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RESUMO

Flavonoides e cumarinas sdo definidos como classes de metabolitos
especializados, presentes em plantas de diferentes familias. A relevancia do estudo com
flavonoides e cumarinas se deve ao fato de que compostos destas classes apresentam
diferentes atividades bioldgicas e farmacologicas. A diversidade e quantidade de estudos
publicados anualmente com ambas as classes de compostos corroboram a importancia
cientifica destes polifendis. Com o intuito de ampliar o conhecimento e contribuir com a
literatura especializada, nesta tese de doutorado ¢ proposta a sintese de novos derivados
¢ésteres de cumarinas, assim como o desenvolvimento de nova metodologia de obtencao
de flavonoides, em especial chalconas e neoflavonoides, para posterior investigagdo de
suas propriedades farmacologicas. Assim, a partir da reacao de Steglich adaptada segundo
parametros da Quimica Verde foram preparados quinze (15) ésteres cumarinicos, com
rendimentos que variaram entre 15 e 93%. Desse total, dez (10) foram sintetizados pela
primeira vez. Os derivados de cumarinas foram avaliados pelo potencial citotoxico e
antimicrobiano. Foram também preparados dez (10) compostos da classe de flavonoides,
em estudo de reatividade de fenois frente ao acido cinamico na presenca de trifluoreto de
boro eterato. Este estudo permitiu a obtengao de chalconas, flavanona e neoflavonoides,
resultantes das diferencas estruturais dos substratos. Os rendimentos nestas sinteses

variaram entre 10 e 67%.

Palavras-chave: Sintese Organica; Flavonoides; Chalconas; Neoflavonoides;

Cumarinas.



ABSTRACT

Flavonoids and coumarins are classes of specialized metabolites present in plants
from different families. The relevance of studies concerning flavonoids and coumarins is
due to the fact that these compounds present considerable biological and pharmacological
activities. The diversity of studies published annually focused on both compound classes
corroborate their scientific importance. In order to expand knowledge and contribute to
the specialized literature, this Ph.D. thesis proposes the synthesis of new ester derivatives
of coumarins, as well as the development of a new methodology for obtaining flavonoids,
especially chalcones and neoflavonoids, for further investigation on their
pharmacological properties. Employing Steglich reaction with greener conditions, it was
prepared fifteen (15) coumarin esters, with yields between 15% and 93%. Ten (10) of
them were synthesized for the first time. Coumarin derivatives were evaluated on their
cytotoxic and antimicrobial potential. In addition, ten (10) compounds from the class of
flavonoids were prepared in a study of different reactivity of phenols with cinnamoyl
chloride in the presence of boron trifluoride etherate. This study allowed access to
chalcones, flavanone, and neoflavonoids from the structural differences of substrates.

Yields in this synthesis varied between 10 and 67%.

Keywords: Organic synthesis; flavonoids; chalcones; neoflavonoids; coumarins.
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INTRODUCAO GERAL

Por milénios, a Natureza tem provido incontdveis compostos quimicos
decorrentes de processos evolucionarios e de adaptacao ambiental. A diversidade quimica
e composi¢do destes compostos em plantas, microrganismos e animais variam de acordo
com as espécies, ¢ dao forma a pluralidade de vida. A relagdo do ser humano com a
Natureza nao ¢ moderna, de tal maneira que o uso de plantas comegou nas antigas
civilizagdes, por volta de 2600 a.C., e até os dias atuais sdo utilizados pelos principios
terapéuticos e nutricionais. A Quimica dos Produtos Naturais ¢ um campo de pesquisa
focado no estudo destas pequenas moléculas, que devem possuir essencialmente massas
moleculares menores que 3000 Da, também denominados metabolitos especializados
(CHEVRETTE et al., 2020; LI; LOU; QI, 2022). Neste cendrio, ainda existe muito
interesse na descoberta e prospec¢do dos metabolitos devido a grande diversidade

estrutural e pelo potencial na saude humana.

A quimica moderna de isolamento de produtos naturais teve inicio com a obtengao
da morfina a partir do 6pio (Papaver somniferum, Papaveraceae) em 1806, inaugurando
uma nova era de estudos sobre a composi¢ao quimica das plantas. Existem inimeros tipos
de metabolitos, produzidos por processos quimicos em cadeia formados a partir de um
precursor. Estes processos sdo denominados rotas biossintéticas. Conforme apresentado
na Figura 1, trés grandes grupos compdem os metabolitos especializados: os fendlicos,

terpenos e os compostos contendo nitrogénio (TWALJ; HASAN, 2022).

Figura 1: Grupos de metabdlitos especializados

Metabodlitos Especializados

Terpenos Fenolicos Nitrogenados
Monoterpenos Cumarinas Alcaloides
Sesquiterpenos igninas Glicosideos cianogénicos
Diterpenos lavonoides Aminoacidos
Triterpenos aninos

No meio natural, os metabolitos especializados sdo responsaveis por modular as

interagdes entre espécies, atuando na comunicacao, defesa, regulacdo e evolugcdo de um
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organismo. Quando isolados, podem apresentar propriedades biologicas com interesse
humano, tais como anti-inflamatoria, anticancer, antimicrobiana e inibidora enzimatica,
por exemplo. Portanto, a pesquisa na area da Quimica dos Produtos Naturais contempla
uma parte importante da ciéncia, pois estuda a composi¢do quimica de amostras
biologicas, as rotas biossintéticas, a correlacao entre a diversidade bioldgica de plantas e
microrganismos com a diversidade quimica dos metabolitos por eles produzidos, e as

propriedades destes metabolitos (CRAWFORD; TANG; HERZON, 2021).

A arte de construir moléculas € outro topico importante da ciéncia quimica. A
Sintese Organica ¢ uma area de investigacao cujo proposito ¢ criar e preparar substancias
cujo elemento majoritario seja carbono. As estratégias e tecnologias para este fim tém
crescido nos ultimos anos, € novos compostos organicos sdo comumente reportados na
literatura, com finalidades diversas, que variam desde a aplicacdo como farmacos (ou
candidatos a farmacos), pigmentos, cosméticos, agroquimicos € como materiais
tecnologicos. Fazem parte da pesquisa em Sintese Organica investigar a reatividade de
uma estrutura quimica, descobrir ou criar metodologias, propor novos padrdes de
arquitetura molecular, investigar aplicacdes para os produtos, melhorar eficiéncia de

reacdo e otimizar parametros econdmicos e de sustentabilidade (NICOLAOU, 2004).

Devido as caracteristicas de diversidade quimica e potencial biologico, os
produtos naturais sao ponto de partida na grande maioria das rotas de sintese quimica que
almejam obter andlogos ou derivados. A sintese de produtos naturais engloba
conhecimentos das areas de Sintese Organica e Produtos Naturais, com inicio marcado
pela sintese da ureia por Friedrich Wohler em 1828. Atualmente, os estudos em sintese
total ou parcial — também conhecida como semissintese — possuem grandes aplicacdes,
reforcando a ideia de que ndo somente a Natureza pode fornecer compostos com

diversidade e complexidade estrutural, e propriedades eficientes (MAIER, 2015).

Fato interessante que favorece a sintese dos produtos naturais em detrimento da
sua prospeccao € que o processo de isolamento depende da disponibilidade da fonte, das
concentragdes dos compostos e da variabilidade por questdes sazonais e de agdo humana
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Esta relacdo permitiu que a sintese organica
contribuisse para o advento das industrias farmacéuticas (NICOLAOU, 2014).

O fim do século passado foi marcado por avangos expressivos no

desenvolvimento de novas metodologias sintéticas, com mais elegancia, praticidade e



eficiéncia. Cientistas renomados na area da Quimica Organica ja foram laureados com o
prémio Nobel, por seus estudos em Sintese Organica e em Produtos Naturais. Alguns
deles sdo: Hermann Emil Fischer (1902 — sintese de purina e agucar), Hans Fischer (1930
—estudos com hemina e clorofila), Sir Robert Robinson (1947 — estudos focados em
alcaloides), Robert Burns Woodward (1965 — sintese organica), Elias James Corey (1900
— sintese organica), Richard F. Heck, Ei-ichi Negishi e Akira Suzuki (2010 — reagdes de
acoplamento cruzado catalisadas por paladio), Carolyn R. Bertozzi, Morten Meldal e K.
Barry Sharpless (2022 — quimica click) (NOBEL PRIZE, 2023). O Brasil tem contribuido
expressivamente com a sintese de produtos naturais, € em quase meio século de bastante
produtividade, compostos como B-metileno-y-spirolactona (1, 1978), policitrina A (2,
2013) e (-)-aporfina (3, 2015) foram preparados por cientistas brasileiros (VICTOR,
2017).

Figura 2: Estruturas de produtos naturais preparados por sintese total no Brasil
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Se o passado rendeu inumeros reconhecimentos aos estudos em Quimica
Organica, o futuro ainda segue bastante promissor. Em levantamento bibliografico atual,
alguns dos conceitos mais amplamente estudados na Sintese Organica (ou relacionados a
area) sdo: sintese regiosseletiva, ativacdo de ligagdo carbono-hidrogénio, reagdes de
ciclizagdo, formagao de compostos heterociclicos fundidos (moléculas hibridas), sintese
one-pot, materiais fluorescentes, catalise, estrutura molecular, cristalinidade, adsorc¢ao,
relagdo estrutura-atividade, molecular docking, agentes antibacterianos e citotoxicidade.
Topicos emergentes em Quimica Organica, sugeridos pelo mesmo levantamento sdo:

catalise enzimatica, fotocatalise e Quimica Verde (YUE et al., 2023).

Neste contexto, a filosofia da Quimica Verde, também conhecida como Quimica
limpa, estabelece principios que devem ser seguidos pela comunidade cientifica, regendo
0s novos projetos de pesquisa em Sintese Organica e em Produtos Naturais, bem como
em atividades de ensino ou quaisquer experimentos na area da Quimica, em respeito ao

meio ambiente. Alguns destes principios orientam que: se deve prevenir a formagao de



residuos, os métodos sintéticos devem ter méxima economia atOmica, 0s reagentes e
produtos devem possuir baixa toxicidade a vida humana e ao ambiente, e as metodologias
devem possuir poucas etapas (POLIAKOFF et al., 2002; SILVA; LACERDA; JUNIOR,
2005).

Como tema em moda na Quimica Organica, as moléculas hibridas surgem como
conceito inovador de combinar parcial ou totalmente estruturas de moléculas a fim de
serem criadas entidades quimicas com novas ou melhores propriedades (MEUNIER,
2008). Produtos naturais formados por duas subestruturas idénticas também sao
considerados compostos hibridos, por exemplo, um biflavonoide (Figura 3A). Em termos
de estrutura quimica, moléculas hibridas podem ser classificadas em dois grupos

(MAIER, 2015):

e Formadas por unidades completas — Figura 3B (SUMA et al., 2020)
e Formadas por fragmentos — Figura 3C (WEI; RUAN; ZHANG, 2016)

Figura 3: compostos hibridos classificados por estrutura quimica
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Em termos de modo de acdo, as categorias para moléculas hibridas com potenciais
atividades bioldgicas sao (MAIER, 2015): ambas as partes possuem o mesmo alvo (ndo
necessariamente o mesmo sitio ativo — Figura 4A); cada parte possui alvos distintos
(Figura 4B); ambas as partes se ligam ao mesmo alvo via sitios relativamente proximos

(Figura 4C).

Figura 4: Categorias de moléculas hibridas segundo modos de acdo
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DELIMITACAO DO TEMA

O projeto inicial de pesquisa para o doutoramento do autor deste manuscrito
incluia a sintese de compostos inéditos bioativos, o isolamento de compostos organicos a
partir de materiais vegetais, a formacao de derivados destes produtos naturais ¢ a
constru¢do de moléculas hibridas por sintese quimica. No entanto, o tempo foi fator
delimitador para execu¢do do que foi inicialmente planejado, sobretudo a medida de
isolamento social, imposta por autoridades médicas e politicas, no periodo da pandemia
do COVID-19, que impediu, por 18 meses, o acesso as dependéncias do Instituto de
Quimica da Universidade Federal da Bahia, onde se encontra o laboratério do Grupo de

Pesquisa em Produtos Naturais — GPPN.

