ramificação do grupo alcoxilo substituinte do anel aromático a introduzir via reacção de Buchwald-

Hartwig nos produtos finais obtidos após oxidação e condensação de Knoevenagel, de acordo com o 

Esquema II.2.9. A introdução de grupos alcoxilo de cadeia longa e/ou ramificada teria a vantagem de 

evitar a agregação e de conferir estabilidade térmica. 
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Capítulo II.3 

Síntese de cromóforos derivados de cumarinas com possíveis aplicações 

em dispositivos fotovoltaicos 

 

PARTE EXPERIMENTAL 
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II.3.1 Equipamento e condições experimentais 

Os solventes utilizados foram secos e/ou destilados por métodos padronizados.130 

As reacções foram seguidas por cromatografia de camada fina (c.c.f.) utilizando placas de sílica 

gel 60 F254 20x20 (Merck nº 5554, Darmstadt, Alemanha) de 0,2 mm de espessura. O eluente é 

referido em cada caso. 

Após eluição, as placas foram observadas sob radiação ultravioleta no comprimento de onda 

254 nm e 366 nm, tendo sido reveladas com iodo ou por pulverização com solução adequada a cada 

composto em estudo. Foram usados como reveladores KMnO4, solução de solução de dinitrofenil-

hidrazina e de Dragendorff de Munier.131 

O isolamento dos produtos foi realizado por cromatografia de coluna flash utilizando sílica gel 

60, 230-400 mesh (Merck nº 9385, Darmstadt, Alemanha) desactivada com água a 10% enquanto que 

na cromatografia gravítica foi realizada com sílica gel 60, 70-230 mesh (Merck nº 7734) desactivada 

com água a 10%. O eluente utilizado é referido em cada caso. Nas cromatografias em placa 

preparativa foram usadas placas de silica gel F254 (Merck nº 5744, Darmstadt, Alemanha) de 0,5 mm de 

espessura. O eluente utilizado é referido em cada caso. 

Os espectros de absorção UV/Vis foram obtidos num espectrofotómetro de feixe duplo JascoV-

660, na gama de comprimentos de onda compreendida entre 250 e 600 nm. Todas as medidas foram 

realizadas em células de quartzo com um percurso óptico de 1 cm, à temperatura ambiente, tendo as 

soluções sido preparadas em etanol de grau espectroscópico. 

Os espectros no infravermelho (IV) foram registados num espectrofotómetro de transformada 

de Fourier FT-IR Perkin Elmer modelo 1000, em pastilha de KBr ou filme em célula de NaCl, sendo 

indicado em cada caso o processo utilizado. Na descrição de cada espectro, os dados são indicados na 

seguinte ordem: suporte da amostra - KBr (em pastilha de brometo de potássio) ou filme (em célula de 

NaCl); número de onda máximo de banda de absorção - ῡmáx (em cm-1); atribuição da vibração a uma 

ligação entre átomos da molécula. 

Os espectros de ressonância magnética nuclear de protão (1H RMN) e de carbono (13C RMN), 

foram registados num espectrómetro Brucker modelo ARX-400 (400 MHz) ou modelo Avance III (600 

MHz). Como solventes foram usados CDCl3, CD3OD e DMSO-d6, usando como referência os sinais 
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residuais dos solventes (clorofórmio:  7,26 ppm e 77,0 ppm; metanol:  3,30 ppm e 49,0 ppm; 

dimetilsulfóxido:  2,49 ppm e 39,7 ppm). Na descrição de cada espectro os dados são indicados pela 

ordem seguinte: solvente; desvio químico -  (em ppm); intensidade relativa - nH (como número de 

protões); multiplicidade do sinal - s (singuleto), sl (singuleto largo), d (dupleto), dd (dupleto duplo), t 

(tripleto), q (quarteto) e m (multipleto); constante de acoplamento - J (em Hz); atribuição a protões da 

molécula. A presença de protões lábeis foi confirmada após adição de D2O e observada a permuta com 

deutério. 

Os espectros de massa de GC-EIMS foram traçados num espectrómetro de massa Micromass 

GC-TOF (GCT) com uma coluna DB1 (d.i. = 0.32 mm; espessura de filme = 0.25 m; comprimento = 30 

m). As condições de GC usadas foram: He como gás de transporte; razão de split 1:10; temperatura de 

injecção, 250 oC; programa de temperaturas, 120 oC durante 3 min, gradiente de 5 oC/min to 300 oC, 

durante 10 min. Os espectros de massa de impacto electrónico usando um aparelho Micromass 

Autospec foram ainda realizados na Unidade de espectrometria de Massa da Universidade de santiago 

de Compostela, Espanha. 

 

II.3.2 Síntese de 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (44) e de 4-metil-7-

(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (45) 

Procedimento geral: 

A um balão de duas tubuladuras purgado cerca de 20 minutos com um fluxo de azoto foi adicionada 

base e um volume de dioxano seco. Adicionaram-se sucessivamente o ligando, o catalisador de 

paládio e o 4-iodoanisole. Finalmente foi adicionada a 7-amino-4-metilcumarina (7-amino-4-metil-2H-

cromen-2-ona 43). O sistema foi purgado com azoto cerca de 5 minutos após cada adição. A mistura 

ficou a refluxo com agitação em atmosfera inerte durante 48 horas até o material de partida ser 

consumido. A reacção foi seguida por TLC (n-hexano/acetato de etilo) (4/2) (V/V) e as placas foram 

visualizadas a  = 254 e 366 nm. A mistura reaccional foi concentrada a pressão reduzida e purificada 

por cromatografia em coluna gravítica em sílica gel utilizando o clorofórmio como eluente. Destas 

separações resultaram a 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (44) e a 4-metil-7-

(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (45) (Tabela 1). 
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Tabela 1 Reacções de Buchwald-Hartwig da 7-amino-4-metilcumarina (43) usando diferentes condições 
reaccionais. 

Condições reaccionais 1a 2b 3 b 4c 5c 6c 

Material de partida 
(mg; mmol)  (50; 0,285) (50,0; 0,28) (100; 0,57) (100; 0,57) (40; 0,228) (100; 0,57) 

4-iodoanisole 
(mg; mmol) (53,8; 0,230) (55,6; 0,24) (222,4; 0,95) (266,8; 1,14) (106,9; 0,457) (266,8; 1,14) 

Base 
(mg; mmol) 

NaO-t-Bu 
(27,4; 0,285) 

Cs2CO3 
(108,3;0,33) 

Cs2CO3 
(433,2; 1,33) 

Cs2CO3 
(557,2; 1,71) 

Cs2CO3 
(222,9;0,684) 

Cs2CO3 
(557,2; 1,71) 

Catalisador de Pd 
(mg; mol %) 

(DPPF)PdCl2 
(9,4;4) 

Pd(OAc)2 

(5,3; 10) 
Pd(OAc)2 

(21,2; 20) 
Pd(OAc)2 

(12,8; 10) 
Pd(OAc)2 

(0,9; 4) 
Pd(OAc)2 

(5,1;4 ) 

Ligando 
(mg; mol %) 

DPPF 
(19;12) 

BINAP 
(22,2;15) 

BINAP 
(46,7; 7,8) 

Xantphos 
(33; 10) 

Xantphos 
(5,3;4) 

Xantphos 
(26,4;8) 

Temperatura(oC) 104  104 104  104  104  104oC 

Tempo de reacção(h) 48 48 72 48 48 48 

Resultado Reacção 
incompleta 

Reacção 
incompleta 

Reacção 
incompleta 

Reacção 
completa 

 

Reacção 
incompleta 

Reacção 
incompleta 

Produtos44/45 

(%) 

------- 11/9 29/15 61/16 ---- ---- 

a
 Driver, M.S., Hartwig, J.F. J. Am. Chem. Soc., 118 (30), 7217-7218 (1996); 

b 
Wolfe, J.P., Buchwald, S.L., J. Org. 

Chem., 65, 1144-1157 (2000); 
c
Soussi, M.A., Audisio, D., Messaoudi, S., Provot, O., Brion, J.D., Alami, M., Eur. J. 

Org. Chem., 5077-5088 (2011). 

 

7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (44) 

4a

2

45

ON
H

O

8a

6

7

8

9

3

10

11

12

13

14

15

O

16

 

obtida de acordo com as condições reaccionais 4 (tabela 1) com um rendimento de 61% na forma de 

filme amarelo apresenta:  

UV máx(EtOH): 374 (=8490 M-1cm-1). 

IV ῡ máx (filme) cm-1: 3302 (NH), 2923, 2852 (CH), 1704 (C=O), 1620 (C=C), 1170 (C-O). 

1H RMN  (400 MHz, CDCl3): 7,40 (1H, dl, J5,6 = 8,0 Hz, H-5); 7,17 (2H, d, J = 8,0 Hz, H-11 e H-15); 6,93 

(2H, d, J = 8,0 Hz, H-12 e H-14); 6,76 (1 H, sl, H-8); 6,75 (1H, dl, J6,5 = 8,0 Hz,H-6); 6,04 (1H, sl, H-3); 3,85 

(3H, sl, CH3-16); 2,38 (3H, sl, CH3-9). 
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13C-RMN  (100 MHz, CDCl3): 162,0 (C-2), 156,7 (C-8a), 155,5 (C-13), 152,5 (C-4), 149,5 (C-7), 132,9 (C-

10), 124,3 (C-11), 124,3 (C-15), 114,8 (C-12), 114,8 (C-14), 111,9 (C-3), 110,2 (C-4a), 125,8 (C-5), 111,3 

(C-6), 100,3 (C-8), 55,5 (C-16), 18,5 (C-9). 

GC TOF EIMS modo positivo m/z (int. rel.): 281 [M]+ (84), 266 [M-CH3]
+ (100), 253 (6), 238 (20). 

4-metil-7-(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (45) 
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obtida de acordo com as condições reaccionais 4 (tabela 1) com um rendimento de 16% na forma de 

filme amarelo apresenta: 

UV máx(EtOH): 372 (=9570 M-1cm-1). 

IV ῡ máx (filme) cm-1: 3304 (NH), 2923, 2853 (CH), 1704 (C=O), 1630 (C=C), 1163 (C-O). 

1H RMN  (400 MHz, CDCl3): 7,44 (1H, dl, J5,6 = 8,0 Hz, H-5); 7,37 (2H, t, J = 8,0 Hz, H-12 e H-14); 7,21 

(2H, d, J6 = 8,0 Hz, H-11 e H-13); 7,11 (1H, t, J = 8,0 Hz, H-13); 6,98 (1 H, sl, H-8); 6,92 (1H, dd, J = 8,0 Hz 

e 4,0 Hz, H-6); 6,08 (1H, sl, H-3); 2,65 (3H, sl, CH3-9). 

13C-RMN  (100 MHz, CDCl3): 161,6 (C-2); 155,6 (C-8A);. 152,4 (C-4); 147,5 (C-10); 140,3 (C-7); 129,5 

(C-14); 129,5 (C-12); 125,6 (C-5); 123,6 (C-13); 120,7 (C-15); 120,7 (C-11); 112,7 (C-4A); 112,3 (C-3); 

110,8 (C-6); 101,7 (C-8); 18,5 (C-9). 