A proposta de pesquisa em sintese de compostos bioativos se concentra em
flavonoides e cumarinas, classes de produtos naturais pertencentes ao grupo dos
fenolicos, conforme mostrado na Figura 1. Apesar de serem facilmente encontradas na
Natureza, a sintese destes compostos € relativamente facil, econdmica e acessivel. Ambos
sdo de estrutura heterociclica, e associados com diversos efeitos benéficos a saude
humana, incluindo reducdo de cancer, diabetes, doencas cardiovasculares ¢ cerebrais.
Estas propriedades estdo relacionadas ao potencial de interagdo com diversas enzimas

envolvidas nos processos das doencas (BORGES BUBOLS et al., 2013).

Faz parte também do escopo de pesquisa a proposta sintética de moléculas
hibridas, combinando classes distintas de compostos. A partir de cumarinas, planeja-se
obter hibridos com a tacrina. Cumarinas podem também ser precursores de novos
derivados denominados benzoxazinas. Foi proposta também a modificacdo estrutural de
chalcona sintética com diversos grupos funcionais. Planeja-se também explorar a
composi¢do quimica das folhas de Tapirira guianensis (Anacardiaceae). A Figura 5 a
seguir descreve resumidamente o planejamento para a pesquisa desenvolvida ao longo

dos ultimos quatro anos.



Figura 5: Projetos de pesquisa elaborados para o periodo de doutoramento
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Apesar de ndo ter sido possivel concluir todos os subprojetos propostos, até o
presente momento, pelo fato de que a etapa experimental da pesquisa de doutorado iniciou

em setembro de 2021, foram alcangados os resultados apresentados nos capitulos a seguir:

e O capitulo 1 desta tese de doutorado apresenta o planejamento, resultados e
discussao da sintese de novos ésteres cumarinicos, preparados por uma
metodologia de reagdo mais bem adaptada aos principios da Quimica Verde. Os
produtos obtidos foram investigados em estudos de citotoxicidade e de potencial
antibacteriano.

e O capitulo 2 contempla o estudo de uma metodologia para sintese de chalconas e

neoflavonoides, que fazem parte da classe dos flavonoides.
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CAPITULO 1

Sintese de novos ésteres cumarinicos via reagcdo de Steglich mais verde
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FUNDAMENTACAO TEORICA

Cumarina ¢ o nome dado a classe de substancias que apresentam em sua estrutura
um nucleo pirona fundido ao anel benzeno. De modo mais especifico, as cumarinas sdo
também denominadas como sistema benzo a-pirona. Segundo a Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), a versdao mais atual da nomenclatura do esqueleto
cumarinico ¢ 2H-cromen-2-ona. Por ser um éster ciclico (lactona) em um nucleo
aromatico, as cumarinas possuem versatilidade quimica que as permitem englobar
numerosos derivados, naturais ou sintéticos. O desenvolvimento de tecnologias permitiu
a identificagdo e elucidagdo das estruturas de cumarinas em diversas familias vegetais,
tais como Apiaceae, Rutaceae, Poaceae, Asteraceae, Fabaceae e Moraceae (BORGES et
al., 2005). Exemplos de espécies vegetais que acumulam cumarinas sao cumaru (Dipteryx
odorata, Fabaceae), aspérula odorifera (Galium odoratum, Rubiaceae), erva de cheiro
(Anthoxanthum odoratum, Poaceae), erva-doce americana (Hierochloe odorata,
Poaceac), entre outras (CARNEIRO et al., 2021). A figura 6 apresenta algumas estruturas

de cumarinas de origem natural.
Figura 6: Cumarinas de origem natural
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Conforme apresentado nas estruturas quimicas acima, nota-se que grupos
funcionais do tipo alquila, éteres, heterociclos pirdnicos e furanicos sdo comumente
adicionados ao nucleo cumarinico por vias biossintéticas especializadas. Nota-se também

que ¢ comum as cumarinas de origem natural possuirem grupos oxigenados na posi¢ao 7.

A histéria das cumarinas teve inicio quase 200 anos atras. Estes produtos foram

primeiramente isolados de espécies de Fabaceae tais como cumaru (Dipteryx odorata) e



das flores de trevo de mel (Melilotus officinalis) por A. Vogel e por N. J. B. Guibourt, de
forma independente, por volta de 1820. Foi Guibourt quem nomeou o composto

“cumarina”, derivado do nome popular da planta Dipteryx odorata (CAO et al., 2019).

As cumarinas sdo biossintetizadas em organelas celulares vegetais a partir do
acido frans-cindmico (15, Esquema 1), derivado da rota do fenilpropanoide. A partir do
acido tramns-cinamico, a etapa determinante consiste na orfo-hidroxilagdo. No entanto,
esta etapa ocorre com mais frequéncia de modo subsequente a adi¢ao de grupo hidroxila
na posi¢ao para do mesmo acido, que ¢ mais favorecida termodinamicamente. Realizada
a orto-hidroxilacdo, ocorre isomerizagdo do tipo cis-trans na cadeia lateral, via catalise
enzimatica, podendo ser também promovida por incidéncia de radiagdo ultravioleta, como
a luz solar, por exemplo. Esta isomerizagdo permite a aproximagdo entre a hidroxila
nucleofilica e o grupo acila deficiente em densidade eletronica. Em seguida, ocorre a
formagao do sistema lactona. Cumarina 18 e umbeliferona 22 sdo os primeiros compostos
do tipo benzopiranona preparados por essa rota e, a partir deles, derivados contendo
grupos funcionais diversos — como os apresentados na Figura 6 anterior — podem ser
biossintetizados (DEWICK, 2001; WU et al., 2009). As etapas da biossintese de cumarina

e umbeliferona, a partir do acido frans-cinamico, sdo apresentadas no Esquema 1:

Esquema 1: Etapas de biossintese de cumarinas
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Na Natureza, as plantas estdo expostas a diversas condi¢des ambientais, sendo
algumas delas desfavoraveis, levando-as a se adaptarem de forma sofisticada a esses
desafios, que podem estar relacionados com a deficiéncia de nutrientes, estresses
abiodticos e doengas. Cumarinas, sendo classe de metabdlitos especializados, sdo
biossintetizadas como parte da estratégia de defesa de plantas a fatores de estresse bidtico
ou abiotico. Por exemplo, ja foi reportado que cumarinas da familia das fitoalexinas estdo
envolvidas no processo de defesa contra microrganismos (STRINGLIS; DE JONGE;
PIETERSE, 2019).



Merece destaque também o fato de que a producdo e secre¢do de compostos
fenodlicos, dentre os quais se incluem as cumarinas, a partir das raizes em direcdo as
folhas, faz parte de uma estratégia do vegetal em adquirir ferro. Em outros termos, a
inducao de formacao das cumarinas ocorre sob condi¢des de deficiéncia de ferro no
ambiente e, apos produzidas, estdo envolvidas no processo de quelacdo deste metal
(PERKOWSKA et al., 2021). Apesar de ser um elemento abundante na superficie
terrestre, a disponibilidade de ferro para as plantas € baixa, pois normalmente est4 no solo
sob as formas de hidroxidos ou 6xidos insoluveis. No entanto, o ferro € um micronutriente
indispensavel que atua na respiragao celular, biossintese de clorofila, como cofator de
proteinas e, portanto, para o desenvolvimento das plantas. Neste cenario, as cumarinas
representam uma classe de compostos com importante participagdo na manutengdo da

vida vegetal (ROBE et al., 2021a).

Outros fatores ambientais também podem interferir diretamente no acimulo de
cumarinas em espécies de plantas. J4 foi demonstrado que o excesso de zinco no solo
promove a sintese de cumarinas, num experimento com o género Arabidopsis. O mesmo
estudo confirmou que a exposicao a niquel, cobalto e cadmio no meio de crescimento das
plantas esta envolvida nas respostas de deficiéncia de ferro e, portanto, contribuem com
a formagdao das cumarinas (ROBE et al., 2021b). A presenca de metais pesados ou
incidéncia de radiagdo ultravioleta em comprimentos de onda mais curtos resultaram em
maiores concentragdes de escopoletina (7, Figura 6) e aiapina (11, Figura 6) em girassois
(Helianthus annuus L.) (MATERN; LUER; KREUSCH, 1999). Varia¢des de pH do solo
também podem induzir mudangas considerdveis na concentracdo de cumarinas em
plantas, de modo que meios mais alcalinos limitam a produtividade das plantas
(CLEMENS; WEBER, 2016). Uma vez sintetizadas, cumarinas sdo armazenadas na
forma de glicosideos no interior das células vegetais — para evitar toxicidade — ou sdo

secretadas como agliconas (ROBE et al., 2021a).

Além da versatilidade estrutural e de atividade em meio natural, cumarinas
possuem uma variedade de aplicagdes de grande importancia para a vida humana, sendo
encontradas na industria como ingredientes para producdo de cosméticos e perfumes,
como aditivos para alimentos, intensificadores de aromas em tabacos e bebidas
alcoolicas, e especialmente na industria farmacéutica, para producdo de uma diversidade

de insumos e farmacos (MATOS et al., 2015).



ASPECTOS ESTRUTURAIS DAS CUMARINAS

Em termos de estrutura quimica, a extensao da conjugacao do anel benzénico pela
ligacdo C=C da porcao lactona pode conferir as cumarinas emissdo de fluorescéncia e
estabilidade fotofisica. Derivados com maior extensao de conjugagao podem apresentar
propriedades Opticas aprecidveis como alta absorcao de luz, grandes deslocamentos de
Stokes e grandes rendimentos quanticos de fluorescéncia (LI et al., 2021). Deslocamento
de Stokes ¢ entendido como a diferenga, em unidades de comprimento de onda, entre a
maxima absor¢do e a maxima emissao de fotons. Rendimento quantico de fluorescéncia,
por sua vez, ¢ uma propriedade fisica, medida numericamente pela razdo da quantidade
de fotons emitidos e absorvidos, e representa o percentual da eficiéncia do processo de
luminescéncia (FERY-FORGUES; LAVABRE, 1999). Um exemplo de cumarina com
excelentes propriedades Opticas ¢ o composto 23 apresentada na figura 7A. Neste
contexto, as cumarinas que possuem estrutura quimica com menor extensdao de
conjugagdo apresentam fraca luminescéncia, ocorrendo mais comumente na regido do
azul. Estudos sobre relagao estrutura-propriedade (Figura 7B) demonstram que a presenca
de grupos doadores de densidade eletronica nas posi¢des 6 € 7 ou grupos retiradores de
densidade eletronica nas posicdes 3 e 4 alteram a emissdo de luz via deslocamento
batocromico — para comprimentos de ondas maiores, ou seja, para energias menores

(Figura 8B) (CAO et al., 2019).

Figura 7: Cumarinas e propriedades fotofisicas
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Neste cenario, sondas fluorescentes a base de cumarinas ja foram reportadas na
literatura. Sensores fluorescentes sdo descritos como estruturas em trés niveis: o grupo de
reconhecimento € aquele que detecta o analito se ligando a ele (por coordenagao/quelacgao
ou por reagdo quimica); o espacador conecta o sitio detector e o grupo luminescente; € o
grupo fluordforo gera o sinal de fluorescéncia. O funcionamento destes sensores por

fluorescéncia depende da natureza do sitio detector, do analito e de caracteristicas
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externas, tais como solvente, pH, temperatura, dentre outros. O sinal que o sensor gera
depende de mudangas no comportamento de luminescéncia. Pode-se citar como exemplo,
a alteracdo na intensidade de emissdo de fluorescéncia, alteragdo no rendimento quantico
de fluorescéncia, deslocamento de Stokes (que corresponde a variacdo no comprimento
de onda de emissdo), ou mesmo alteracao no tempo de vida do sinal de fluorescéncia

(fluorescence lifetime) (TIAN et al., 2021).

Sensores de fluorescéncia contendo cumarinas sdo também aplicaveis devido a
capacidade de quelacdo e por ter caracteristicas hidrofobicas. A construcao destes
quimiossensores ocorre via combinacdo da por¢ao cumarinica (grupo fluoréforo) com
outro sistema receptor. Sistemas semelhantes ao reportado na figura 7B (com grupos
retiradores nas posi¢des 3 e 4 ¢ doadores nas posigdes 6 e 7), que possuem efeitos de
quenching, sdo fluordforos fracos devido a processos de transferéncia de elétron
fotoinduzida ou mesmo por capacidade de isomerizacdo. Ao detectar determinados
analitos, o efeito de quenching é anulado, resultando em alta luminescéncia (CAO et al.,
2019). Uma cumarina com baixa complexidade estrutural (24), contendo um éter vinilico,
apresentada no Esquema 2 a seguir, foi capaz de detectar ions de mercurio (Hg*") com
concentragdo abaixo de 2 ppm em amostras aquosas. O composto possui baixa emissdo
de fluorescéncia e, segundo os estudos, 0 mecanismo proposto sugere a complexacdo do
ion mercurio com a por¢do éter vinilico, seguido de hidrdlise, produzindo uma
hidroxicumarina (25) que possui forte luminescéncia. A solubilidade do sensor de
mercurio € também um fator que o torna ideal para analise de amostras aquosas (SUN et

al., 2020).

Esquema 2: Cumarina com potencial para sonda fluorescente
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Diversos outros analitos também ja foram reportados como objetos de estudo
sobre a capacidade de derivados de cumarinas como quimiossensores. Metais como zinco
(Zn?"), aluminio (AI*"), cobre (Cu?"), ouro (Au**); moléculas como sulfeto de hidrogénio

(H2S); ions como cianeto (CN") e fluoreto (F7) (TIAN et al., 2021).



SINTESE QUIMICA DE CUMARINAS

A primeira sintese quimica da cumarina data-se em 1868 por W. Perkin, pelo
aquecimento de salicilaldeido com acido acético, o que também ¢ um registro importante
por ser o inicio das reacdes conhecidas como “reagdes de Perkin”. A estrutura quimica
correta para a cumarina so foi aceita em 1872, e os estudos com cristais cumarinicos
foram realizados somente em 1941 (CAO et al., 2019). Outros registros mostram que a
sintese de Von Pechmann, entre fenol e B-cetoéster, via catalise acida, ocorreu em 1882,
com publicagdo no ano seguinte. Outros protocolos conhecidos para acessar cumarinas
sdao por meio das reagdes de Wittig e Knoevenagel (BOUHAOUI et al., 2021). Estas

quatro principais metodologias sdo descritas a seguir.

A sintese do nucleo cumarinico via reagao de Perkin ¢ realizada a partir do orto-
hidroxibenzaldeido (salicilaldeido, 26). A metodologia mais comum utiliza anidrido
acético (27), na presenga de acetato de so6dio. Apesar de ter sido a primeira metodologia
descrita para preparacdo de cumarinas, os grupos funcionais no anel aromatico do
substrato ou a presenca de 4cidos podem limitar o progresso da reagdo de Perkin

(SAKINAH; JUMAL, 2021).

Esquema 3: Sintese de cumarina via reagdo de Perkin
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A reacdo de Knoevenagel ¢ bastante usada na preparacao de derivados de
cumarina, amplamente estudados por suas propriedades. E uma reagdo classica na
Quimica Organica e consiste na condensacdo entre aldeido ou cetona na presenca de
catalisador basico, como por exemplo piperidina, piridina, amonia ou etoxido de sodio,
resultando numa ligagdo carbono-carbono. A sintese de 3-carbetoxicumarinas (29), por
exemplo, parte do salicilaldeido (26), que reage com dietilmalonato (28), substancia com
hidrogénio acido capaz de ser desprotonado para a condensagdo com o grupamento

aldeido do substrato (VEKARIYA; PATEL, 2014).

Esquema 4: Sintese de cumarina via reagdo de Knoevenagel
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A sintese de olefinas descoberta por Georg Wittig ¢ amplamente conhecida, com
inumeras aplicagdes. Para sintese do heterociclo cumarinico, a dupla ligagdo C=C do
sistema carbonila a,B-insaturada pode ser formada quando um reagente de Wittig ¢
preparado. Nesta reagdo intramolecular, a por¢ao fosforada reage com grupo aldeido
presente no anel aromatico do substrato salicilaldeido (26), levando a formacao do grupo

alqueno (DESAI et al., 2003).

Esquema 5: Sintese de cumarina via reag@o de G. Wittig
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As metodologias anteriores tém o salicilaldeido (26) como substrato comum. A
maneira mais acessivel — e, portanto, mais comum — para sintetizar cumarinas foi proposta
por Von Pechmann ha quase 150 anos, utilizando como reagentes fenol (31) e um -
cetoéster (32). E uma reagio que exige substratos mais simples estruturalmente, e
depende da natureza duplamente eletrofilica do reagente carbonilado. Na primeira etapa,
ocorre esterificacao do fenol, que permite a aproximagao da nuvem eletronica do carbono
ativado no anel aromatico com o grupamento cetona. Na etapa seguinte, a ligacdo C-C
formada e a eliminacdo de dgua levam a formagdo do nucleo de cumarina. A fim de
potencializar o poder eletrofilico do B-cetoéster, a adicao de 4cido — normalmente &cido

sulfirico — como catalisador ¢ considerada (GULATI; SINGH; SANGWAN, 2021).

Esquema 6: Sintese de cumarina via rea¢do de Pechmann
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A ciclizagdo proposta por Pechmann possui atualmente inimeras adaptacdes. Ja
foram reportadas variagdes na porcdo cetonica do reagente carbonilado, levando a
formagao de diferentes padrdes de substitui¢do na posicdo 4 do nicleo cumarinico.
Variagdes no sistema catalitico também sdo amplamente estudadas, assim como nas
condig¢des reacionais (temperatura, tempo de reacdo, solvente etc.). Métodos mais verdes
também tém sido alvo de estudos, o que incluem aplicagdo de ultrassom e microondas,
liquidos i0nicos, sintese sem solvente, mecanossintese e reagdes multicomponente

(MOLNAR; LONCARIC; KOVAC, 2020). A Tabela 1 apresenta adaptagdes do sistema



classico de Pechmann, que atendem os requisitos da Quimica Verde, com otimizagdes que

levam aos produtos com bons rendimentos.

Tabela 1: Varia¢des de metodologia da reagdo de Pechmann

Metodologia
Catalisador Alumina Sulfurica Acida
AN
@ )l\/u\ (ASA). Sem solvente, 100 °C
BT
85% W (ALHEETY; JAMEL; AHMED, 2019)
NHAd Catalisador cloreto de zinco anidro em
ZnClz anidro A
/©\ )‘\(u\ T EOH etanol, refluxo
Me;N Refluxo Me;N o o
15% 36 (ANSARY; TAHER, 2019)
Ph )
N Catalisador Silica Sulfurica Acida
T sec HO o No (SSA). Sem solvente, 80 °C

HO ;
37 38

97%
39

(DABIRI et al., 2007)

QM

SlOz ZnCl,

Catalisador cloreto de zinco suportado
em silica, 80 °C

(DATTA; PASHA, 2013)

Catalisador PVP-HPW: acido

fosfotungstico suportado em

/©\ _PVP-HPW
)]\/u\ Tolueno o e e e .
Refluxo ~ HO 0~ S0 polivinilpirrolidona
89% 25
(LI; QI; HUANG, 2016)
SO3H A . L
pav e Liquido i6nico: tosilato de acido 3-
X
/@\ )]\/U\ /s S TSC metilimidazol-1-butanossulfénico

25

(DAS; MAJEE; HAJRA, 2011)

PROPRIEDADES BIOLOGICAS DE CUMARINAS

Derivados cumarinicos apresentam intimeras propriedades biologicas,

com

diversas aplicagdes em doencas humanas. Cumarinas contendo grupos alquila, por

exemplo os sistemas prenilados, exibem permeabilidade em membranas celulares, que é

uma das caracteristicas encontradas em grande parte dos farmacos. Outros padrdes de

substituigdo podem conferir aos compostos contendo o nucleo cumarinico as

propriedades antioxidante, antiviral, anti-inflamatéria, anticoagulante, ou mesmo o
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comportamento inibidor de enzimas. Alguns estudos também associam as cumarinas
consideravel citotoxicidade. Prova disto ¢ que derivados de cumarinas também tém se
apresentado como candidatos promissores a farmacos anticancer (RIVEIRO et al., 2010).
A seguir estdo alguns exemplos de cumarinas naturais e sintéticas e suas respectivas

propriedades.

Cumarina (18) — a cumarina, sem substituintes, ¢ marcador quimico da Mikania
glomerata (Astaraceae), conhecida popularmente como guaco. E a substincia
responsavel pela atividade farmacoldgica desta planta, utilizada como medicamento
fitoterapico. Ha séculos o guaco ¢ prescrito, sobretudo as folhas, pois possui eficiéncia

comprovada como broncodilatador e antigripal (CZELUSNIAK et al., 2012).

Varfarina (41) — a varfarina ¢ um composto sintético prescrito como
anticoagulante na profilaxia de doencas tromboembdlicas para pacientes com risco
acentuado de desenvolver coagulos sanguineos prejudiciais. Compostos desta natureza
estdo associados na inibi¢do da vitamina K epdxido redutase (VKORCI), impedindo a
acao dos fatores de coagulacao vitamina K-dependentes (RIVEIRO et al., 2010). Apesar
de ser um composto economicamente acessivel, a varfarina possui baixo indice
terapéutico (dose terapéutica e dose toxica sdo muito proximas) e grande numero de

interacdes com outros medicamentos e alimentos (ANSELL et al., 2008).

Figura 8: Estrutura da varfarina
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Novobiocina (42) — ¢ um derivado cumarinico pertencente a classe das
aminocumarinas produzido pela linhagem bacteriana Streptomyces niveus, sendo um
excelente agente contra bactérias Gram-positivas. Sua atividade antibacteriana ocorre
devido a interagdo com a enzima DNA-girase, inibindo a hidrélise de ATP via catélise

enzimatica (RIVEIRO et al., 2010).



Figura 9: Estrutura da novobiocina
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Angelicina (43) — ¢ uma furanocumarina simples, produzida em plantas das
familias Leguminosae (Fabaceae), Apiaceae (Umbelliferac) ¢ Moracea. Ja foram
reportados estudos que comprovam atividade anticancer, demonstrando que a angelicina
tem a capacidade de reduzir a viabilidade celular de linhagens do cancer de prostata
humana (PC-3), epitelioma (Hep2), carcinoma colorretal (HCT116), carcinoma cervical

(HeLa) e adenocarcinoma cerebral (MCF7) (MAHENDRA et al., 2020).

Figura 10: Estrutura da angelicina
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Columbianetina (44) — ¢ um produto natural isolado de Corydalis heterocarpa
(Papaveraceae), com propriedades anti-inflamatorias conhecidas. Tem a estrutura de uma
furanocumarina, e ja foi investigado o efeito da columbianetina na produc¢ao de histamina,
interleucinas IL-1b, IL-6, IL-8, e a expressdo de cicloxigenase-2 (COX-2) pelo uso de
linhagem celular de mastécitos humanos (HMC-1). Como conclusdo deste estudo, a
columbianetina pode ser Util na regulagdo das respostas inflamatorias alérgicas mediadas

por mastocitos (JEONG et al., 2009).