GC-TOF EIMS m/z (int.rel.): 251 [M]+ (100), 223  (83), 194 (18). 

 

II.3.3 Reacção de arilação de 7-(4-metoxifenil)amino)-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona 

(44),132 

A um balão de duas tubuladuras purgado cerca de 20 minutos com um fluxo de azoto foi adicionada 

base e um volume de dioxano seco. Adicionaram-se sucessivamente o ligando, o catalisador de 
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paládio e o 4-iodoanisole. Finalmente foi adicionada a 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-

ona (44). O sistema foi purgado com azoto cerca de 5 minutos após cada adição. A mistura ficou a 

refluxo com agitação em atmosfera inerte. A reacção foi seguida por TLC (n-hexano/acetato de etilo) 

(4/2) (V/V) e as placas foram visualizadas a  = 254 e 366 nm. (Tabela 2) 

 

Tabela 2 Reacções de Buchwald-Hartwig da 7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (44) 
utilizando diferentes condições reaccionais. 

Condições reaccionais 
1a 2 3 4  

Material de partida 
(mg; mmol)  (45,7;0,163) (20,4; 0,072) (24,8; 0,088) (25,2;0,090) 

4-iodoanisole 
(mg; mmol) (76,3; 0,326)  (34,0; 0,145)  (41,2; 0,176)  (42,1; 0,180) 

Base 
(mg; mmol) 

Cs2CO3 
(159,4;0,489) 

Cs2CO3 
(70,4; 0,216) 

Cs2CO3 
(86,0; 0,264) 

Cs2CO3 
(88,0; 0,27) 

Catalisador de Pd 
(mg; mol %) 

Pd(OAc)2 

(3,7;10 ) 
PdCl2 

(1,3;10) 
Pd2(dba)3 

(9,1; 10) 
Pd2(OAc)2 

(2,0; 10) 

Ligando 
(mg; mol %) 

Xantphos 
(9,4; 10) 

Xantphos 
(4,2;10) 

Xantphos 
(5,1; 10) 

Xantphos 
(5,2; 10) 

Solvente 
(mL) 

Dioxano 
(10) 

Dioxano 
(5) 

Dioxano 
(5) 

Dioxano 
(2) 

Tempo de reacção  
(h) 48 72 72 72 

Resultado Não houve 
formação de 

produto 

Não houve 
formação de 

produto 

Não houve 
formação de 

produto 

Não houve 
formação de 

produto 
a
Soussi, M.A., Audisio, D., Messaoudi, S., Provot, O., Brion, J.D., Alami, M., Eur. J. Org. Chem., 5077-5088 

(2011). 
 

II.3.4. Síntese de N-(4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (47)  
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A uma solução de 7-amino-4-metil-2H-cromen-2-ona (43) (200 mg; 1,14 mmol) em dioxano seco (80 

mL) foi adicionada, em atmosfera inerte, piridina seca (277 L; 3,42 mmol) e cloreto de octanoílo (584 

L; 3,42 mmol). A mistura ficou em agitação à temperatura ambiente durante 1 hora tendo a reacção 

sido seguida por cromatografia de camada fina (CH2Cl2/MeOH) (10/0,3) (V/V) e as placas visualizadas 

sob radiação UV ( = 366 nm). A mistura reaccional foi concentrada sob pressão reduzida tendo sido 

obtido um sólido branco em suspensão, o qual foi filtrado e a suspensão foi neutralizada com uma 

solução de ácido clorídrico (1 M) e água destilada. O sólido branco foi seco na estufa a 100 oC durante 
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a noite, tendo sido obtida a N-(4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (47) (267,8 mg; 78 %) na 

forma de sólido amorfo creme apresentando: 

 IV ῡ máx (KBr) cm-1: 3294 (NH), 2953, 2918, 2870, 2851 (CH), 1710 (C=O), 1688 (C=O), 1588, 1528, 1466 

(C=C), 1407 (CH), 1173 (C-O). 

1H RMN  (400 MHz, DMSO): 10,29 (1H, sl, NH); 7,75 (1 H, sl, H-8); 7,68 (1H, d, J5,6 = 8,4 Hz, H-5); 7,46 

(1H, d, J6,5 = 8,4 Hz, H-6); 6,23 (1H, sl, H-3); 2,38 (3H, sl, CH3-9); 2,34 (2H, t, J11,12 = 7,3 Hz, CH2-11); 1,58 

(2H, m, CH2-12); 1,26 (8H, m, CH2-13 a CH2-16); 0,84 (3H, m, CH3-17). 

13C-RMN  (100 MHz, DMSO): 172,0 (C-10); 160,0 (C-2); 153,6 (C-8A); 153,0 (C-4); 142,7 (C-7); 125,8 

(C-5); 115,0 (C-6); 114,7 (C-4A); 112,0 (C-3); 105,4 (C-8); 36,5 (C-11); 31,1 (C-15); 28,5*(C-14); 28,4*(C-

13); 24,8 (C-12); 22,0 (C-16); 17,9 (C-9); 13,9 (C-17). 

(* Sinais interconvertíveis) 

GC-TOF EIMS m/z (int.rel.): 301 [M]+ (24), 217  (11), 175 [M-C8H14O]+
 (100), 147 (78), 119 (9). 

II.3.5. Reacções de redução de N-(4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (47) a 4-metil-7-

(octilamino)-2H-cromen-2-ona (48) 

Procedimento geral 

A uma solução de N-(4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (47) em tetra-hidrofurano (THF) 

seco foi adicionado o agente redutor à temperatura de 0 oC. Após a adição, a mistura reaccional foi 

colocada à temperatura ambiente ou a refluxo com agitação em atmosfera inerte. A reacção foi 

seguida por c.c.f utilizando como sistema de eluentes a mistura diclorometano/metanol (10/0,3) 

(V/V), e como reveladores o iodo e KMnO4 seguido de aquecimento (Tabela 3). 

Nas reacções em que participaram o LiAlH4 e o C4H8O-BH3 como agentes redutores, no final da 

reacção procedeu-se à adição, gota a gota, de água destilada à mistura reaccional, seguida da 

filtração, da extracção com éter etílico, da secagem com com sulfato de sódio anidro e da 

concentração a pressão reduzida, tendo sido observada a formação de uma mistura complexa. 

Na reacção em que se utilizou o (CH3)2S-BH3 como agente redutor, a mistura reaccional foi tratada 

com solução de hidróxido de sódio (5%) em banho de gelo, seguida da neutralização com solução de 
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ácido clorídrico (5%). Procedeu-se à extracção com diclorometano, à secagem com sulfato de sódio 

anidro e à concentração a pressão reduzida, tendo sido observada uma mistura complexa. 

Tabela 3 - Reacções de redução de N-(4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (47) utilizando diferentes condições 
reaccionais. 

Condições reaccionais 
1 2 3 4  5 6 

Material de partida 
(mg; mmol)  (19; 0,063) (20; 0,066) (10; 0, 033) (41,3; 0,137) (41,3; 0,137) (50,4; 0,167) 

Agente redutor 

(mg ou L; mmol) 

LiAlH4 

(8,9; 0,234) 
LiAlH4 

(11,9; 0,314) 
C4H8O-BH3 

(132; 0,132) 
(CH3)2S-BH3 

(38,5; 0,411) 
(CH3)2S-BH3 

(38,5; 0,411) 
(CH3)2S-BH3 

(77,6; 0,835) 

Solvente 
(mL) 

THF 
(1) 

THF 
(3,5) 

THF 
(2) 

THF 
(2) 

THF 
(2) 

THF 
(3) 

Temperatura 
(oC) refluxo refluxo T. amb. T. amb. refluxo T. amb. 

Tempo de reacção  
(h) 3 3 48 24 3 24 

Resultado Mistura 
complexa 

Mistura 
complexa 

Mistura 
complexa 

Mistura 
complexa 

Mistura 
complexa 

Mistura 
complexa 

 

 

II.3.6 Reacção de aminação redutiva de 7-amino-4-metil-2H-cromen-2-ona (43) 

 

Procedimento geral 

A uma solução de 7-amino-4-metil-2H-cromen-2-ona (43) em etanol seco foi adicionado hexanal à 

temperatura ambiente. De seguida, a mistura foi colocada a refluxo, com agitação em atmosfera 

inerte e 24h e depois foi adicionado o agente redutor. A reacção foi seguida por c.c.f utilizando como 

sistema de eluentes a mistura n-hexano/acetato de etilo (4/2) (V/V). A mistura permaneceu a refluxo, 

com agitação e em atmosfera inerte. A mistura reaccional foi tratada com uma solução de hidróxido 

de sódio (10%), lavada com água e extraída com diclorometano e éter etílico. A fase orgânica 

resultante foi seca com sulfato de magnésio e evaporada a pressão reduzida.133,109 
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Tabela 4 - Reacções de aminação redutiva de 7-amino-4-metil-2H-cromen-2-ona (43) 
utilizando diferentes condições reaccionais. 

Condições reaccionais 1 2 3 

Material de partida 
(mg; mmol)  (50 ; 0,285) (54,8; 0,312) (25,4; 0,145) 

Hexanal 

(L; mmol) 
(45,9; 0,371) (77; 0,623) (23,3; 0,188) 

Ácido acético glacial 
(mL) (1) (5) --- 

Agente redutor 
(mg; mmol) 

NaBH3CN 
(35,8; 0,570) 

NaBH3CN 
(156,8; 2,496) 

NaBH4 
(14,9; 0,393) 

Solvente 
(mL) 

EtOH 
(8) --- 

EtOH 
(5) 

Temperatura 
(oC) refluxo refluxo T. amb. 

Tempo de reacção  
(h) 24 48 48 

Resultado Mistura complexa Mistura complexa Não houve formação 
de produto 

 

II.3.7 Síntese de N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (55) 
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A uma solução de N-(4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (47) (323,7mg; 1,075 mmol) em 

clorofórmio (16,5 mL), foi adicionado, em atmosfera inerte, bromo (71,6 L; 1,40 mmol), à 

temperatura inicial de 0 oC.111 A mistura prosseguiu em agitação à temperatura ambiente e em 

atmosfera inerte durante 17 horas. Adicionou-se trietilamina (0,719 mL; 5,16 mmol) e deixou-se em 

agitação durante cerca de 30 minutos. A reacção foi seguida por c.c.f. usando como eluente a mistura 

(CHCl3/éter etílico) (6/4) (V/V) e as placas visualizadas a =254 e 366 nm. A mistura reaccional foi 

neutralizada com uma solução de ácido clorídrico (1 M) e lavada com água destilada. A fase orgânica 

foi seca com MgSO4 e evaporada a pressão reduzida. De seguida o resíduo foi lavado com n-hexano de 

modo a remover impurezas apolares e filtrado. Sempre que necessário, o produto foi isolado por 

cromatografia de coluna em sílica gel usando como eluente misturas de polaridade crescente de (n-

hexano/diclorometano) e de (diclorometano/éter etílico)  tendo sido obtida a N-(3-bromo-4-metil-2-

oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (55) com um rendimento de 84,2% sob a forma de sólido amorfo 

branco apresentando:  
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IV ῡ máx (KBr) cm-1: 3317 (NH), 2950, 2922, 2855 (CH), 1690 (C=O), 1608, 1565, 1521 (C=C), 1411 (CH), 

1168 (C-O), 611 (C-Br). 