Figura 11: Estrutura da columbianetina

44
Columbianetina

HO



RELEVANCIA DOS ESTUDOS SOBRE CUMARINAS

Fato interessante ¢ que muitos dos compostos cumarinicos com elevada atividade
biologica possuem estrutura quimica relativamente simples, o que reforca a necessidade
de ampliar os estudos focados na obtencdo de derivados de cumarina com baixa
complexidade estrutural. Considerando a diversidade de aplicacdo das cumarinas, bem
como suas propriedades intrinsecas, infere-se que a pesquisa académica envolvendo esta
classe de substancias ¢ de grande relevancia. Esta inferéncia ¢ refor¢ada pela quantidade
de cumarinas ja identificadas: em 2017, foi publicado que mais de 1300 cumarinas ja
foram identificadas, principalmente como metabolitos em plantas, fungos e bactérias

(REVANKAR et al., 2017).

Dados obtidos em dezembro de 2020, por meio de levantamento bibliografico em
importantes plataformas eletronicas, como SciFinder, Mendeley e PubMed, permitiram
encontrar, ao filtrar o termo “coumarin” — cumarina em inglé€s — mais de mil estudos,
somente no ano de 2020. Grande parte dos trabalhos revisados foram de temas
relacionados com as propriedades biologicas de extratos vegetais contendo cumarinas
e/ou moléculas sintetizadas que contém o nucleo cumarinico. Dentre as propriedades
biologicas de derivados de cumarina com mais publicacdes, estdo as atividades
anticancer, antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante, ¢ atividades inibitérias de
enzimas especificas, tais como o-glucosidase, anidrase carbonica, tirosinase, sulfatase e

xantina oxidase (CARNEIRO et al., 2021).

Outro levantamento importante, realizado em 2014, apresenta compostos
cumarinicos, sintéticos ou naturais, cuja obtencao e propriedades foram depositadas em
patentes entre os anos 2012 e 2014. O levantamento contemplou 43 patentes e, apos
analise das estruturas quimicas dos derivados de cumarinas, foi possivel concluir que uma
variedade de substitui¢des nas posicoes C-3, C-4 e C-7 com grupos farmacoforicos
levaram a descoberta de compostos com potencial antibacteriano, antiviral,
anticancerigeno, antioxidante, anti-inflamatorio, antifingico, anti-artrite reumatoide e
contra doencas cerebrais. Especificamente, hibridos com chalconas, quinolinas,
tiocumarinas, e triazois foram relatados por exibir citotoxicidade seletiva contra linhagens
celulares de cancer de mamiferos, bem como atividade antibacteriana (KATSORI,

HADJIPAVLOU-LITINA, 2014).
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Assim, foi realizado, para o presente manuscrito, um levantamento bibliografico
mostrando a importancia do tema, as areas em que contribui e a quantidade de publicagdes
ao longo dos ultimos anos. A busca foi realizada no dia 24 de junho de 2023, com a
entrada “coumarin”, na base de dados Web of Science — que nao foi reportada na busca
de 2021 (CARNEIRO et al., 2021). Foram contabilizados 33279 resultados, desde 1945
até 2023. As areas de publicagdo que contemplam a maior parte destes resultados sdo
“Chemistry multidisciplinary” (Quimica multidisciplinar), “Organic Chemistry”
(Quimica organica), “Pharmacology Pharmacy” (Farmacologia) e “Medicinal
Chemistry” (Quimica medicinal). Levando em consideragao a amplitude das abordagens
sobre cumarinas, foi elaborado um projeto de pesquisa envolvendo a sintese de ésteres
cumarinicos, cujos objetivos, planejamento, execucao e resultados sdo apresentados a

seguir.



OBJETIVOS

O objetivo geral deste capitulo ¢ propor metodologia e realizar a sintese de novos

derivados cumarinicos, bem como avaliar o potencial bioldgico deles.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Revisar a literatura especializada com foco na sintese de cumarinas com
baixa complexidade estrutural;

e Propor a sintese de ésteres a partir de hidroxicumarinas;

e Estudar a sintese de Steglich com vistas a sua otimizagdo baseada nos
principios da Quimica Verde;

e Sintetizar os compostos planejados e caracteriza-los por técnicas
espectrométricas;

e Realizar ensaios para investigar o potencial bioldgico dos compostos

novos;
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ROTA SINTETICA PROPOSTA

A proposta de sintese surgiu com a ideia de funcionalizar os grupos hidroxila
presentes em compostos cumarinicos de facil obtengdo. Sabendo que hidroxilas sdo
grupos funcionais que podem ser facilmente modulados para sintese de novos derivados,
a formacgao de grupo éster se apresenta como uma alternativa relevante (JORDAN et al.,
2021). Apds consulta na base de dados SciFinder, nao foram encontrados numerosos
reportes de ésteres cumarinicos simples, isto ¢, formados pela esterificagdo de
hidroxicumarinas. Alguns registros na literatura, no entanto, foram norteadores para o

desenvolvimento da presente pesquisa. Estes estudos sdo destacados a seguir.

A 3-carboxicumarina (45) foi esterificada via sintese de Steglich para avaliagao
do padrdo de luminescéncia e investigacdo eletroquimica. A reacdo ocorreu com
proporcao 1:1 entre os reagentes acido carboxilico e alcool primario (46, que contém
tiofeno), na presenca de diciclohexilcarbodiimida (DCC) e N-dimetilaminopiridina
(DMAP), em diclorometano/dimetilformamida (10 mL/2 mL), sob atmosfera de
nitrogénio por 24 horas, a temperatura ambiente. O produto 47 foi obtido com rendimento

de 52% (ABD-EL-AZIZ et al., 2013).

Esquema 7: Sintese de éster cumarinico para investigagdo eletroquimica
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Com o objetivo de investigar o potencial liquido-cristalino de derivados
cumarinicos, foram preparados cinco compostos andlogos, formados a partir da
esterificacdo da 4-metil-7-hidroxicumarina (25) utilizando 4cidos benzoicos para-
substituidos com grupos alcoxi de diferentes tamanhos de cadeias (48a-e). A reagdo de
esterificagdo também foi a de Steglich, utilizando o par DCC/DMAP em diclorometano,
sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 72 horas. Os rendimentos dos produtos

49a-e variaram entre 89 ¢ 94% (HAGAR; AHMED; ALHADDADD, 2018).

Esquema 8: Sintese de ésteres cumarinicos para investigacdo liquido-cristalina

R=C,Hj,4
DCC, DMA, an=6
DCM b:n=8
OR 72h, t.a. c:n=10
48 a-e 89 -94% 49 a-e d:n=12
e:n=16




A partir da mesma cumarina (25), novo éster (51) foi obtido com 89% de
rendimento, utilizando cloreto de cloroacetila (50), na presenca de trietilamina, em
diclorometano, inicialmente a 0 °C e em seguida a temperatura ambiente por 36 horas. O
grupo clorometila foi posteriormente modificado e os compostos finais testados para
inibicdo da enzima neuraminidase, processo relacionado com a producao de farmacos

anti-influenza (ZHONG et al., 2021).

Esquema 9: Sintese de éster cumarinico halogenado
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Procedimento similar foi explorado para acessar o éster cumarinico (53), também
proveniente de 25 e o cloreto de cinamoila (52). A esterificagdao ocorreu em THF seco, na
presenga de trietilamina, em refluxo por 24 horas. O éster foi obtido com 77% de

rendimento (KAVETSOU et al., 2017).

Esquema 10: Sintese de éster cumarinico derivado do cloreto de cinamoila

o
o~ __ NEt
HO o o + X THF seco
25 52

24h, refluxo
77%

O estudo mais similar ao proposto na presente tese foi publicado no ano de 2020
(Esquema 11) e, apesar da dificuldade de interpretacdo do idioma do artigo, os esquemas
sugerem a conversao de diversos acidos cinamicos em cloretos de cinamoila (52, 54-60),
que reagem com 7-hidroxicumarina (umbeliferona, 22) e com 4-hidroxicumarina (61),
formando duas séries andlogas de ésteres cumarinicos (62 ¢ 63). As reagdes foram
realizadas na presenga de diisopropieletilamina (DIPEA), em DCM a 0 °C e monitorada
por cromatografia em camada delgada até o consumo total dos reagentes. Os ésteres
foram obtidos com rendimentos entre 43 e 66%, ¢ em seguida avaliados por suas

capacidades de inibicao da atividade da tirosinase (LIN et al., 2020).



Esquema 11: Sintese de diversos ésteres cumarinicos derivados do cloreto de cinamoila
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Baseado nos artigos de referéncia, e na tentativa de explorar o potencial dos
ésteres cumarinicos, foi planejada a sintese de novos derivados contendo o nucleo
cumarina. Os compostos-alvo possuem baixa complexidade estrutural, e foram
preparados por apenas duas etapas de sintese. Devido a disponibilidade de fenois (40, 64-
67), planejou-se preparar hidroxicumarinas (22, 25, 68-71) que posteriormente seriam
esterificadas via reacdo de Steglich, com dacidos carboxilicos de diferentes cadeias
carbonicas (15, 19, 72-77). O planejamento experimental deste estudo ¢ resumido no

Esquema 12.

Esquema 12: Planejamento experimental para sintese de novos ésteres cumarinicos
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Reagentes ¢ condiches propostas: &) fencl (1,0 eq.) scetoncetate de etiln (1,0 eq.), scido sulfirico, etancd; b) bidroxicumarina (1,0 eq) acide carboxilico (1,0 eq.), acetonitrils, DOC, DAAP
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ETAPA EXPERIMENTAL
REAGENTES E INSTRUMENTACAO

Os reagentes utilizados na sintese dos compostos-alvo foram adquiridos
comercialmente (Aldrich, Acros e Vetec) e foram utilizados sem prévias purificagdes. Os
solventes utilizados foram da marca Synth, sem nenhuma purificacao prévia. Em especial,
a acetonitrila grau HPLC para as reacdes de Steglich foi da marca SK Chemicals. O
acompanhamento das reagdes foi realizado utilizando-se cromatografia de camada
delgada (CCD) em placas de aluminio, da marca Silicycle-UltraPure F-254 com 250um
de silica-gel. Os compostos finais foram purificados por coluna cromagrafica utilizando
silica-gel 70-230 mesh (Aldrich), utilizando como fase movel solventes de grau comercial

PA.

Os pontos de fusdo foram determinados no aparelho MicroQuimica MQAPF-301.
Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em um espectrémetro Bruker Avance I11 — 500
MHz, usando TMS como padrao interno. Todos os deslocamentos quimicos sdo dados em
parte por milhdo (ppm) relativos ao tetrametilsilano (TMS) ou pelo sinal do solvente ndo
deuterado. Os solventes empregados para a obten¢do dos espectros de RMN foram

cloroformio deuterado (CDCl3) e metanol deuterado (MeOD).

Para os compostos finais, as analises de massas de alta resolucdo foram realizadas
em um HPLC Shimadzu (Kyoto, Japan) acoplado com MicroTOF II (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, USA), com fonte electrospray ion (ESI). Os espectros de massas (m/z 50—
1000) foram adquiridos segundo protocolo reportado previamente (DANTAS et al, 2021).
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METODOLOGIA

A sintese dos €steres cumarinicos teve inicio na obtenc¢ao de hidroxicumarinas. A
umbeliferona 22 foi adquirida comercialmente (CAS 93-35-6, Sigma Aldrich) e planejou-
se a sintese dos compostos 4-metilhidroxicumarinas (25, 68-71) a partir de reagentes
contendo grupo fenol, por meio da reagdo de ciclizagao classica de Pechmann. Esta reagao
consiste em misturar o substrato fendlico, o reagente B-cetoéster, utilizando etanol como
solvente e acido sulfurico como catalisador. Para testagem da melhor condicao reacional,
foi selecionada a reagdao que parte do resorcinol (40) e realizou-se algumas adaptagdes

experimentais, de acordo com os procedimentos descritos a seguir.