1H RMN  (400 MHz, DMSO): 10,35 (1H, sl, NH); 7,78 (1 H, d,J8,6 = 2,0 Hz, H-8); 7,78 (1H, dl, J5,6 = 8,4 Hz, 

H-5); 7,47 (1H, dd, J6,5 = 8,0 Hz e1,6 Hz, H-6); 2,54 (3H, sl, CH3-9); 2,34 (2H, t, J = 7,4 Hz, CH2-11); 1,58 

(2H, m, CH2-12); 1,27 (8H, m, CH2-13 a CH2-16); 0,84 (3H, m, CH3-17).  

13C-RMN  (100 MHz, DMSO): 172,1 (C-10); 156,4 (C-2); 151,6 (C-8A); 153,0 (C-4); 142,8 (C-7); 126,5 

(C-5); 115,5 (C-6); 114,4 (C-4A); 109,5 (C-3); 105,1 (C-8); 36,5 (C-11); 31,1 (C-15); 28,6*(C-13); 28,4*(C-

14); 24,8 (C-12); 22,0 (C-16); 19,2 (C-9); 13,9 (C-17).  

GC-TOF EIMS m/z (int.rel.): 380/382 [M+H]+ (50:45) 359 (15), 301 (10), 201 (100), 185 (21), 147 (25). 

 

II.3.8 Preparação de 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona (54) 

3

4a

2

45

OH2N O

8a

6

7

8

Br

9

 

Método 1110 

A uma solução de 7-amino-4-metil-2H-cromen-2-ona (43) ( 50 mg; 0,285 mmol) em diclorometano (5 

mL) foram adicionados 1,5 equivalentes de oxono (131,4 mg; 0,428 mmol) e 2,8 equivalentes de 

brometo de hidrogénio (0,399 mL de uma solução aquosa 2M; 0,798 mmol). A mistura prosseguiu em 

agitação à temperatura ambiente e em atmosfera inerte durante 48 horas. Adicionou-se trietilamina 

(0,120 mL; 0,86 mmol) e deixou-se em agitação durante cerca de 12 horas. A reacção foi seguida por 

c.c.f. usando como eluente a mistura (CHCl3/éter etílico) (6/4) (V/V) e as placas visualizadas a  = 254 e 

366 nm, tendo sido observada a formação de uma mistura complexa. 

Método 2  

A uma solução de N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (55) (197,3 mg; 0,519 mmol) 

em dioxano (53 mL) foi adicionada uma solução de ácido sulfúrico a 10% (46 mL) à temperatura 

ambiente. A reacção foi colocada a refluxo (a 104 oC) durante 24 h. A reacção foi seguida por c.c.f. (n-
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hexano/acetato de etilo) (4/2) (V/V) e as placas foram visualizadas a UV (  = 254 e a  = 360 nm). A 

mistura reaccional foi lavada com uma solução de hidrogenocarbonato de sódio saturada (até pH~6) e 

com água tendo sido extraída com acetato de etilo e n-butanol (15 mL 80/20 (V/V)). A fase orgânica foi 

seca e evaporada a pressão reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna em silica 

gel (diclorometano) tendo sido obtida a 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona (54) sob a forma 

de um filme esverdeado com um rendimento de 66,7 % apresentando: 

IV ῡ máx (filme) cm-1: 3456 (NH), 3359 (NH), 2924 (CH), 1694 (C=O), 1615, 1528 (C=C), 1209 (C-O), 686 

(C-Br). 

1H RMN  (400 MHz, DMSO): 7,50 (1 H, d,J5,6 = 8,7 Hz, H-5); 6,58 (1H, dl, J6,5 = 8,8 Hz, H-6); 6,41 (1H, sl, 

H-8); 6,25 (2H, sl, NH2); 2,53 (3H, sl, CH3-9). 

13C-RMN  (100 MHz, DMSO): 156,9 (C-2); 153,4 (C-8A); 153,9 (C-4); 152,4 (C-7); 127,0 (C-5); 111,8 (C-

6); 108,6 (C-4A); 104,0 (C-3); 98,1 (C-8); 19,1 (C-9). 

 

II.3.9 Preparação de 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (52) e de 3-

bromo-4-metil-7-(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (53) 

Método 1114 

A uma solução de 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona (54,8 mg; 0,216 mmol) (54) em 1,2-

diclorobenzeno (10 mL) foram adicionados 3 equivalentes de 4-iodoanisole (151,4 mg; 0,647 mmol), 

10,7 mol% de iodeto de cobre (4,5 mg ; 0,023 mmol), 10,7 mol% de 1,10-fenantrolina (4,2 mg; 0,023 

mmol) e ter-butóxido de potássio KOt-Bu (72,6 mg; 0,647 mg). A mistura ficou a refluxo com agitação 

em atmosfera inerte (cerca de 148 h). A reacção foi seguida por c.c.f (CHCl3/éter etílico) (8/2) e as 

placas foram visualizadas a =254 e 366 nm, não se tendo observado a formação de produto (Tabela 

5, condição reaccional 1). 

Método 2115 

A uma solução de 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona (62,2 mg; 0,245 mmol) (54) em 1,2-

diclorobenzeno (11 mL) foram adicionados 3 equivalentes de 4-iodoanisole (172,0 mg;  0,735 mmol), 3 
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equivalentes de carbonato de potássio anidro (101,6 mg; 0,735 mmol), 3 equivalentes de cobre 

previamente tratado,134 e 0,3 equivalentes de éter de coroa 18-crown-16 (19,4 mg; 0,0735 mmol). A 

mistura ficou a refluxo com agitação em atmosfera inerte (cerca de 148 h). A reacção foi seguida por 

TLC (n-hexano/acetato de etilo) (4/2) (V/V) e as placas foram visualizadas a  = 254 e 366 nm, não se 

tendo observado a formação de produto (Tabela 5, condição reaccional 2). 

Método 3116 

A uma solução de 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona (55,5 mg; 0,218 mmol) (54) em o-xileno 

seco foi adicionado, em atmosfera inerte 4-iodoanisole (56,1 mg; 0,238 mmol), ter-butóxido de 

potássio (26,7 mg; 0,238 mmol), acetato de paládio (1,22 mg; 0,0054 mmol), e ter-butil fosfina. A 

reacção foi colocada a refluxo e mantida com agitação em atmosfera inerte durante 48 horas. A 

reacção foi seguida por TLC (n-hexano/acetato de etilo) (4/2) (V/V) e as placas foram visualizadas a = 

254 e 366 nm, tendo sido observada a formação de uma mistura complexa (Tabela 5, condição 

reaccional 3). 

Método 4 

A um balão de duas tubuladuras purgado cerca de 20 minutos com um fluxo de azoto foi adicionada 

base e um volume de solvente seco. Adicionaram-se sucessivamente o ligando, o catalisador de 

paládio e o 4-iodoanisole. Finalmente foi adicionada a 7-amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona 

(54). O sistema foi purgado com azoto cerca de 5 minutos após cada adição. A mistura ficou a refluxo 

com agitação em atmosfera inerte durante 48 horas até o material de partida ser consumido. A 

reacção foi seguida por TLC (n-hexano/acetato de etilo) (4/2) (V/V) e as placas foram visualizadas a  = 

254 e 366 nm. A mistura reaccional foi concentrada a pressão reduzida e purificada por cromatografia 

em coluna gravítica em sílica gel utilizando o clorofórmio como eluente. Destas separações resultaram 

a 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (52) e a 3-bromo-4-metil-7-(fenilamino)-

2H-cromen-2-ona (53) (Tabela 5, condições reaccionais 4, 5 e 6). 
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Tabela 5 – Reacções de acoplamento da 7–amino-3-bromo-4-metil-2H-cromen-2-ona (54) utilizando diferentes condições 
reaccionais 

Condições reaccionais 
1 2 3 4 5 6 

Material de partida 
(mg; mmol) (54,8; 0,216) (62,2; 0,245) (55,5 mg; 0,218) (21,5; 0,085) (19,1; 0,075) (87,8; 0,346) 

4-iodoanisole 
(mg; mmol) (151,4; 0,647) (172,0; 0,735) (56,1; 0,238) (39,8; 0,170) ---- (162; 0,692) 

Iodobenzeno 

(L; mmol) 
---- ---- ---- ---- (16,8; 0,150) ---- 

Base 
(mg; mmol) 

KO-t-Bu 
(72,6; 0,647) 

K2CO3 
(101,6; 0,735) 

KO-t-Bu 
(26,7; 0,238) 

Cs2CO3 
(83,1; 0,255) 

Cs2CO3 
(49; 0,150) 

Cs2CO3 
(225,5; 0,692) 

Catalisador deCu/ Pd 
(mg; mmol)) 

CuI 
(4,5; 0,023) 

Cu 

(46,7;.0,735) 
Pd(OAc)2 

(1,22 ; 0,0054) 
Pd(OAc)2 

(1,9; 0,0085) 
Pd(Fe3O4) 
(19 mg) 

Pd(Fe3O4) 
(84 mg) 

Ligando 

(mg/L; mmol) 

1,10-
fenantrolina 
(4,2;0,023) 

Éter 18-crown-16 
(19,4, 0,0735) 

P(t-Bu)3 
(21,7; 0,0218) 

Xantphos 
(2,2; 0,0085) 

Xantphos 
(2,2; 0,0038) 

Xantphos 
(10; 0,0173) 

Solvente 
(mL) 

1,2-C6H4Cl2 
(10) 

1,2-C6H4Cl2 
(11) 

o-xileno 
(15) 

Dioxano 
 

Dioxano 
 

Dioxano 
 

Temperatura 
(oC) 180 180 120 104 104 104 

Tempo de reacção 
(h) 48  48 48 120 144 192 

Resultado Não houve 
formação de 

produto 

Não houve 
formação de 

produto 

Mistura 
complexa 

Reacção 
 incompleta 

Reacção  
incompleta 

Reacção  
incompleta 

Produtos 52/53 

(%) 
---- ---- ---- 25/22 --/64 9/10 

 

3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (52) obtido na forma de filme amarelo com 

um rendimento de 25% utilizando as condições reaccionais 4 (Tabela 5) 
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UV máx(EtOH): 385 (=9680 M-1cm-1). 

IV ῡ máx (filme) cm-1: 3343 (NH), 2957, 2924, 2852 (CH), 1713 (C=O), 1622, 1593, 1512 (C=C), 1171 (C-O), 

666 (C-Br). 

1H RMN  (400 MHz, CDCl3): 7,46 (1 H, d,J5,6 = 8,0 Hz, H-5); 7,17 (2H, J = 8,0 Hz, H-11 e H-15); 6,94 (2H, 

d, J = 8,0 Hz, H-12 e H-14); 6,76 (1H, dl, J6,5 = 8,0 Hz, H-6); 6,75 (1H, sl, H-8); 3,85 (3H, sl, CH3-16); 2,57 

(3H, sl, CH3-9). 



Parte Experimental 

254 

13C-RMN  (100 MHz, CDCl3): 158,5 (C-2); 157,8 (C-8A); 154,1 (C-13); 151,3 (C-4); 149,6 (C-7); 132,5 (C-

10); 126,2 (C-5); 124,8 (C-11 e C-15); 114,9 (C-12 e C-14); 114.3 (C-4A e C-6); 111,9 (C-3); 99,9 (C-8); 

55,6 (C-16) 19,3 (C-19). 

GC-TOF EIMS m/z (int.rel.): 281 [(M+H)-Br]+ (51), 266 [(M+H)-Br-CH3]
+ (50), 251 [(M+H)-Br-

OCH3+H]+(100), 238 [(M+H)-Br-CH3-CO]+, (11), 223 [(M+H)-Br-CH3-CO-CH3]
+ (83). 

 

3-bromo-4-metil-7-(fenilamino)-2H-cromen-2-ona (53) obtido na forma de filme amarelo com um 

rendimento de 22% utilizando as condições reaccionais 4 (Tabela 5) 
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UV máx(EtOH): 384 (=9630 M-1cm-1). 

IV ῡ máx (filme) cm-1: 3305 (NH), 2963 (CH), 1706 (C=O), 1629, 1594, 1523 (C=C), 1261 (C-O), 697 (C-Br). 

1H RMN  (400 MHz, CDCl3): 7,50 (1 H, d, J5,6 = 8,7 Hz, H-5); 7,39 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-12, H-14); 7,22 

(2H, d, J = 7,6 Hz, H-11, H-15); 7,14 (1H, t, J = 7,4 Hz, H-13); 6,91 (1H, dd, J6,5 = 8,7 Hz, J6,8 = 2,1 Hz, H-6); 

6,95 (1H, d, J8,6 = 2,0 Hz, H-8); 2,59 (3H, sl, CH3-9). 

13C-RMN  (100 MHz, CDCl3): 19,3 (C-9); 101,2 (C-8); 108,2 (C-3); 112,4 (C-4A); 112,9 (C-6); 121,0 (C-

11); 121,0 (C-15); 124,0 (C-13); 126,2 (C-5); 129,7 (C-12); 129,7 (C-14); 140,0 (C-10); 147,9 (C-7); 151,2 

(C-4); 153,9 (C-8A); 157,7 (C-2).  

GC-TOF EIMS m/z (int.rel.): 331/329 [M]+ (16:16), 251 [M-Br+H]+(95), 231  (100), 223 [M-Br-CO+H]+ 

(64), 202 (30), 132 (50), 104 (41). 
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II.3.10 Reacção de alquilação de 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona 

(52)  

A uma solução de 3-bromo-7-(4-metoxifenilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (52) (9,6 mg; 0,027 

mmol) em acetonitrilo seco (5 mL) foi adicionado carbonato de césio (17,4 mg; 0,053 mol) e excesso 

de iododecano (36 L; 0,168 mmol). A mistura ficou em agitação durante uma semana a 80 oC. A 

reacção foi seguida por c.c.f. (n-hexano/ acetato de etilo) (4/2) (V/V) e as placas visualizadas a  = 254 

e 366 nm. A mistura reaccional foi filtrada e evaporada sob pressão reduzida tendo sido observada a 

formação de uma mistura complexa.135 

 

II.3.11. Preparação de N-(3-(3-hidroxiprop-1-inil)-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida 

(57)  

 

Procedimento Geral 

A uma solução de N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (55) em solvente seco (10 

mL), adicionou-se base (10 mL) à temperatura de 50 oC. À temperatura de 75 0C foram adicionados o 

catalisador de paládio, o iodeto de cobre CuI e o ligando. Uma hora depois da mistura reaccional ter 

atingido o refluxo juntou-se o prop-2-in-1-ol. A reacção ficou a refluxo, em atmosfera inerte durante 

24 horas sendo seguida por c.c.f. (CHCl3/éter etílico) (6/4) (V/V) e as placas foram visualizadas sob 

radiação UV ( = 366 nm). A mistura reaccional foi evaporada utilizando uma pre-trap. O produto foi 

isolado por cromatografia de coluna em sílica gel (CHCl3/éter 95/5), tendo sido obtida a N-(3-(3-

hidroxiprop-1-inil)-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (57) (Tabela 6). 
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Tabela 6 -Reacções de acoplamento de Sonogashira-Hagihara da N-(3-bromo-4-metil-2-oxo-2H-
cromen-7-il)octanamida (55) com prop-2-in-1-ol utilizando diferentes condições reaccionais. 

Condições 
reaccionais 1 2 3 4 5 6 7 

Material de 
partida 

(mg; mmol) 

(50,0; 0,131) (50,0; 0,131) (100,4; 0,264) (100,4; 0,264) (100,4; 0,264) (100,1; 0,263) (100,1; 0,263) 

Prop-2-in-1-ol 

(L; mmol) 

(12; 0,207) (12; 0,207) (23; 0,395) (57,5; 0,988) (57,5; 0,988) (23; 0,395) (57,5; 0,988) 

Base 
(mL) 

DIPA 
(10) 

DIPA 
(10) 

DIPA 
(10) 

DIPA 
(10) 

DIPA 
(10) 

DIPA 
(10) 

TEA 
(10) 

Catalisador de 
Pd 

(mg; mmol) 

PdCl2(PPh3)2 
(4,6; 0,007) 

PdCl2(PPh3)2 
(4,6; 0,007) 

PdCl2(PPh3)2 
(9,2; 0,013) 

PdCl2(PPh3)2 
(23,1; 0,033) 

Pd(PPh3)4 
(38,1; 0,033) 

PdCl2(PPh3)2 
(23,1; 0,033) 

Pd(PPh3)4 
(38,1; 0,033) 

Co-catalisador 
de Cu 

(mg/mmol) 

CuI 
(2,5; 0,013) 

CuI 
(2,5; 0,013) 

CuI 
(5,0; 0,026) 

CuI 
(12,6; 0,066) 

CuI 
(12,6; 0,066) 

CuI 
(12,6; 0,066) 

CuI 
(12,6; 0,066) 

Ligando 
(mg; mmol) 

PPh3 
(6,9; 0,026) 

PPh3 
(6,9; 0,026) 

PPh3 
(13,8; 0,053) 

PPh3 
(34,5; 0,132) 

PPh3 
(34,5; 0,132) 

PPh3 
(34,5; 0,132) 

PPh3 
(34,5; 0,132) 

Solvente 
(mL) 

DMF 
(4) 

Dioxano 
(10) 

THF 
(10) 

THF 
(10) 

THF 
(10) 

THF 
(10) 

THF 
(10) 

Temperatura 
(oC) 

153 104 90 90 90 90 90 

Tempo de 
reacção 

(h) 

24 24 24  24 24 24 h 24 h 

Resultado --- Reacção 
incompleta 

Reacção 
completa 

Reacção 
completa 

Reacção 
completa 

Reacção 
incompleta 

 Reacção 
incompleta 

Rendimento 

(%) 

--- 12 20 31 40 --- --- 

DIPA-di-isopropilamina;TEA-trietilamina; DMF - dimetilformamida. 

 

N-(3-(3-hidroxiprop-1-inil)-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (57) obtida na forma de filme 

beige com um rendimento de 40% utilizando as condições reaccionais 5 (Tabela 6). 
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IV ῡ máx (filme) cm-1: 3398 (OH), 3314 (NH), 3289 (NH), 2921 (CH), 2853 (CH), 2280 (CC), 1694 (C=O), 

1666 (C=O), 1610 (C=C),1568 (C=C), 1530 (C=C), 1430 (CH), 1167 (C-O). 

1H RMN  (400 MHz, DMSO): 10,33 (1H, sl, NH); 7,76 (1 H, sl, H-8); 7,74 (1H, dl, J5,6 = 8,8 Hz, H-5); 7,48 

(1H, dl, J6,5 = 8,8 Hz, H-6); 2,56 (3H, sl, CH3-9); 2,34 (2H, t, J = 7,3 Hz, CH2-11); 1,59 (2H, m, CH2-12); 1,26 

(8H, m, CH2-13 a CH2-16); 0,84 (3H, m, CH3-17). 
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13C-RMN  (100 MHz, DMSO): 13,9 (C-17); 17,0 (C-9); 22,0 (C-16); 24,8 (C-12); 28,4*(C-14); 28,5*(C-

13); 31,1* (C-15); 36,5 (C-11); 105,1 (C-8); 107,2 (C-3); 114,3 (C-4A); 115,4 (C-6); 126,5 (C-5); 143,0 (C-

7); 154,8 (C-4); 152,4 (C-8A); 158,7 (C-2); 172,1 (C-10).  

GC-TOF EIMS m/z (int.rel.): 355 [M]+ (14), 339 (17), 229 (54), 213 (100), 200 (36), 173 (14). 

II.3.12 Preparação de N-(4-metil-2-oxo-3-(3-oxoprop-1-inil)-2H-cromen-7-il)octanamida (58)  
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Método 1  

A uma solução de dióxido de manganês (327 mg; 3,762 mmol) em diclorometano seco (4 mL) foi 

adicionada uma solução de N-(3-(3-hidroxiprop-1-inil)-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)octanamida (57) 

em diclorometano seco. A mistura reaccional permaneceu com agitação, à temperatura ambiente e em 

atmosfera inerte. A reacção foi seguida por c.c.f. (CHCl3/ éter etílico) (6/4) (V/V) e as placas foram 

visualizadas após pulverização com um spray de DNP (dinitrofenil-hidrazina). Após 3 horas a mistura foi 

filtrada, extraída com diclorometano, seca com sulfato de magnésio e concentrada a pressão 

reduzida,tendo observada a presença do produto pretendido num quantidade vestigial. 

Método 2 

A uma solução do agente oxidante (1,1,1-triacetoxi)-1,1-di-hidro-1,2-benzodioxol-3-(1H)-ona 

(periodinona Dess-Martin) (186,9 mg; 0,437 mmol) em diclorometano seco (2 mL) adicionou-se, à 

temperatura ambiente, uma solução N-(3-(3-hidroxiprop-1-inil)-4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-

il)octanamida (57) (51,7 mg; 0,146 mmol) em diclorometano (8 mL). A reacção prosseguiu à 

temperatura ambiente, em atmosfera inerte durante 20 horas, com agitação. Diluiu-se a mistura 

reaccional com diclorometano e adicionou-se uma solução saturada de NaHCO3 contendo Na2S2O3 (2,5 

g). A mistura ficou em agitação cerca de 5 minutos. As fases foram separadas e a fase aquosa foi 

extraída com diclorometano e éter etílico. A fase orgânica foi seca com sulfato de magnésio e 

evaporada a pressão reduzida. O produto foi isolado por cromatografia em coluna sob pressão de azoto 

em sílica gel desactivada a 10% (CHCl3/éter) (95/5) (V/V), tendo sido obtida a N-(4-metil-2-oxo-3-(3-
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oxoprop-1-inil)-2H-cromen-7-il)octanamida (58) sob a forma de um sólido amorfo amarelo com um 

rendimento de 63,8%. 