Esquema 13: Planejamento de sintese das 4-metilhidroxicumarinas
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Metodologia P1 (KHOMENKO et al., 2017): 1,0 equivalente molar de acetoacetato de
etila foi adicionado a um baldo contendo 1,0 equivalente molar do reagente fenolico.
Como pardmetro de massa, utilizou-se 1,0 grama de resorcinol. A mistura foram
adicionados 15,0 mL de etanol absoluto, e em seguida o sistema foi colocado em banho
de gelo, para adi¢do gota-a-gota de 2,0 equivalentes molares de dcido sulfurico. Reagdo
ocorreu por 12 horas, a temperatura ambiente, sob constante agitagdo magnética. O
tratamento pos-rea¢do consistiu em verter a mistura em agua gelada, filtrar o precipitado

e recristalizar o solido em agua.

Metodologia P2 (autoria propria, aumentando a quantidade do fenol e do tempo
reacional): 1,0 equivalente molar de acetoacetato de etila foi adicionado a um baldo
contendo 1,3 equivalentes molares do reagente fenolico. Também foi utilizado 1,0 grama
de resorcinol e 15,0 mL de etanol absoluto. Foi mantida a quantidade de dcido sulfurico.
Aumentou-se o tempo reacional para 24 horas, deixando a temperatura ambiente e sob

agitagdo constante. Ao fim da reagdo, realizou-se mesmo tratamento.
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Metodologia P3 (NUNEZ, 2019): 1,0 equivalente molar de acetoacetato de etila foi
adicionado a um baldo contendo 1,0 equivalente molar do resorcinol. Ndo foi necessario
etanol como solvente. Houve alterag¢do na quantidade de acido sulfurico, adicionando
cerca de 7,0 equivalentes molares (o que corresponde a aproximadamente 0,4 mL de
dcido para cada mmol do fenol). Além disso, o dcido precisa ser previamente resfriado,
assim como a mistura resorcinol/f-cetoéster. O tempo de reagdo diminuiu
consideravelmente, sendo finalizada em aproximadamente 2 horas, mantida a

temperatura ambiente sob agita¢do constante. Mesmo tratamento ao fim da reagdo.

A escolha de um solvente ideal depende obviamente da solubilidade dos reagentes,
mas também da otimiza¢do das condi¢des reacionais, de fatores econdmicos ¢ de
parimetros de sustentabilidade. E importante ressaltar também que o solvente compde o
maior percentual de massa numa sintese organica, e estabelecer critérios de escolha deste
componente ¢ fundamental num planejamento experimental. De acordo com o guia de
solventes elaborada pela companhia GlaxoSmithKline (GSK), atualizada em 2016, os
solventes sdo categorizados em escala de cores que variam entre verde, amarelo ou
vermelho, sendo os mais “verdes” os ambientalmente mais amigéveis. Exemplos destes
sdo: agua, acetato de etila, etanol, anisol, acetato isoamilico, dentre outros. Na faixa
intermediaria (amarelo) desta escala estdo: acetona, acetonitrila, dimetilsulfoxido
(DMSO), 4cido acético e metanol. Os menos seguros (classificados em vermelho), que
devem ser ao méaximo evitados sdo: benzeno, tetrahidrofurano (THF), dimetilformamida

(DMF), hexano, piridina e os halogenados em geral (ALDER et al., 2016).

Para obter os derivados de cumarina, decidiu-se realizar a esterificacdo de
Steglich. Para valorizar os principios da Quimica Verde, decidiu-se testar, de imediato, a
troca do solvente diclorometano (proposta na metodologia original) por acetonitrila. J&
existem publicagdes que comprovam a eficiéncia da acetonitrila em esterificacdes
similares (LUTJEN et al., 2018). As hidroxicumarinas (22, 25, 70 e 71) foram entio

submetidas a reagdo, seguindo o procedimento experimental descrito a seguir.

Metodologia S1 (Adaptado de ABD-EL-AZIZ et al., 2013): Em um baldo de fundo
redondo, preenchido com atmosfera de nitrogénio (N>), foi adicionado 1,0 equivalente
molar de hidroxicumarina, 1,0 equivalente molar de dcido carboxilico e 1,2 equivalentes
molares de DCC. A mistura foi solubilizada em aproximadamente 6,0 mL de acetonitrila
grau HPLC (sem quaisquer tratamentos prévios de purifica¢do ou secagem) e mantida

em temperatura ambiente. 10% molar de DMAP foi entdo adicionado, e a reagdo



permaneceu sob constante agita¢do por 12 horas. Apos confirmagdo do consumo dos
reagentes por CCD, como tratamento pos-reag¢do foi realizada filtragdo simples,
evaporagdo do solvente sob pressdo reduzida e purificagdo do produto por coluna

cromatografica em siliga-gel, com fase movel diclorometano/metanol (98.2).

A metodologia S1 sofreu alteragdo, na tentativa de promover a reatividade de
todas as hidroxicumarinas, com aumento consideravel de temperatura. Neste novo teste,
aqui denominado metodologia S2, decidiu-se realizar as reagdes a 45 °C por 12 horas,

sem atmosfera inerte.

Metodologia S2 (autoria propria): Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado 1,0
equivalente molar de hidroxicumarina, 1,0 equivalente molar de dcido carboxilico e 1,2
equivalentes molares de DCC. A mistura foi solubilizada em aproximadamente 6,0 mL de
acetonitrila grau HPLC (sem quaisquer tratamentos prévios de purificagdo ou secagem).
10% molar de DMAP foi entdo adicionado, e a reagcdo permaneceu a temperatura de 45

°C, sob constante agitagdo por 12 horas. Mesmo tratamento pos-reagdo.

Um artigo recente apresenta nova metodologia para esterificacdo de Steglich
(TRABONI et al., 2023). Pelo fato de utilizarem um élcool liquido como reagente, o
estudo ndo sugeriu uso de solvente. No entanto, os autores sugerem que elevadas
temperaturas, num curto periodo, eram suficientes para promover a esterificagdo, mesmo
utilizando quantidades minimas da base DMAP. Assim, aplicou-se nova alteracdo
experimental, mantendo as quantidades dos reagentes, sob aquecimento a 100 °C por 1
hora, num sistema adaptado com condensador e fluxo de agua em baixas temperaturas,

que ndo permitia a completa evaporacao da acetonitrila durante a reagao.

Metodologia S3 (TRABONI et al., 2023): Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado
1,0 equivalente molar de hidroxicumarina, 1,0 equivalente molar de dacido carboxilico e
2,0 equivalentes molares de DCC. A mistura foi solubilizada em aproximadamente 10,0
mL de acetonitrila grau HPLC (sem quaisquer tratamentos prévios de purifica¢do ou
secagem). 10% molar de DMAP foi entdo adicionado, e a reagdo permaneceu a
temperatura de 100 °C, sob constante agita¢do por 1 hora. Mesmo tratamento pos-

reacdo.



RESULTADOS E DISCUSSAO
SINTESE E CARACTERIZACAO

As metodologias P1, P2 e P3 resultaram em diferentes rendimentos para a reacao
de formacdo do composto 25. Enquanto P1 e P2 levaram a formacao de 25 em 44 e 43%,
respectivamente, a ultima metodologia proposta (P3) permitiu obter a hidroxicumarina
desejada com 97% de rendimento. Corroborando com a discussao proposta previamente
pelo material de referéncia, de que a quantidade de acido necessaria € aquele que promove
a rapida formagao do produto s6lido no meio reacional (NUNEZ, 2019), decidiu-se

aplicar a metodologia P3 para sintese de outras 4-metilhidroxicumarinas.

De acordo com o mecanismo proposto para a ciclizagdo de Pechmann, a etapa
inicial da reacdo ¢ a esterificagdo de um dos grupos hidroxila no reagente fenolico. Na
etapa seguinte, ocorre ligacdo entre carbono aromatico adjacente a hidroxila reativa e
carbono cetonico e, pelo fato de o meio ser acido, ocorre desidratacdo e a consequente

formagao de ligagao dupla C=C. O mecanismo ¢ apresentado no Esquema 14.

Esquema 14: Mecanismo da ciclizagcdo de Pechmann
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Adaptado de: (ALHEETY; JAMEL; AHMED, 2019)

Ap0s o tempo reacional e tratamento da mistura, nos casos em que os substratos
eram catecol e hidroquinona, os reagentes de partida foram obtidos. Logo, foi possivel
concluir de que a metodologia “P3” ndo ¢ aplicadvel para a sintese das 4-
metilhidroxicumarinas 68 e 69. Em contrapartida, os demais substratos resorcinol (40),
floroglucinol (66) e pirogalol (67) levaram a formacdo dos produtos desejados com

excelentes rendimentos, apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Rendimentos das 4-metilhidroxicumarinas via reagdo de Pechmann

PRODUTO RENDIMENTO

3

97%

HO 0" Yo
7-hidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona (25)

el

) —
OH

8-hidroxi-4-metil-2H-cromen-2-ona (68)

HO

o

O o

6-hidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona (69)
OH

3

80%
HO o~ o

5,7-dihidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona (70)

HO 0 82%

5

OH
7,8-dihidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona (71)

Ap0s andlise critica dos resultados, e levando em consideragdo a estrutura quimica
de catecol e hidroquinona, substratos que possuem grupos doadores de densidade
eletronica nas posi¢des orto ou para em relagdo a hidroxila reativa, conclui-se que este
efeito diminui consideravelmente a nucleofilicidade do carbono aromatico adjacente ao
grupo esterificado, limitando assim o progresso da reacdo. Em outras palavras, o efeito
doador de densidade eletronica viabiliza a migragdo da densidade eletronica pelo anel
aromatico, de modo que, nos casos de catecol e hidroquinona, a posi¢do mais favorecida
¢ meta, em relagdo a hidroxila esterificada, onde a ciclizacao € impossibilitada de ocorrer.
No caso do resorcinol, cujo padrao de substitui¢do ¢ do tipo 1,3, a migracao da densidade
eletronica ativa a nucleofilicidade do carbono orto em relagdo a posi¢ao hidroxilada, o
que permite a aproximacao da porcao cetdnica ja referida no mecanismo apresentado. As
estruturas de ressonancia no Esquema 15, provenientes da reacao partindo do resorcinol
(A), catecol (B) e da hidroquinona (C), em especial as entidades quimicas com destaque
em verde, sdo capazes de explicar tais diferencas de efeitos eletronicos que influenciam

a formag¢do dos compostos cumarinicos.
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Esquema 15: Efeitos eletronicos que influenciam a sintese de 4-metilhidroxicumarinas
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Apesar das limitagdes do protocolo de sintese utilizado, ja foram publicadas
diversas metodologias para sintese de hidroxicumarinas a partir de catecol e hidroquinona
(68 ¢ 69, respectivamente), na presenca catalisadores especificos. A maioria dos artigos
encontrados fazem uso de catalise heterogénea a base de metais. Na tabela 3 estao listados
alguns procedimentos, sistemas cataliticos e condi¢des experimentais para a sintese

destes compostos. Estas metodologias ndo foram investigadas no estudo da presente tese.

Tabela 3: Metodologias para sintese dos compostos 68 ¢ 69

Composto Metodologia

Catecol + acetoacetato de etila + cloreto de zinco suportado em
A silica. 80 °C por 50 minutos. Rendimento 80% (DATTA; PASHA,

0" o 2013)
OH

Catecol + acetoacetato de etila + cobalto (II) suportado em silica
mesoporosa SBA-15. 100 °C por 5 horas. Rendimento 98%
(RAJABI; FEIZ; LUQUE, 2015)

8-hidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona

(68)

Hidroquinona + acetoacetato de etila + nanoparticulas Fe304-Si0,-
Ho\di HMTA. 20 minutos a 100 °C. Rendimento 91% (KANGARI;
o X0 YAVARI; MAASOUMLI, 2015)

Hidroquinona + acetoacetato de etila + Acido fosfotingstico

6-hidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona

(69) suportado em silica (PW/Si0,). 60 °C por 7 minutos. Rendimento

82% (RAFIEE; FAKHRI; JOSHAGHANI, 2013)

Para caracterizacdo das 4-metilhidroxicumarinas obtidas (25, 70 e 71), foram

inicialmente realizadas medidas das faixas de temperatura de fusao, comparando estes

46



dados com os previamente publicados na literatura (NUNEZ, 2019). Outra maneira de

confirmar o progresso da reacdo ¢ comparar os valores das temperaturas de fusdo com os

dos respectivos reagentes fenolicos envolvidos nesta sintese. Os dados estdo reunidos na

Tabela 4.