IV ῡ máx (KBr) cm-1: 3351 (NH), 2924 (CH), 2853 (CH), 2182 (CC), 1705 (C=O), 1657 (C=O), 1615 

(C=C),1548 (C=C), 1502 (C=C), 1428 (CH), 1166 (C-O). 

1H RMN  (400 MHz, DMSO): 10,47 (1H, sl, NH); 7,85 (1H, dl, J5,6 = 9,2 Hz, H-5); 7,79 (1 H, sl, H-8); 7,50 

(1H, dl, J6,5 = 8,4 Hz, H-6); 2,65 (3H, sl, CH3-9); 2,36 (2H, t, J = 7,4 Hz, CH2-11); 1,58 (2H, m, CH2-12); 1,27 

(8H, m, CH2-13 a CH2-16); 0,85 (3H, m, CH3-17). 

13C-RMN  (100 MHz, DMSO): 172,3 (C-10); 161,3 (C-2); 152,4 (C-8A); 153,5 (C-4); 143,1 (C-7); 127,5 

(C-5); 115,6 (C-6); 114,0 (C-4A); 104,2 (C-3); 105,1 (C-8); 36,2 (C-11); 30,8 (C-15); 28,1*(C-13); 28,3*(C-

14); 24,5 (C-12); 21,7 (C-16); 17,2 (C-9); 13,8 (C-17). 

GC-TOF EIMS m/z (int.rel.): 353 [M]+ (14), 227 [M-C8H14O]+ (100), 199 [M-C8H14O-CO]+ (33), 171 [M-

C8H15O-CO-CO]+ (17). 

 

II.3.13 Reacção de hidrólise de N-(4-metil-2-oxo-3-(3-oxoprop-1-inil)-2H-cromen-7-

il)octanamida (58)  

Método 1 

A uma solução de N-(4-metil-2-oxo-3-(3-oxoprop-1-inil)-2H-cromen-7-il)octanamida (58) (67,4 mg; 

0,191 mmol) em dioxano (19 mL) foi adicionada uma solução de ácido clorídrico 1M (8,7 mL) à 

temperatura ambiente. A reacção foi colocada a refluxo (a 104 oC) durante 4 h. A reacção foi seguida 

por c.c.f. (clorofórmio/éter etílico) (6/4) (V/V) e as placas foram visualizadas a UV (  = 254 e 366 nm). 

A mistura reaccional foi lavada com uma solução de hidrogenocarbonato de sódio saturada (até pH~6) 

e com água tendo sido extraída com acetato de etilo e n-butanol (15 mL 80/20 (V/V)). A fase orgânica 

foi seca e evaporada a pressão reduzida, tendo sido observada a formação de uma mistura complexa. 

Método 2 

A uma solução de N-(4-metil-2-oxo-3-(3-oxoprop-1-inil)-2H-cromen-7-il)octanamida (58) (38,9 mg; 

0,110 mmol) em dioxano (5 mL) foi adicionada uma solução de ácido sulfúrico a 10% (10 mL) à 
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temperatura ambiente. A reacção foi colocada a refluxo (a 104 oC) durante 4 h. A reacção foi seguida 

por c.c.f. (corofórmio/éter etílico) (6/4) (V/V) e as placas foram visualizadas a UV ( =254 e a =360 

nm). A mistura reaccional foi lavada com uma solução de hidrogenocarbonato de sódio saturada (até 

pH~6) e com água tendo sido extraída com acetato de etilo e n-butanol (15 mL 80/20 (V/V)). A fase 

orgânica foi seca e evaporada a pressão reduzida, tendo sido observada a formação de uma mistura 

complexa. 

II.3.14 Tentativa de síntese de ácido (Z)-2-cianopent-2-en-4-óico (61) 

Método 1 

A uma solução de dimetilsulfóxido (575 L; 8,1 mmol) em diclorometano seco (7 mL) foi adicionado 

cloreto de pivaloílo (665 L; 5,4 mmol) em diclorometano seco (5 mL). A mistura reaccional foi 

arrefecida a -80 oC e 15 minutos depois foi adicionada uma solução de prop-2-in-1-ol (155 L; 2,7 

mmol) em diclorometano (2 mL) gota a gota. A mistura reaccional permaneceu a -80 oC e 1 hora 

depois foi adicionada trietilamina (1,88 mL; 13,5 mmol). A mistura ficou em agitação a -80 oC durante 

1 hora e depois foi colocada à temperatura ambiente durante 30 minutos. De seguida foram 

adicionados ácido cianoacético (689 mg; 8,1 mmol) e piperidina (800 L; 8,1 mmol). A mistura 

reaccional foi lavada com solução saturada de bicarbonato de sódio, com solução saturada da cloreto 

de amónia (NH4Cl).e extraída com diclorometano. O produto foi isolado por cromatografia de coluna 

em sílica gel (acetato de etilo/metanol) (V/V)., tendo sido isolado o (E)-3-piperidin-1-il)acrilaldeído (62) 

com um rendimento de 6 %. 
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1H RMN  (400 MHz, CDCl3): 9,06 (1H, d, J1,2 = 8,0 Hz, H-1); 6,98 (1H, d, J3,2 = 12,0 Hz, H-3); 5,22 (1 H, 

dd, J2,3 = 12,0 Hz, J6,5 = 8,0 Hz, H-2); 3,35(2H, sl, CH2-5); 3,26(2H, sl, CH2-9);1,67 (6H, m, CH2-6 a CH2-8). 

13C-RMN  (100 MHz, CDCl3): 189,7 (C-1); 159,4 (C-3); 100,7 (C-2); 55,0 (C-9); 46,3 (C-5); 23,9 (C-6); ); 

23,9 (C-7); ); 23,9 (C-8).  
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Abstract Cycloeucalenone (1) and 24-oxo-31-norcyclo-

artanone (2) obtained from Solanum cernuum Vell. were

assayed to explore their pharmacologic roles. Previous

studies showed that (2) has selective activity against lung

tumor cell line (NCIH460) which expresses high levels of

COX-2, suggesting its role in inflammatory process, and

also a link between chronic inflammation and cancer-

associated process. Dichloromethane crude extract (DCE)

significantly reduced writhing and stretching induced by

0.8 % acetic acid at a dose of 100, 300, and 600 mg/kg, po;

oral administration of different doses of (1) and (2) also

displayed significant analgesic and anti-inflammatory

effects in the writhing acetic acid test (p \ 0.0001).

Selected oral doses of both compounds (100 and 50 mg/kg)

were assayed in the carrageenan-induced paw edema

model. Compound (2) showed significant activity during

the early phase (1.5–6 h) and also in the late phase (48 h)

(p \ 0.01). The anti-nociceptive activity observed for the

compounds (1) and (2) and DCE was found to be related to

the inhibition of different mediators involved in inflam-

mation and nociceptive process. Both compounds decrease

COX-2 protein expression, although only compound (2)

reached a significant response (p \ 0.05 vs control).

However, in vitro Sirtuin 1 activity and TNF-a production

in THP-1 macrophages were not affected.

Keywords Solanum cernuum Vell. �
31-Norcycloartanones � Analgesic � Anti-inflammatory �
COX-2

Introduction

Perhaps because of income limitations, the use of medici-

nal plants by populations in developing countries remains

common, large biodiversity and the resultant availability of

medicinal plants, as well as a long tradition of use, con-

tribute to the popularity of medicinal plant use. The World

Health Organization (WHO) has estimated that *65 % of

the world population uses plant-derived traditional medi-

cines as their primary health care. Plant products also play

an important role in the health care systems of developed

countries (Cragg et al. 2009).

One important example is the Solanum genus (Solana-

ceae family) that is used in a number of cultures. In

addition to their nutritional value, Solanum species are

valued for their medicinal properties (Jain et al. 2011;

Vlachojannis et al. 2010). Solanum cernuum Vell. is a

Brazilian medicinal plant traditionally used in the

L. C. Lopes � M. Kakimore

Programa de Pós-Graduação strictu senso em Ciências
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J. Ávila-Román � V. Motilva (&)

Departamento de Farmacologı́a, Facultad de Farmacia,

Universidad de Sevilla, 41010 Sevilla, Spain

e-mail: motilva@us.es

A. M. Lourenço

REQUIMTE, Departamento de Quı́mica, Faculdade de Ciências

e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa,

2829-516 Caparica, Portugal

Inflammopharmacol (2014) 22:179–185

DOI 10.1007/s10787-013-0182-8 Inflammopharmacology

123



treatment of gastric ulcers, hepatic injuries, skin disorders,

and as anti-tumor, depurative, diuretic, antihemorrhagic

and blennorrhoea agent (Corrêa 1984; Rodrigues and

Carvalho 2001). The leaves are also used as an infusion

with tranquilizing action for cardiac disorders (Lorenzi and

Matos 2000).

Cycloeucalenone (1) and 24-oxo-31-norcycloartanone

(2) are cycloartane triterpenoids and the main constituents

of the dichloromethane extract of S. cernuum Vell. leaves

(Grando et al. 2008). Compound 1 was found in Tinospora

crispa that has been used in traditional medicine in Asia

and Africa for its antipyretic and anti-inflammatory activ-

ities. Cardiotonic effects of compound 1 have been

demonstrated (Kongkathip et al. 2002; Ramı́rez-Cisneros

et al. 2012), and more recently the cardioprotective effects

of T. crispa have been described (Praman et al. 2011).

Despite the established anti-inflammatory properties of

cycloartane triterpenoids (Rajic et al. 2001; Yang et al.

2010) no data have addressed similar effects with com-

pounds 1 and 2.

Cycloeucalenone (1) and 24-oxo-31-norcycloartanone

(2) were tested against human tumor cell lines and 2 was

significantly active and selective against lung tumor cell

line NCI-H460. 1 showed less activity (Grando et al. 2008).

The high expression of cyclooxygenase 2 (COX-2) in the

NCI-H460 cell line documented by Takahashi et al. (2002)

supports the continued study of compounds 1 and 2 in

inflammation and pain associated with inflammatory

process.

In the present work we investigated the pharmacological

properties of the dichloromethane extract of S. cernuum

and of the isolated compounds cycloeucalenone (1) and

24-oxo-31-norcycloartanone (2), in animal models of pain

and inflammation. These studies have been complemented

by in vitro studies.

Materials and methods

Plant material, extraction and isolation

S. cernuum Vell. leaves were collected in Bragança

Paulista (SP, Brazil) in September/2004 and Piracicaba

(Esalq), in August/2009. The voucher specimens (VELL

No 653) are deposited at the herbarium Frei Velloso of the

São Francisco University (SP, Brazil). The oven-dried and

powdered leaves were extracted with dichloromethane by

maceration, providing the dichloromethane crude extract

(6.7 % (w/w)). Cycloeucalenone (1) and 24-oxo-31-nor-

cycloartanone (2) were isolated, purified and identified as

previously described. Both compounds were chromato-

graphically pure which was confirmed by NMR

spectroscopy and specific optical rotation values (Grando

et al. 2008).