Tabela 4: Medidas de fusdo dos compostos, em comparagdo aos substratos

COMPOSTO

FAIXA DE FUSAO

(literatura)

FAIXA DE FUSAO

(experimental)

O

HO OH

Resorcinol (1,3-benzenodiol / 40)

110°C—-111°C

o

HO O (6]

7-hidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona (25)

181°C—-183°C

174°C—-176 °C

OH

-

HO OH

Floroglucinol (1,3,5-benzenotriol / 66)

217°C-220°C

OH

3

HO O o

5,7-dihidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona (70)

294 °C -297°C

298 °C —-300 °C

OH

3y

OH

Pirogalol (1,2,3-benzenotriol / 67)

131°C-134°C

HO

°§ />F
(=]

OH

7,8-dihidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona (71)

227°C-229°C

229°C-232°C

Os compostos 25, 70 e 71 foram também caracterizadas por ressonancia

magnética nuclear de 'H e espectroscopia na regido do infravermelho. Os espectros aqui

obtidos sdo importantes nao somente para confirmar a sintese dos compostos

cumarinicos, mas também para guiar a posterior sintese dos derivados ésteres.



O espectro de RMN de "H do composto 25, cumarina obtida a partir do resorcinol,
apresenta sinal na regido alifatica, com deslocamento 62,42 (3H), referente a CH3-4 do
nucleo cumarinico. A estrutura foi comprovada pelo registro de H-3 como singleto (&
6,10), sinal caracteristico de hidrogénio ligado ao carbono a-carbonila. Os sinais em 66,70
(d,J=2,4Hz), 06,82 (dd, J=8,7; 2,4 Hz) ¢ 67,59 (d, J = 8,7 Hz), todos integrando para

1 hidrogénio, sdo atribuidos ao anel aromatico trissubstituido.

Figura 12: Espectro de RMN de 'H do composto 25 [SOOMHz, CD;0D, o (ppm)]
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O espectro na regido do infravermelho (Figura 13) apresenta bandas de
estiramento em torno de 3122 cm’!, atribuidas aos grupos fenol presentes nas
hidroxicumarinas. As ligagdes C=0O da por¢do lactona tem bandas registradas em
aproximadamente 1734 e 1740 cm™'. Liga¢des C=C do sistema aromatico aparecem como

conjunto de bandas entre 1500 e 1600 cm™.
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Figura 13: Espectro na regido do infravermelho do composto 25 [modo ATR]
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Para o composto 70, a estrutura sugere quatro atomos de hidrogénio quimicamente
distintos, todos registrados no espectro de RMN de 'H sob a forma de singleto (Figura
14). H-6 ¢ H-8 sdo registrados respectivamente em 86,24 ¢ 6,22. H-3 ¢ registrado em

05,83 e os atomos de hidrogénio metilicos aparecem como sinal em 62,57 (3H).

Figura 14: Espectro de RMN de 'H do composto 70 [SOOMHz, CD;0D, 6 (ppm)]
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O espectro na regido do infravermelho para o composto 70 apresenta sinal de
estiramento em 3391 cm, atribuido aos grupos hidroxila presentes no composto
sintetizado. De modo similar ao espectro referente ao composto 25, estdo presentes sinais

em torno de 1666, 1620, 1549, 1155 ¢ 1042 cm™.

Figura 15: Espectro na regido do infravermelho do composto 70 [modo ATR]
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A terceira hidroxicumarina sintetizada 71, cujos grupos hidroxila estao localizados
nas posicoes 7 e 8, apresenta padrdao diferente de sinais no espectro de RMN de 'H,
quando comparados com o composto 70. H-5 e H-6 sdo registrados como dubleto em
07,10 e 6,82, com constante de acoplamento J=8,7 Hz, correspondente ao acoplamento
orto na por¢ao benzénica do composto. H-3 € registrado como singleto em 66,08 e CHs-

4, também como singleto em 62,40 (Figura 16).

O espectro na regido de infravermelho (Figura 17) ¢ similar aos das demais
hidroxicumarinas, apresentando o sinal em 3400 cm™, atribuido as hidroxilas fendlicas,
além do conjunto de sinais em 1646, 1620, 1597 e 1512 cm, atribuidos as ligagcdes C=C

do sistema cumarinico.

50



Figura 16: Espectro de RMN de 'H do composto 71 [S0O0MHz, CD;0D, o (ppm)]
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Figura 17: Espectro na regido do infravermelho do composto 71 [modo ATR]
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Os dados de RMN de 'H e de infravermelho obtidos nesta etapa foram comparados

com valores registrados na literatura e confirmam a formacao dos produtos desejados.

Estes dados foram compilados na Tabela 5.

Tabela 5: Dados de caracterizagdo dos compostos 25, 70 e 71

Hidroxicumarina

Dados de caracterizacio

m
HO O (6]

(25)

7-hidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona.

'H NMR [500 MHz, CD;OD, 6 (ppm)]: & 7.59 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-5),
6.82 (dd, J = 8,7, 2,4 Hz, 1H, H-6), 6.70 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-8), 6.10 (s,
1H, H-3), 2.42 (s, 3H, CH3-4).

IV (modo ATR, cm™): 3123, 2357, 1749, 1734, 1668, 1653, 1620, 1593,
1556, 1508, 1445, 1377, 1303, 1275, 1223, 1105, 979, 843, 828, 806.
Literatura (KUARM; MADHAV; RAJITHA, 2012): 'H NMR (CDCl) &
2,39 (3H, s), 3,28 (s, 1H), 6,06 (s, 1H), 6,80 (s, 1H), 6,82 (d, 1H), 7,44 (d,
1H). IR (KBr, cm™): 3400, 1725, 1530.

OH
/di
HO' O (o]

5,7-dihidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona.

'H NMR [500 MHz, CD;0D, 0 (ppm)]: § 6.24 (s, 1H, H-6), 6,22 (s, 1H,
H-8), 5.83 (s, 1H, H-3), 2.57 (s, 3H, CH3-4).

IV (modo ATR, cm™): 3391, 1666, 1620, 1549, 1470, 1381, 1360, 1298,
1155, 1042, 883, 822, 710.

7 Literatura (KATKEVICS et al., 2007): '"H NMR (CDCls) & 6,24 (1H, s), 6,15
(1H, s); 5,74 (1H, 5); 3,33 (3H, s).
7,8-dihidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona.
'H NMR [500 MHz, CD;OD, & (ppm)]: § 7.10 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-5),

N 6.82 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-6), 6.08 (s, 1H, H-3), 2.40 (s, 3H, CH3-4).
o 0 No IV (modo ATR, em™): 3400, 3232, 1755, 1646, 1620, 1597, 1582, 1512,
OH 1308, 1061, 762, 716, 681.
(71) Literatura (KUARM; MADHAV; RAJITHA, 2012): 'H NMR (CDCl3) &

2,37 (3H, 5), 6,12 (1H, 5), 6,86 (1H, d), 7,11 (1H, d). IR (KBr, cm™): 3417,
1676, 1620, 1585.

A etapa de sintese dos ésteres cumarinicos consistiu na reagdo entre

hidroxicumarinas e acidos carboxilicos com estruturas diversas (15, 19, 72-77). Nesta

etapa, foi incluida a umbeliferona (7-hidroxicumarina, 22) adquirida comercialmente. Os

acidos carboxilicos foram escolhidos pela disponibilidade no laboratério e pelas

significativas diferencas estruturais. O esquema genérico a seguir ilustra esta etapa.



Esquema 16: Planejamento de sintese dos ésteres cumarinicos
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Para obter ésteres, a metodologia classica de Fischer, proposta inicialmente em
1895, sugere que alcool e acido carboxilico reajam na presenca de catalisador acido
(FISCHER; SPEIER, 1895). Seguir este procedimento, no entanto, exige manipular
reagentes cujos grupos funcionais ndo sao sensiveis as condi¢des acidas. Alternativas para
facilitar a esterificacdo sdo utilizar anidridos ou converter acidos carboxilicos em cloretos
de acila. Este processo, todavia, necessitaria de reagentes halogenados de elevada
toxicidade, tais como o cloreto de tionila, além de ser mais uma etapa reacional
(CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 1988). Para evitar a adi¢do de mais etapas na rota
sintética, optou-se pelo modelo de esterificacio de Wolfgang Steglich, reportada pela
primeira vez em 1978, cujo protocolo original consiste na rea¢do entre alcool e acido
carboxilico em condigdes relativamente mais brandas, na presenca de
diciclohexilcarbodiimida (DCC) e quantidades cataliticas de N,N’-dimetilaminopiridina

(DMAP), em diclorometano (DCM) (NEISES; STEGLICH, 1978).
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Esquema 17: Metodologias de Fischer e Steglich para esterificagdo de hidroxicumarinas

o]
)j\ Metodologia de Fischer
R "OH

Acido carboxilice

0o o = a* o] "
M =
R' O R' HO [¢] 0 R' (4] O (8]
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R' ‘)L'OH R ’J\Cl
Acido carboxilico Cloreto de acila R
o = DCC s
)1\0 + DMAP T )J\o
R' H HO 0
Acido carboxilico Hidroxicumarina Ester

Metodologia de Steglich

De acordo com o mecanismo proposto para a reagdo de Steglich, o acido
carboxilico ¢ inicialmente desprotonado via par de elétrons de um dos atomos de
nitrogénio do DCC 138. Em seguida, o carboxilato 139 ataca o carbono eletrofilico do
DCC protonado, formando o intermediario 140. O DMAP 141 ¢ entdo requerido para
formar o intermedidrio acilpiridinio 143 que, por sua vez, reage com o grupamento alcool
— neste estudo, representado pelas hidroxicumarinas. Este processo origina o subproduto
DCU (diciclohexilureia, 144), que ¢ normalmente insoliivel nos solventes comumente
utilizados e, por isso, € necessdria filtragdo por gravidade como tratamento pos-reagdo. A
etapa final permite regenerar o DMAP e formar o produto éster (JORDAN et al., 2021).

O mecanismo ¢ apresentado no Esquema 18 a seguir.

Esquema 18: Mecanismo da sintese de Steglich

“ '/C5H11 LGHll
0 CHyy CeHy HN 0 HN”
)'I\QH §'=C =N, )‘I\ #N=C= \ - ’c).i\ )‘\\ ',CEH“ #\m/l\ CGHII

R0 (EI-[]1 \/ CeHyy R%07 "N A N7
_ 138 139 140 142 | 143
Acido N F

o DCC SH N
carboxilico | o141 | 4]
SN DMAP Cattr AL Cott

| H H
Regenera Ll

DMAP L LH DCU
R o 0
148 0 0 - (\ ) /ﬂ .
Produto )J\ R )J\Jr,R.. [ P g R—: | NER
éster R 0 = R 0 = _ P _— X - 5
147 H N 146 Alcool H N Intermediario

| | acilpiridinio

Adaptado de (JORDAN et al., 2021)



Para a sintese dos ésteres cumarinicos, um desafio inicial foi enfrentado, no que
diz respeito a baixa solubilidade das hidroxicumarinas preparadas 25, 70 ¢ 71 em
solventes como diclorometano ou cloroformio (NAGY et al., 2015). Inclusive, a
informacao de que a preparagdo de ésteres cumarinicos com foco na investigacdo da
propriedade liquido-cristalina, sob concentragdao reacional de 0,01 mol de 4-metil-7-
hidroxicumarina (25) em 25 mL de diclorometano, reportada anteriormente, ¢

questionavel (HAGAR; AHMED; ALHADDADD, 2018).

Considerando as hidroxicumarinas (22, 25, 70 ¢ 71), a metodologia S1 se mostrou
eficaz somente quando foi empregado o substrato 25 (4-metil-7-hidroxicumarina), com
rendimentos dos produtos ésteres que variaram entre 30% e 62%. Estes produtos foram
caracterizados por medidas de faixa de fusdo e por técnicas espectrométricas. A titulo de
exemplificagdo e para discussao dos dados, sdo apresentados os espectros de RMN de 'H
e o de massas de alta resolugdo do composto 92 (éster obtido a partir de 25 e acido
benzoico 76). O espectro de RMN de 'H exibe sinal singleto em 62,52 ppm,
correspondente aos trés atomos de hidrogénio metilicos. O sinal em 66,35 ppm pode ser
associado ao hidrogénio a-carbonila. A por¢do benzénica do nicleo cumarinico também
possui sinal duplo-dubleto em 67,31, J=8,6 e 2,2 Hz (H-6), dubleto em 67,34, J=2,2 Hz
(H-8) e dubleto em 67,87, J=8,7 Hz (H-5). Correspondem aos cinco atomos de hidrogénio
no anel benzénico proveniente do acido benzoico os sinais em 67,58 (2H), 7,72 (1H) e

8,20 (2H).

O espectro de massas de alta resolugdo (EMAR), realizado em modo positivo, de
92 mostra um ion molecular [M+H] em m/z 281,0822, que foi comparado com o valor
calculado (281,0813). O erro corresponde a 4,9 ppm, e estes dados confirmam a férmula

molecular C17H1204 da estrutura proposta.



Figura 18: Espectro de RMN de 'H do composto 92 [SOOMHz, CD;0D, o (ppm)]
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Figura 19: Espectro de massas de alta resolu¢do, modo positivo, do composto 92
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Uma adaptacgdo experimental foi realizada, retirando o processo de preenchimento
do baldo de reacdo com atmosfera inerte. O rendimento obtido para esterificagao do acido
benzoico 76 com a hidroxicumarina 25 foi similar, comparando as condi¢des de atmosfera

de N> com a atmosfera ambiente. A partir deste teste, nenhuma outra reacao foi feita em

sistema inerte.



Nao foi possivel estabelecer uma discussao racional para o favorecimento da
hidroxicumarina 25 em detrimento das demais, na condi¢do supracitada (metodologia
S1). A principio, supds-se que o pKa das hidroxicumarinas seria o fator responsavel por
essa diferenca de reatividade, de modo que a hidroxicumarina com maior for¢a acida
reagiria mais facilmente. Os valores consultados na literatura, entretanto, nao permitiram
realizar tal inferéncia (NOWAK et al., 2016). Um fator que pode justificar estes resultados
¢ a diferenca de solubilidade das hidroxicumarinas em acetonitrila. Observacao
importante ¢ que, ao realizar os experimentos, foi notdvel que as cumarinas 70 ¢ 71
solubilizaram completamente somente quando o sistema reacional era moderadamente

aquecido.

Tabela 6: Valores de pKa das hidroxicumarinas

OH
X
HO (o) (o} HO O o
HO O (0} HO (0] o

(22) OH
(25) (70) (1)
pKa=38,01 pKa=7.91 pKa=7,55 pKa=7,73

Ao aplicar a metodologia S2 para as hidroxicumarinas 22, 70 e 71, que nao
reagiram anteriormente, apenas os ésteres cumarinicos a partir de 70 (5,7-dihidroxi-4-
metil-2H-cromen-2-ona) foram obtidos. Para exemplificar, o composto 116 (resultante da
reacao entre 70 e 4cido benzoico 76) foi caracterizado pelas técnicas espectroscopicas. O
espectro de RMN de 'H exibe sinal com deslocamento 82,38, atribuido aos trés atomos
de hidrogénio metilicos (CH3-4). Os sinais singleto em 86,05, 6,60 e 6,70 correspondem
aos atomos de hidrogénio do nucleo cumarinico, H-3, H-6 e H-8, respectivamente.
Finalmente, os sinais na regido dos aromaticos em 088,22 e 7,60 se referem aos cinco

atomos de hidrogénio da por¢do benzeno, proveniente do &cido benzoico.

O EMAR, registrado no modo negativo, apresenta sinal igual a m/z 295,0612
(comparado ao valor calculado 295,0606), referente a formula molecular Ci17H120s,

confirmando, portanto, a sintese do produto-alvo.



Figura 20: Espectro de RMN de 'H do composto 116 [S00MHz, CD;OD, & (ppm)]
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Figura 21: Espectro de massas de alta resolugdo do composto 116
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Na tentativa de promover a esterificagdo das hidroxicumarinas que nao reagiram
por meio das metodologias S1 e S2, foi proposta a execucao da metodologia S3,
encontrada na literatura. Por esta metodologia, at¢ o momento da preparagdo deste
manuscrito, ndo foram realizadas as esterificacdes a partir da hidroxicumarina 71, ou seja,
somente a série com umbeliferona (22) foi preparada até entdo. Houve nitida diferenca
no aspecto visual das reacdes: enquanto sob as metodologias S1 e S2 anteriores as
misturas reacionais permaneciam incolores ou de cor amarelo-palido, a 100 °C tornaram-

se amarelo intenso. Os rendimentos obtidos para a esterificacdo da umbeliferona 22, com
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base no procedimento S3, ficaram entre 44 e 93%. Para padronizar os compostos
exemplificados na caracterizacdo, sdo apresentados a seguir os dados obtidos para o
composto 84 (umbeliferona 22 + acido benzoico 76). Diferentemente dos demais, a
maioria dos ésteres cumarinicos derivados da umbeliferona 22 apresentaram maior
solubilidade em cloroféormio. A aquisicao do espectro de 84 foi realizada em cloroférmio
deuterado (CDCl3). O espectro RMN de 'H permitiu confirmar a formagdo do produto
desejado, por apresentar os sinais da por¢do pirona H-3 e H-4 em 6 6,42 e 7,74,
respectivamente (ambos d, J = 9,6 Hz), da porcao benzénica do nicleo cumarina em 6
7,26 (d, J= 2,2 Hz, H-8), 6 7,68 (d, J = 8,0 Hz, H-5) ¢ 6 7,20 (dd, J = 8,0, 2,2 Hz, H-6),
e os sinais do anel aromatico proveniente do 4cido benzoico em o 7,40 (H-3" ¢ H-5"), o

7,46 (H-4") e § 8,21 (H-2> e H-6").

Figura 22: Expansdo do espectro de RMN de 'H do composto 84 [SO0MHz, CDCls, & (ppm)]
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Curiosamente, quando os 4cidos tricloroacético (73), p-hidroxicinamico (19) e
3,5-dinitrobenzoico (77) foram utilizados, os produtos ésteres ndo foram obtidos. As
estruturas quimicas e questdes eletronicas e geométricas destes acidos carboxilicos nao
permitem uma explicagdo conclusiva deste fato experimental. Outro ponto que merece
explicacdo ¢ que ndo foram realizados experimentos suficientes para determinar a
hidroxila reativa na cumarina 71. No presente trabalho, as estruturas sugeridas dos
derivados ésteres sdo as que posicionam o grupo acila ligado na posi¢do 7, com base tnica

e exclusivamente no efeito estérico do sistema aromatico.
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Em todos os casos, observou-se formagao de precipitado branco, atribuido a
diciclohexilureia (DCU, 144), proposto no mecanismo apresentado anteriormente
(Esquema 18). Assim, apds filtracdo da mistura reacional e purificacdo do produto por
cromatografia em coluna, os rendimentos foram calculados, e as devidas caracterizagdes
foram realizadas. Os dados de rendimento e de temperaturas de fusdo foram compilados

na Tabela 7, que esta organizada de acordo com o protocolo experimental seguido.

Tabela 7: Rendimentos e medidas de fusdo dos ésteres cumarinicos

SO

(86) Rendimento: 62%
Fusdo: 117 - 120 °C

OH
)I\o 0 o

(110) Rendimento: 82%
Fusdo: 190 - 192 °C

1L
)I\o 0" Yo
(78) Rendimento: 54 %
Fusao: 130 - 131 °C

(88) Rendimento: 41%
Fusdo: 70 - 75 °C

OH
/\/\)I\O 0 o)

(112) Rendimento: 84%
Fusdo: 158 — 182 °C

OGN
(80) Rendimento: 45%
Oleo a t.a.

/\)I\o 0~ Yo

(89) Rendimento: 57%
Fusdo: 122 - 123 °C

OH
/\)I\o 0" o

(113) Rendimento: 15%
250 °C (dec)

SOBN

/\)]\0 0" Yo

(81) Rendimento: 93%
Fusao: 86 — 88 °C

©/\)‘\0 0" o
(90) Rendimento: 43%
Fusao: 153 — 154 °C

OH
©/\)‘\0 0" o
(114) Rendimento: 58%
Fusao: 182 — 185 °C

LN
©/\)J\o 0" o
(82) Rendimento: 44%
Fusao: 157 — 158 °C

©)‘\o o Yo
(92) Rendimento: 30%
Fusao: 147 — 150 °C

OH
©)‘\0 0" o
(116) Rendimento: 91%
Fusdo: 180 — 182 °C

i m
©)J\o 0 o
(84) Rendimento: 85%
Fusao: 154 — 155°C

Para efeitos de comparagdo, os valores das faixas de fusdo encontrados na
literatura dos substratos cumarinicos, dos reagentes acidos carboxilicos, dos demais
reagentes so6lidos e dos subprodutos sdo apresentados na Tabela 8. Estes valores serviram
de guia para confirmagdo prévia de formacao dos provaveis ésteres, quando substancias

com fusdo diferente dos reagentes eram obtidas das reagdes.
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Tabela 8: Dados de fusdo dos reagentes utilizados na esterificagao

[3)
o o
0o X OH
/\)]\ X" "oH /©/\)‘\ OH
A OH HO
75 15 19 76

Acido crotdnico
Fusao: 72 - 73 °C

Acido cindmico
Fusdo: 133 — 134 °C

Acido p-hidroxicindmico
Fusdo: 210 -213 °C

Acido benzoico
Fusao: 122 — 123 °C

Lo/

OH

NO,
77
Acido 3,5-dinitrobenzoico
Fusao: 204 — 206 °C

DCC
Fusao: 34 — 35 °C

141
DMAP
Fusdo: 110 - 113 °C

Q.10

144
Diciclohexilureia (DCU)
Fusdo: 230 —233 °C

/[:::I:Qil§
HO O o

22
Umbeliferona
Fuséo: 230 °C (dec.)

HO I I (6]

25
Fusao: 147 — 150 °C

X
HO O o
OH

71
Fusdo: 229 — 232 °C

OH
/J::i:I:liiL§
HO O (0]

70
Fusdo: 298 — 300 °C

Os dados de caracterizacdo por ressonancia magnética nuclear de 'H e *C, por

espectroscopia na regiao do infravermelho, e por espectrometria de massas estao listados

para os 15 compostos finais sintetizados.

78 — Acetato de 2-0x0-2H-cromen-7-ila (C11HgOs4).

A,

Figura 23: Espectro de RMN de 'H do composto 78 [S00MHz, CD;OD, 6 (ppm)]
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RMN 'H [500MHz, CDCI150D, 6 (ppm)]: 7,92 (d, J=9,6 Hz, 1H, H-4), 7,63 (d, J= 8,4
Hz, 1H, H-5), 7,16 (s, 1H, H-8), 7,10 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-6), 6,39 (d, J= 9,6 Hz, 1H,
H-3), 2,30 (s, 3H, CHs).

Massa exata [M+H]: 205,0501 (teérico); aguardando resultados.

80 — Hexanoato de 2-oxo-2H-cromen-7-ila (C1sH1604) — sintetizado pela primeira vez
LA
/\/\)I\o O 0

Figura 24: Espectro de RMN de 'H do composto 80 [S0O0MHz, CD;OD, 6 (ppm)]
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RMN 'H [500MHz, CD30D, 6 (ppm)]: 7.95 (d, J=9,6 Hz, 1H, H-4), 7,67 (d, J = 8,5
Hz, 1H, H-5), 7,18 (s, 1H, H-8), 7,12 (d, J= 8,4 Hz, 1H, H-6), 6,42 (d, J=9,6 Hz, 1H,
H-3), 2,63 (t,J= 7,4 Hz, 2H), 1,85 — 1,71 (m, 4H), 1,44 (s, 4H), 0,97 (¢, J = 7,4 Hz, 3H,
-CH3).