Drugs and reagents

The following drugs were used: carrageenan (Sigma-

Aldrich, USA), piroxicam (Pfizer, NY, US), dexametha-

sone (Sigma-Aldrich, US), dimethyl sulfoxide (Synth,

Brazil), tween-80 1 % (Sigma-Aldrich, US), acetic acid

(Sigma-Aldrich, US), phorbol-12-myristate-13-acetate

(PMA, Sigma-Aldrich, US), lipopolysaccharides from

Escherichia coli O26:B6 (LPS, Sigma-Aldrich, US).

Experimental animals

Balb/C mice (20–35 g) obtained from CEMIB-Unicamp

(Brazil) were maintained in a room with controlled tem-

perature 25 ± 2 �C for 12 h light/dark cycle, with free

access to food and water. Animal care, research and animal

sacrifice protocols were in accordance with the principles

and guidelines adopted by the Brazilian College of Animal

Experimentation (COBEA) and approved by the Biology

Institute/UNICAMP-Ethical Committee for Animal

Research.

Acute toxicity

Balb/C and Swiss mice were treated with compounds (1)

and (2) at various doses (10, 30, 100, and 600 mg/kg) by po

and ip routes. Groups were observed for the 4 h after

administration and then daily for 14 days. The following

variables were evaluated: general toxicity signals such as

body weight loss, locomotion, behavior (agitation, leth-

argy), respiration, salivation, tearing eyes, cyanosis and

mortality (Souza-Brito 1994).

Acetic acid writhing assay

The DCE extract, compounds (1) and (2), and vehicle, were

administered po at different dose (DCE 100, 300, and

600 mg/kg; (1) 50, 100, and 200 mg/kg; (2) 10, 50, and

100 mg/kg). Metamizole (200 mg/kg) was administered po

Control (sham group) were administered saline 0.9 %.

Animals were divided into 11 groups of 10 mice, con-

sisting of DCE groups, compound (1), compound (2), each

one with 3 dose of compounds, using metamizole as con-

trol/reference group (one dose), and control-sham group.

Writhing was induced by an ip injection of 0.8 % acetic

acid solution (10 mL/kg), 30 min after treatment. After

acetic acid solution injection, the numbers of writhing

(abdominal constrictions for nociception evaluation) were

cumulatively counted over 15 min. Data represent the

180 L. C. Lopes et al.
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average of the total writhing observed, consortium number

and percentage (Spindola et al. 2010).

Carrageenan-induced rat paw edema

Experiments were designed according to Posadas et al.

(2004) and Nunes et al. (2007) with several modifications

(Vendramini-Costa et al. 2010). Right hind paw basal

volume of Balb/C mice (n = 8/group) was measured using

a plethysmometer (Panlab, Spain) and then were treated as

follows: negative control (vehicle—saline 0.9 %), positive

control (piroxicam—20 mg/kg, po), and experimental

groups (1) (100 mg/kg) and (2) (50 mg/kg), both po route.

After 1 h of treatment, inflammation was induced by

inoculation of 40 ll of carrageenan 2.5 % into the right

hind footpad and edema was determined by the difference

between measured volume and basal volume and evaluated

1.5, 3.0, 4.5, 6.0, 24, 48, and 72 h after carrageenan

inoculation. Results are expressed as variations in time of

the paw edema (mL).

Cytokine TNF-a production and COX-2 expression

in differentiated THP-1 cells

Pro-inflammatory cytokine TNF-a production was

quantified in supernatants from THP-1 differentiated

macrophages from monocytic phase by PMA addition

(200 nM, 24 h). An enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) was made according to the manufacturer’s pro-

tocol (e-Biosciences, Biomol, PA, USA). Cells were

previously stimulated with LPS (1 lg/mL). Dexametha-

sone (3.9 lg/mL) was used as anti-inflammatory control.

Results were expressed as pg/mL of TNF-a produced in

culture supernatants.

For the determination of COX-2 protein expression, first

protein concentration of the homogenate was assayed fol-

lowing Bradford’s colorimetric method. Aliquots of

supernatants containing equal amounts of protein (50 lg)

were separated on 10 % acrylamide gel by sodium dodecyl

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis. In the next

step, the proteins were electrophoretically transferred onto

a nitrocellulose membrane and incubated with specific

primary antibodies: COX-2 (M-19, Santa Cruz Biotech-

nology, CA) at a dilution of 1:1500. Each filter was washed

three times for 15 min and incubated with the secondary

horseradish peroxidase-linked anti-goat (for COX 2) anti-

body (Santa Cruz Biotechnology, CA). To prove equal

loading, the blot was analyzed for b-actin expression using

an anti-b-actin antibody (Sigma-Aldrich, Mo, USA).

Immunodetection was performed using enhanced chemi-

luminescence light detecting kit (SuperSignal West Pico

Chemiluminescent Substrate, Pierce, IL, USA). For the

determination three independent studies were assayed.

Densitometric data were calculated following normaliza-

tion to the control (house-keeping gene). The signals were

analyzed and quantified (ImageJ, Image Analysis

Software).

Sirtuin 1 activity assays

The effect of the compounds (1) and (2) in SIRT1 activity

was monitored by quantifying the variations of the enzyme

activity using the AK555 commercial kit (BIOMOL

International, Plymouth Meeting, PA). The in vitro activity

assay was performed by incubating recombinant human

SIRT1 substrates with NAD? and peptide fluorogenic

acetylated Lys382 p53 at 37 �C, in accordance with tech-

nical instructions. Fluorescence was measured in a

fluorimeter Synergy HT multi-mode microplate reader

(BioTek Instruments) with an excitation wavelength of

360 nm and emission of 460 nm. Resveratrol has been

used as internal control of activation, and nicotinamide and

suramin sodium as inhibitory controls. SIRT1 activity was

estimated after performing a calibration line constructed

with increasing concentrations of fluorescent deacetylated

peptide. Results are expressed in percentage of activity

(%).

Statistical analysis

All values in the figures and text are expressed as

mean ± standard error (SEM) of the mean of n observa-

tions. For the in vitro studies tables are representative of at

least three experiments performed on different experi-

mental conditions. On the acetic acid assay, results were

analyzed by one-way ANOVA followed by Dunnett’s

t test for multiple comparisons; differences in the test- vs

control-values were considered to be statistically signifi-

cant at p B 0.05. In the carrageenan-induced paw edema

differences in the test- vs control-values were considered

to be statistically significant at p B 0.05. *p \ 0.05,

**p \ 0.01, and ***p \ 0.001 following Duncan’s Test.

In in vitro studies (SIRT1 activity and TNF-a production)

p-value \0.05 were considered significant and individual

group means were then compared with Student’s unpaired

t test.

Results

Acute toxicity

No evidence of toxicity was observed 4 h after adminis-

tration of (1) and (2) (10, 30, 100, and 600 mg/kg) by po

and ip routes, as well as during the following 14 days,

when the animals were kept under observation. Therefore,
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the above dosages were considered safe for the following

experiments (data not shown).

Animal studies of anti-nociceptive effect

Table 1 shows results of acetic acid writhing reflex test.

DCE from S. cernuum leaves, (1) and (2) significantly

reduced writhings and stretching induced by 0.8 % acetic

acid at a dose of 100 and 50 mg/kg, respectively. DCE

significantly inhibited the writhing response and was dose

dependent with 61.5 % (p \ 0.05) reduction observed for

300 mg/kg and 74.0 % (p \ 0.001) for 600 mg/kg. Both

compounds show similar activity at dose of 50 mg/kg po

(56.4 and 53 %) and are also dose dependent with 88.3 %

(1) and 63 % with 100 mg/kg (2) respectively. Metamizole

(200 mg/kg/po) had 90.5 % inhibition (Table 1).

Carrageenan-induced edema

From the beginning (1.5 h) to the end of the experiment

(72 h), compound (2), at dose of 50 mg/kg (po) signifi-

cantly inhibited the paw edema induced by carrageenan.

Piroxicam (20 mg/kg), employed as the positive control,

had a similar profile although less effective than 24-oxo-

31-norcycloartanone (2). Both compounds displayed sig-

nificant anti-inflammatory activity during the early phase

of the experiment. Piroxicam partly lost its anti-inflam-

matory properties at the end of the study (72 h), Fig. 1.

After 4.5 h of inflammation induction, (2) was notably

more active than positive control, coinciding with the stage

of COX-2 production and secretion of prostaglandins. Both

(2) and positive control inhibited the second step of

inflammation which occurs between 48 and 72 h after

induction of carrageenan injection, but in contrast to the

positive control, (2) presented inhibitory effect during all

the late phase (after 6 h) (Fig. 1).

COX-2 expression, TNF-a production, and SIRT 1

activity

We examined COX-2 expression by western blotting. Both

compounds reduced the expression of COX-2 identified in

culture supernatants of differentiated macrophages from

the THP-1 monocytic line, and stimulated with LPS (1 lg/

mL), although a significant response was detected with

compound 2 (24-oxo-31-norcycloartanone), p \ 0.05 vs

LPS group (Fig. 2).

Resveratrol, as activation pattern, and nicotinamide and

suramin were used as control of SIRT1 activation and

inhibition respectively. Compounds (1) and (2) failed to

produce a significant change on SIRT1 enzyme activity.

Likewise, the production of the pro-inflammatory cytokine

TNF-a in culture supernatants of THP-1 macrophages did

not show any significant response after the addition of

different compounds (data not shown).

Discussion

The present study showed that oral administration of

dichloromethane crude extract (DCE) fraction of the leaves

of S. cernuum Vell. (300 and 600 mg/kg) produces

analgesic/anti-inflammatory effect as evidenced by the

significant inhibition on writhing by acetic acid. The study

was initiated with an acute toxicity test and revealed lack

of toxicity for both compounds. Cycloeucalenone (1) at

doses of 50, 100 and 200 mg/kg by oral administration, and

24-oxo-31-nor cycloartanone (2) at doses of 50 and

100 mg/kg po, show an important reduction of the number

of contortions. In the paw edema assay, oral 24-oxo-31-nor

cycloartanone (2) showed remarkable anti-inflammatory

activity detected in early stages of inflammation (1.5–6 h)

but also in later periods (48 h).

Table 1 Effect of S. cernuum

Vell. leaves dichloromethane

extract (DCE), cycloeucalenone

(1), 24-oxo-31-

norcycloartanone (2), and

metamizole on writhing induced

by acetic acid

Values expressed as

mean ± SEM * p \ 0.05 and

** p \ 0.01 vs control group

Anova F (4.39) = 22.36

p \ 0.0001. Dunnet test

* p \ 0.05, ** p \ 0.01

Treatment Dose (mg/kg) Via Contortions number (mean ± st) % Inhibition

DCE 100 po 33.8 ± 2.9 38.1

300 21.0 ± 7.4 61.5*

600 14.2 ± 5.4* 74.0*

Cycloeuca-lenone (1) 50 po 23.8 ± 7.3 56.4*

100 4.3 ± 0.8** 88.3**

200 4.1 ± 2.6** 87.7**

24-oxo-31-nor cycloartanone(2) 10 po 34.0 ± 4.8 37.7

50 24.7 ± 2.3* 53.0*

100 5.2 ± 3.3** 63.0*

Metamizole 200 po 5.2 ± 3.3** 90.5**

Control (solution, 0.9 %) 10 mL po 54.6 ± 8.3 0
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The acetic acid writhing test model is a convenient stim-

ulus assay for screening drugs with anti-inflammatory and/or

analgesic activity because the intensity of response depends

on the interaction of several factors (neurotransmitters/neu-

romodulators) that determine nociception (Shafiee et al.

2003). Therefore, this model permitted the evaluation of anti-

nociceptive activity produced by both neurogenic and/or

inflammatory pain, and respond to analgesic substances

possessing the most varied action mechanisms, being sensi-

tive to drugs such as kinin receptor antagonists, opioid

analgesics with central or peripheral action, or aspirin

(Bjorkman et al. 1995; Spindola et al. 2010). The writhing

reduction produced by DCE, cycloeucalenone (1) and

24-oxo-3-norcycloartanone (2) maybe a consequence of an

anti-inflammatory effect or an action on the conduct of pain

signals through the sensory system.

To confirm the anti-inflammatory effects, cycloeucale-

none (1) and 24-oxo-3-norcycloartanone (2) were

evaluated by the carrageenan-induced paw edema model

that has been accepted as a useful tool to study systemic

anti-inflammatory agents. This model in mice has two

distinct phases: the early phase starts immediately after

carrageenan injection and lasts for about 6 h while the late

phase starts after 6 h and ends at about 72 h after carra-

geenan injection, with an inflammatory peak being

observed between 48 and 72 h (Nunes et al. 2007; Posadas

et al. 2004). Serotonin, phospholipase A2 (PLA2), hista-

mine, kinins, arachidonate metabolites (prostaglandins,

leukotrienes) and nitric oxide (NO) are mediators released

in the early phase, while the later phases are suspected to

be arachidonate metabolites producing an edema depen-

dent on mobilization of neutrophils (Pedernera et al. 2010;

Spindola et al. 2010). The acute inflammatory response is

characterized by an increase in vascular permeability and

cellular infiltration leading to edema formation, as a result

of extravasations of fluid and proteins, and accumulation of

leukocytes at the inflammatory site (Posadas et al. 2004).

After inflammatory stimuli, mast cells are stimulated to

produce histamine, which contributes to vasodilatation and

vascular permeability. The inflammatory stimulus also

leads to activation and secretion of mediators that include

bradykinin and arachidonic acid metabolites such as pros-

taglandins and leukotrienes (Penissi et al. 2009).

Compound 2 inhibited all inflammatory phases, effects

that could result from a reduction of synthesis and/or

secretion of mediators in the early inflammatory phase such

as histamine and bradykinin, as well as a downstream

inhibitory effect, interfering with the production of pros-

taglandins and leukotrienes, and subsequently an inhibition

of leukocytes migration. Effectively, the assay of expres-

sion of COX-2 by western blotting demonstrates an

inhibition of 24-oxo-31-nor cycloartanone (2) confirming

that its analgesic and anti-inflammatory effect is COX-2-

dependent. In comparison with positive control (the

NSAID piroxicam) 24-oxo-3-norcycloartanone (2) was

more active in both phases. Other possible explanations

include a late indirect effect on cyclooxygenase activity by

inhibiting leukocytes migration.

Considering the chemical structures of compounds 1 and

2 the difference is located at the side chain of the triterp-

enoids (Fig. 3). The presence of an electron donor, the

oxygen atom, in 2 could be the basis of the behavior of this

compound in the carrageenan model assay. NAD-depen-

dent protein deacetylase enzymes, Sirtuines (SIRT), are

emerging as a novel molecular link between aging and

various pathologies including those with an immune
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Fig. 1 Effect of cycloeucalenone (1) and 24-oxo-31-norcycloarta-

none (2) on carrageenan-induced paw edema expressed as paw edema

(mL) per time after inflammation induction. Mice were treated po

with cycloeucalenone (100 mg/kg) (1), 24-oxo-31-norcycloartanone

(2) (50 mg/kg), saline 0.9 % or piroxicam (20 mg/kg), 1 h before

intraplantar carrageenan 2.5 % injection. Paw edema was evaluated in

plethysmometer 1.5, 3, 4.5, 6, 24, 48, and 72 h after inflammation

induction. *p \ 0.05, **p \ 0.01, and ***p \ 0.001 Duncan’s test,

statistically different from the group treated with vehicle. ANOVA,

p \ 0.01

Fig. 2 COX-2 protein expression in THP-1 stimulated cells. Immu-

nodetection was performed using enhanced chemiluminescence light

detecting kit. T de Stuent. *p \ 0,05 vs control; ?p \ 0.05 vs LPS

group
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component. The SIRT family comprises seven members

(SIRT1 to SIRT7); in mammals SIRT1 affects cell survival

and proliferation, lifespan, and inflammation through the

deacetylation of proteins involved in these processes.

Based on this knowledge, evidence suggests a role of

SIRT1 in controlling the expression of several inflamma-

tory mediators (Yoshizaki et al. 2009; Yoshizaki et al.

2010). Several recent reports have established the sirtuin-

dependent deacetylation of several transcription factors and

specifically have demonstrated a role of SIRT1 in the

deacetylation of the nuclear factor NF-jB. NF-jB can in

turn regulate the expression of many genes involved in

cytokines, including TNF-a, and many other regulators of

an inflammation process (Ghosh and Hayden 2008; Yeung

et al. 2004). There are many products of natural origin that

can regulate the SIRT function, including those of terpe-

noids structure (Dao et al. 2010; Kang et al. 2010).

Although the cycloartane triterpenoids from S. cernuum,

cycloeucalenone (1) and 24-oxo-31-norcycloartanone (2),

have demonstrated their anticancer and anti-inflammatory

properties, these responses are not related to direct acti-

vation of SIRT1. These results could also partly explain the

lack of response in the cytokine TNF-a production.

In the present study DCE and the isolated cycloartane

triterpenoids showed analgesic activities as evidenced by

its significant inhibition on writhing by acetic acid. Some

doses of oral cycloeucalenone (1) and 24-oxo-3-norcyclo-

artanone (2) were also evaluated in carrageenan-induced

paw edema, a useful tool to study systemic anti-inflam-

matory agents. The results established an anti-

inflammatory activity of 24-oxo-31-nor cycloartanone (2)

detected in early stages but also in later periods of

inflammation. These results justify the ethnomedical

claims. However, more investigations are required for a

complete understanding of the mechanism of action.
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Cernumidine and isocernumidine were identified in the ethanol extract of the leaves of Solanum cernuum
Vell. together with four known phenolic compounds. The alkaloids have a natural (2-aminopyrrolidin-1-
yl)carboxamidine alkaloidal base acylated with isoferulic (3-hydroxy-4-methoxycinnamic) acid with Z
and E configurations, respectively. The structures were elucidated on the basis of 1D- and 2D-NMR data
and the structure of cernumidine was confirmed by X-ray analysis. Cernumidine displayed inhibition of
interleukin-8 production by HT-29 colon carcinoma cells. This fact could orient further research in gastric
cancer prevention and treatment.

� 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
Two new alkaloids named cernumidine (1) and isocernumidine Compound 1 was isolated as a white amorphous solid. The

(2) with a (2-aminopyrrolidin-1-yl)carboxamidine unit condensed
in amide form with E or Z isoferulic acids [E/Z-3-(3-hydroxy-4-
methoxyphenyl)propenoic acid], respectively, were identified in
95% ethanol extract of the dried leaves of Solanum cernuum Vell.,
along with three flavonoid glycosides and caffeic acid.1 These com-
pounds manifested similar polarity under the chromatographic
conditions used. The known phenolic compounds included hyper-
in,2 quercitrin,3 and afzelin.4
2

1
2

1'

2'
4'

5'

3'

        Cernumidine (1)

ll rights reserved.

renço).
HRESIMS showed m/z 305.1607 [M+H]+ in accordance with the
molecular formula C15H20N4O3.5 The IR spectrum exhibited maxi-
mum absorption characteristics of amine, hydroxyl, amide, and
aromatic ring moieties. The 1H NMR spectrum (Table 1) showed
the typical pattern for a 3,4-disubstituted cinnamic acid derivative,
with signals for the trans-disubstituted olefin of the propenoid
fragment at dH 7.52 (d, J = 15.6 Hz, H-3) and dH 6.45 (d, J =
15.6 Hz, H-2) accompanied by those for the ABX (1,2,4-trisubsti-
 

2
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Table 1
NMR spectroscopic data of 1 and 2 (dH and dC in CD3ODa and DMSO-d6,b J in Hz)c

Position 1a 1b 2a

dH dC dH dC dH dC

1 170.0 167.2 171.1
2 6.45 d (15.6) 117.6 6.42 d (15.6) 117.2 5.81 d (12.6) 120.6
3 7.52 d (15.6) 144.4 7.42 d (15.6) 141.8 6.68 d (12.6) 140.9
4 129.0 127.1 129.4
5 7.05 br s 114.6 6.99 br s 113.5 7.08 d (1.9) 117.4
6 148.0 149.8 147.1
7 151.3 146.8 150.0
8 6.92 d (8.3) 112.5 6.95 d (8.0) 112.1 6.82 d (8.4) 111.9
9 7.01 dd (8.3, 1.2) 122.7 7.00 d (8.1) 120.9 6.91 dd (8.3, 1.8) 123.7
10 5.78 d (5.2) 65.4 5.65 m 63.6 5.68 d (6.2) 65.3
20A
20B

2.30 m
2.03 m

33.4 2.18 m
2.04 m

32.0 2.20 m
2.11 m

33.0

30A
30B

2.30 m
2.14 m

23.7 2.18 m
1.90 m

22.4 2.20 m
2.05 br s

23.7

40A
40B

3.57 m
3.40 m

48.1 3.44 m
3.31 m

47.0 3.44 m
3.33 m

48.2

50 156.7 156.7
OCH3-7 3.86 s 56.4 3.79 s 154.6 3.80 br s 56.4
CON-H 9.05 d (8.2)
Ar-OH 9.27 br s

c Assignments were confirmed from the 1H–1H COSY, HMQC, HMBC, and irradiation experiments. 1H RMN and 13C NMR data were measured at 400 MHz and 100.5 MHz.

Figure 1. X-ray crystal structure of cernumidine (1).
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tuted) aromatic system at dH 7.05 (br s, H-5), 7.01 (dd, J = 8.3,
1.2 Hz, H-9) and 6.92 (d, J = 8.3 Hz, H-8). A methoxy signal ob-
served at dH 3.86 (s, OCH3-7) was assigned at the para position
on the basis of heteronuclear 2D NMR correlations. The methyl
protons of the methoxyl group are correlated in HMBC with carbon
C-7 (d 151.3 ppm) (Table 1) that in turn correlates with both H-5 (d
7.05 ppm) and H-9 (d 7.01 ppm). These couplings are in agreement
with the position of the methoxyl group at C-7. From the HMQC
spectrum the direct assignments of signals for C-2 (dC 117.6), C-3
(dC 144.4), C-5 (dC 114.6), C-8 (dC 112.5), C-9 (dC 122.7), and
OCH3-7 (dC 56.4) were possible. The assignments were confirmed
by the HMBC spectrum and the three non-protonated aromatic
carbon atoms were also unequivocally assigned by their correla-
tions (see Supplementary data). Two other signals present in the
HMBC spectrum correlate the H-2 and H-3 protons with the car-
bonyl carbon atom C-1 (dC 170.0). This chemical shift value for a
carbonyl group was in agreement with the frequency for the
absorption band of the amide carbonyl in the IR spectrum (mmax

1653 cm�1). All these facts and assignments supported the pres-
ence of a trans-isoferuloyl moiety as the acyl part of the aforemen-
tioned amide group. The remaining signals of the 13C NMR
spectrum corresponded to one non-protonated carbon atom, one
methine, and three methylene carbon atoms as indicated by DEPT
experiment. The signal associated with the non-protonated carbon
atom appeared at dC 156.7, (C-50) and is characteristic for a carbon
atom of the guanidine group, whose presence was also supported
by the positive test with the Sakaguchi reagent.6 In the HMQC
spectrum the methine (dC 65.4, C-10) presented its corresponding
proton signal at dH 5.78 (d, J = 5.2 Hz) that, in the HMBC spectrum,
correlated with that of C-1 and with all the three methylene car-
bons, thus supporting its location in a pyrrolidine heterocycle con-
nected to the nitrogen of the amide group. The pyrrolidine nitrogen
should then be attached to the remaining atoms of the structure, a
formamidine fragment, thus configuring the guanidine moiety. The
HMQC data, and the HMBC correlations allowed the assignment of
the pyrrolidine nucleus (see Supplementary data). For double con-
firmation of the proposed N-(2-pyrrolidinyl)isoferulamide sub-
structure, further 1H NMR irradiation experiments were
performed. Irradiation of the signal at dH 2.30 (H-20A and H-30A)
clearly simplified all the other ring proton signals. The
most notorious modification was observed for the H-10signal,
which became a singlet, denoting the coupling with H-20A.
Similarly, irradiation at dH 5.78 only affected the signal at dH

2.30. Irradiation at dH 3.57 and dH 3.40 (H-40A and H-40B) simplified
the signal at dH 2.30 assigned to H-20A and H-30A. Irradiation at dH

2.14 and dH 2.03 (H-30B and H-20B) simplified the multiplet at dH

2.30 (H-20A and H-30A). These and other changes observed under
double irradiation experiments over the 1H NMR spectrum of (1)
also supported the above mentioned assignments.

To assure the coupling between H-10 and the amide proton, the
1H NMR spectrum was run in DMSO-d6. In such conditions the 1H
NMR spectrum presented two additional signals at dH 9.27 (br s)
and dH 9.05 (d, J = 8.2 Hz). Irradiation at dH 9.05 simplified the sig-
nal at dH 5.65 (m, H-10) and irradiation of the latter changed the
former signal into a singlet, signifying that the doublet was due
to the coupling of the N-H amide with H-10. Irradiation at dH 9.27
failed to cause any change in the spectrum, indicating that this sig-
nal should correspond to the phenolic hydroxyl group of the isof-
eruloyl moiety. These data together with the cross-peaks
observed in the 1H–1H COSY spectrum led to the assignment of
structure 1 for cernumidine as (E)-N-(1-carbamimidoylpyrrolidin-
2-yl)isoferulamide. The proposed structure for cernumidine (1)
was confirmed by X-ray diffraction analysis (see Fig. 1).5

Cernumidine (1) showed a positive specific optical rotation,
½a�20

D +10.9 (c 0.84, MeOH), and the X-ray analysis revealed the exis-
tence of a racemic entity. This behavior is known, as discussed by
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Figure 2. Inhibitory effects of cernumidine (1) on IL-8 production in HT-29 cells.
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Flack and Bernardinelli.7 It is considered that the sample of cernu-
midine (1) is a mixture of enantiomers with a small enantiomeric
excess of the dextro form and for that it displays a positive optical
rotation value.

In these alkaloids the aminal between the nitrogens of the
amide and the guanidine is unstable so that it is possible that isom-
erisation of the chiral center occurred during crystallization. To
prove the reactivity of the aminal the 1H NMR spectrum of cernu-
midine (1) was registered in D2O with the addition of a minute
amount of DCl. After 1 h at 60 �C there was a significant decrease
of intensity in the methine H-10signal (d 5.78, d, J = 5.2 Hz). This
can be explained by the formation of an acylimine that could lead
to racemization.

Isocernumidine (2) was isolated as a colorless oil. The ESI-TOF-
MS showed m/z 304.1531 [M]+.8 From comparative analysis of 1H
and 13C NMR data of both the compounds 1 and 2, the main differ-
ences observed corresponded to the olefin related resonances,
which for compound 2 was consistent with the Z configuration:
dH 6.68 (d, J = 12.6 Hz, H-3), dH 5.81 (d, J = 12.6 Hz, H-2), dC 140.9
(C-3), and dC 120.6 (C-2). The occurrence of E/Z isomerism in natu-
ral cinnamoyl structures is common9 and the observed coupling
constants at the protons H-2 and H-3 for both compounds, also
support theE and Z configuration for 1 and 2. All the assignments
of 1H and 13C NMR data were similarly made by HMQC and HMBC
analyses in comparison with compound 1. This resulted in the
structure of (Z)-N-(1-carbamimidoylpyrrolidin-2-yl)isoferulamide
for isocernumidine (2) (see Supplementary data).

The structures of cernumidine (1) and isocernumidine (2) are
quite unexpected in light of known hydrocinnamic acid amides
of natural guanidines, and their formation in vivo should be
understood. From the biosynthetic point of view the route to cer-
numidines is intriguing due to the presence of the 2-aminopyrroli-
din-1-ylcarboxamidine unit that has never been reported to be
associated with these types of cinnamic amide structures. Relating
to the 3-hydroxy-4-methoxyphenylpropanoid (isoferulic) frag-
ment, its presence is common in flavonoid and quinic acid glyco-
sides, acylated alkaloids, and other types of natural compounds
and would probably be formed through 4-O-methylation of caffeic
acid. Hydrocinnamic acid amides are often formed by the conden-
sation of hydroxycinnamoyl-CoA thioesters with phenylethylam-
ines or polyamides.10 The condensation of coumaroyl and
feruloyl analogs with agmatine is also known to occur.10–13 The
oxidative deamination of arginine to 2-oxoarginine followed by
decarboxylation through a well established pathway leads to 4-
guanidylbutanal, the probable intermediate for the biosynthesis
of a number of cyclic guanidine (pyrrolidinylcarboxamidine) alka-
loids. Nevertheless, the presence of the amino group at position C-
2 of the resulting pyrrolidinecarboxamidine, present in the cernu-
midines cannot easily be explained on such basis. Consequently, in
order to explain such different structural arrangement, we propose
the complementary biosynthetic route depicted in Scheme 1, in
which an alternate route (broken arrow) to 4-guanidylbutanal is
also presented. In the new sequence C-oxidation/dehydration of
agmatine would lead to the intermediate guanidylbutylimine
shown, which could cyclize to the 2-aminopyrrolidine derivative
named cyclo agmatine in the scheme. Cyclo agmatine would be
stabilized by acylation with E- or Z-isoferuloyl-CoA to produce cer-
numidine (1) and isocernumidine (2), respectively. According to
this scheme the imine intermediate or its C-oxidized precursor
could directly lead to 4-guanidylbutanal and then to 4-guanidylb-
utanoic acid and GABA.

Representative compounds such as feruloyl- and 4-coumaroyl
derivatives of tyramine and octopamine have been found in Sola-
num species such as Solanum tuberosum and Solanum melongena.14

Compounds that possess a hydroxycynammic acid condensed
through an amide and are containing a guanidine function, display
pharmacologic properties such as antifungal,15 and hypotensive
activities.10 One of the purposes of our work is to search for anti-
inflammatory and anticancer agents. In the present study, we ex-
plored the anti-inflammatory action and the potential carcinoge-
nicity activity of a new guanidine alkaloid that was found in S.
cernuum Vell. This Solanaceae is endemic to Brazil and grows spon-
taneously in the states of Rio de Janeiro and Minas Gerais, and
plays an important role in traditional medicine of the Brazilian
states where it grows. Infusions of the aerial parts of S. cernuum
Vell. are used in the treatment of gastric ulcers, liver injuries, and
skin infections and also as antitumour, depurative, diuretic, anti-
hemorrhagic, and antiblennorrhagic agents.16,17,1

Among other experimental studies, the action of cernumidine
(1) was evaluated in the production of the proinflammatory che-
mokine interleukin-8 (IL-8), by HT-29 colon carcinoma cells,
whose expression is primarily regulated through NFjB-mediated
transcriptional activity.18 The induction of IL-8 activates multiple
signaling pathways whose consequences are the promotion of
angiogenic responses, increase of proliferation, and survival of can-
cer cells and potentiates metastatic migration (see review 19).
Therefore, inhibiting the production of IL-8, or its signaling effects,
may constitute a significant therapeutic intervention by targeting
the tumor microenvironment. Interestingly, the in vitro experi-
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ments on colorectal carcinoma cells (HT-29) demonstrated that the
presence of cernumidine (1) decreased the generation of IL-8 in a
concentration dependent manner attaining up to 50% reduction
at a 50 lM concentration (Fig. 2). However, in macrophages THP-
1 cells, cernumidine (1) failed to inhibit TNF-a production and
showed no appreciable activity as an electron or radical scavenger.

Potential carcinogenicity prevention of the cernumidines was
assayed through the evaluation of regulation of sirtuin-1 (SIRT1)
enzyme activity.20 SIRT1 has been suggested to play a role in
tumorigenesis, although its pleiotropic effects during cancer devel-
opment suggest a rationale for the use of SIRT1 activators and
inhibitors in the prevention and treatment of colon cancer.21,22

Cernumidine (1) and isocernumidine (2) failed to produce a signif-
icant change on SIRT1 enzyme activity in our assays.

Cernumidine (1) was also tested in vitro against Gram+ and
Gram- bacteria (Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis, Entero-
coccus faecalis, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Esche-
richia coli, Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa), and for
antineoplastic cytotoxicity against ten cancer cell lines (U251,
glioma; UACC-62, melanoma; MCF-7, breast; NCI-ADR/RES, ovary;
768-0, kidney; NCI-H460, lung; PC-3, prostate, OVCAR-3, ovary;
HT-29, colon, and K562, leukemia cells). Both antimicrobial and
antineoplastic cytotoxicity studies gave negligible results.

From the structural point of view the guanidine subunit can be
responsible for hydrogen bond mediated interactions due to its sig-
nificant basic character. The guanidine function of cernumidine (1)
and isocernumidine (2) can be more basic due to the alkylene sub-
stitution. Nevertheless, this structural feature does not seem to
have a relevant influence on the bioactivity of cernumidine. The
biological importance of cernumidines for the producing plant spe-
cies is still unknown, however, the fact that these substances do
not significantly influence most of the functions involved in the
above mentioned assays, can be a valuable property for a potential
selective application considering the compound role over IL-8 gen-
eration. This understanding is underlying our ongoing medicinal
chemical studies on cernumidines as lead compounds.
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