Massa exata [M+H]: 261,1127 (tedrico); aguardando resultados.
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81 — (E)-but-2-enoato de 2-oxo-2H-cromen-7-ila (C13H1004) — sintetizado pela primeira

VeEZz.
i m
/\)]\o [N

Figura 25: Espectro de RMN de 'H do composto 81 [S0O0MHz, CD;OD, 6 (ppm)]
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RMN 'H [500MHz, CD30D, 6 (ppm)]: 7,96 (d, J = 9,6 Hz, 1H, H-4), 7,67 (d,J =8.5
Hz, 1H, H-5), 7,32 — 7,22 (m, 1H, Hp), 7,20 (s, 1H, H-8), 7,15 (d, ] = 8,5 Hz, 1H, H-6),
6,42 (d, ] =9,6 Hz, 1H, H-3), 6,12 (d, J = 15,6 Hz, 1H, Ha), 2,01 (d, J = 6,9 Hz, 3H, -
CHs3).

Massa exata [M+H]: 231,0657 (teérico); aguardando resultados.

82 — Cinamato de 2-oxo0-2H-cromen-7-ila (C1sH1204).
RMN 'H [5S00MHz, CD30D, 6 (ppm)]: aguardando resultados.
Massa exata [M+H]: 293,0814 (téorico); aguardando resultados.
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84 — Benzoato de 2-0x0-2H-cromen-7-ila (C16H1004).
LA
©)J\o 0o
Figura 26: Espectro de RMN de 'H do composto 84 [S00MHz, CDCls, & (ppm)]

500 MHz, CDCI3

r7.27 CDCI3

7.40
_-6.44
6.42

. Lo ] =—m/—7¢

-/ 7.73

T ]
4 6.3 6.

T T T T T T
7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5

@
w
™
[
e |
-
@®
=]
~
-3

RMN 'H [500MHz, CDCls, 6 (ppm)]: 8,21 (dd, J = 7,8, 1,4 Hz, 2H, H-2’ ¢ H-6"), 7,74
(d, J=9,6 Hz, 1H, H-4), 7,68 (t, J = 8,0 Hz, 1H, H-5), 7,46 (m, 1H, H-4°), 7,40 (t, J=7,8
Hz, 2H, H-3’ ¢ H-5"), 7,26 (d, J = 2,2 Hz, 1H, H-8), 7,20 (dd, J = 8,0, 2,2 Hz, 1H, H-6),
6,43 (d, J = 9,6 Hz, 1H, H-3).

Massa exata [M+H]: 267,0657 (tedrico); aguardando resultados.

— Acetato de 4-metil-2-ox0-2H-cromen-7-ila (C12H1004).

b,

RMN 'H [500MHz, CD30D, & (ppm)]: 7,60 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H-5), 6,82 (dd, J = 8,7,
2,4 Hz, 1H, H-6), 6,71 (d, J= 2,3 Hz, 1H, H-8), 6,10 (s, 1H, H-3), 2,66 (s, 3H, -COCH3),

2,42 (s, 3H, CH-4).
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Figura 27: Espectro de RMN de 'H do composto 86 [SOOMHz, CD;0D, o (ppm)]
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Massa exata [M+H]: 219,0657 (teorico); 219,0646 (experimental). Erro 2,6 ppm.

Figura 28: Espectro de massas de alta resolugdo (modo positivo) do composto 86
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88 — Hexanoato de 4-metil-2-ox0-2H-cromen-7-ila (C12H1004) — sintetizado pela primeira

VECZ.

Joe!
/\/\)I\O o X0
RMN 'H [500MHz, CDsOD, & (ppm)]: 7,79 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-5), 7,16 (d, J=8,5 Hz,
1H, H-6), 7,12 (s, 1H, H-8), 6,31 (s, 1H, H-4), 2,62 (¢, J= 7,4 Hz, 2H, -OCH>»), 2,48 (s,
3H, CH3-4), 1,81 — 1,69 (m, 2H), 1,41 (s, SH), 0,95 (s, 3H, -CH3).

Figura 29: Espectro de RMN de 'H do composto 88 [S0O0MHz, CD;OD, 6 (ppm)]
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Massa exata [M+H]: 275,1283 (teorico); 275,1277 (experimental). Erro 0,5 ppm.

Figura 30: Espectro de massas de alta resolugdo (modo positivo) do composto 88
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89 — (E)-but-2-enoato de 4-metil-2-ox0-2H-cromen-7-ila (C14H1204) — sintetizado pela

primeira vez.

/\)]\0 0" Yo

RMN 'H [500MHz, CDsOD, & (ppm)]: 7,82 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H-5), 7,27 (dgq, J = 14,0,
6,9 Hz, 1H, Hp), 7,22 — 7,16 (m, 2H, H-6 ¢ H-8), 6,33 (s, 1H, H-4), 6,12 (d, J= 14,0 Hz,
1H, Hy), 2,51 (s, 3H, CH3-4), 2,01 (d, J=6,9 Hz, 3H, -CH3).

Figura 31: Espectro de RMN de 'H do composto 89 [S0O0MHz, CD;OD, 6 (ppm)]

500MHz, MeOD

3.33 MeOD

2.51

Massa exata [M+H]: 245,0814 (tedrico); aguardando resultados.

90 — Cinamato de 4-metil-2-ox0-2H-cromen-7-ila (C19H1404) — sintetizado pela primeira

VEeZ.

RMN 'H [500MHz, CD3;0D, & (ppm)]: 7.93 (d, J = 16,0 Hz, 1H, Hp), 7,85 (d, J= 8,6
Hz, 1H, H-5), 7,72 — 7,69 (m, 2H, H-2’ ¢ H-6"), 7,47 — 7,43 (m, 3H, H-3’, H-4’ ¢ H-5"),
7,28 (d, J=2,2 Hz, 1H, H-8), 7,25 (dd, J = 8,6, 2,2 Hz, 1H, H-6), 6,77 (d, J = 16,0 Hz,
1H, Hy), 6,34 (s, 1H, H-3), 2,51 (s, 3H, CH3-4).
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Figura 32: Espectro de RMN de 'H do composto 90 [500MHz, CD;OD, & (ppm)]
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Massa exata [M+H]: 307,0970 (teorico); 307,0965 (experimental). Erro 1,4 ppm.

Figura 33: Espectro de massas de alta resolugdo (modo positivo) do composto 90
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92 — Benzoato de 4-metil-2-ox0-2H-cromen-7-ila (C17H1204).
©)J\o 0" o

RMN 'H [500MHz, CDsOD, & (ppm)]: 8,20 (d, J= 7,2 Hz, 2H, H-2’ ¢ H-6"), 7,87 (d, J
8,6 Hz, 1H, H-5), 7,72 (+, J= 7.5 Hz, 1H, H-4"), 7,58 (t, J = 7,8 Hz, 2H, H-3’ ¢ H-5’

),

7,34 (d,J=2,2 Hz, 1H, H-8), 7,31 (dd, J = 8,6, 2,3 Hz, 1H, H-6), 6,35 (s, 1H, H-4), 2,52

(s, 3H, CHs-4).

Figura 34: Espectro de RMN de 'H do composto 92 [SOOMHz, CD;0D, o (ppm)]
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Massa exata (g.mol™!): 281, 0814 (tedrico); 281,0822 (experimental). Erro 4,9 ppm.
Figura 35: Espectro de massas de alta resolu¢do (modo positivo) do composto 92
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110 — Acetato de 5-hidroxi-4-metil-2-ox0-2H-cromen-7-ila (C12H100Os) — sintetizado pela

primeira vez.

OH
)I\O O 0]
RMN 'H [S00MHz, CD;OD, & (ppm)]: 7,13 (5, 1H, H-6), 6,98 (5, 1H, H-8), 6,27 (s, 1H,

H-4), 2,37 (s, 3H, CHs-4), 2,30 (s, 3H, COCH).

Figura 36: Espectro de RMN de 'H do composto 110 [S00MHz, CD;0D, 6 (ppm)]
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Figura 37: Espectro de massas de alta resolugdo (modo negativo) do composto 110
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Massa exata [M-H]: 233,0450 (teorico); 233,0474 (experimental). Erro 7,9 ppm.
112 — Hexanoato de 5-hidroxi-4-metil-2-ox0-2H-cromen-7-ila (Ci¢H130s) — sintetizado

pela primeira vez.

OH
RMN 'H [S00MHz, CD30D, & (ppm)]: 6,61 (d,J = 2.2 Hz, 1H, H-6), 6,51 (d,J=2.2 Hz,
1H, H-8), 6,07 (s, 1H, H-3), 2,66 — 2,61 (m, 5H), 2,58 (¢, J = 7.4 Hz, 2H, -COCH>), 2,45

(s, 3H, CHs-4), 0,95 (m, 6H).

Figura 38: Espectro de RMN de 'H do composto 112 [500MHz, CD;0D, 6 (ppm)]
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Massa exata [M-H]: 289,1076 (tedrico); 289,1082 (experimental). Erro 0,2 ppm.

Figura 39: Espectro de massas de alta resolucdo (modo negativo) do composto 112
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113 — (E)-but-2-enoato de 5-hidroxi-4-metil-2-0x0-2H-cromen-7-ila (Ci14H1205) —

sintetizado pela primeira vez.

OH
/\)]\0 0~ Yo

RMN 'H [5S00MHz, CD30D, 6 (ppm)]: aguardando resultados.
Massa exata (g.mol™): 259,0606 (tedrico); aguardando resultados.

114 — Cinamato de 5-hidroxi-4-metil-2-oxo0-2H-cromen-7-ila (C19H140s) — sintetizado

pela primeira vez.
RMN 'H [500MHz, CD3;0D, & (ppm)]: 7,96 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H,), 7,74 (m, 2H, H-2’
e H-6°), 7,60 (m, 3H, H-3°, H-4’ ¢ H-5"), 6,83 (d, J = 16,0 Hz, 1H, Hp), 6,68 (s, 1H, H-

6), 6,59 (s, 1H, H-8), 6,06 (s, 1H, H-3), 2,49 (s, 3H, CHs-4).

Figura 40: Espectro de RMN de 'H do composto 114 [S00MHz, CD;0D, 6 (ppm)]
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Massa exata [M-H]: 321,0763 (tedrico); 321,0781 (experimental). Erro 3,8 ppm.
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Figura 41: Espectro de massas de alta resolugdo (modo negativo) do composto 114
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116 — Benzoato de 5-hidroxi-4-metil-2-oxo0-2H-cromen-7-ila (C17H1205) — sintetizado

pela primeira vez.
OH
©)‘\0 )
RMN 'H [500MHz, CDs;0D, 6 (ppm)]: 8,22 (d, J = 7,3 Hz, 2H, H-2’ ¢ H-6"), 7,60 (t, J

= 7,8 Hz, 3H, H-3’, H-4’ ¢ H-5"), 6,70 (s, 1H, H-6), 6,60 (s, 1H, H-8), 6,05 (s, 1H, H-3),
2,38 (s, 3H, CHs-4).
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Figura 42: Espectro de RMN de 'H do composto 116 [S00MHz, CD;OD, o (ppm)]
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Massa exata (g.mol-1): 296,0606 (teoérico); 295,0612 (experimental). Erro 0,0 ppm.

Figura 43: Espectro de massas de alta resolucdo (modo negativo) do composto 116
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ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Este ensaio tem como objetivo avaliar o efeito dos derivados sintéticos de
cumarinas sobre a viabilidade de células epiteliais alveolares de adenocarcinoma humano
(linhagem A549). A linhagem de células A549 foi obtida do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ) e mantidas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), 1% de L-glutamina e 0,1% de gentamicina. As culturas celulares foram mantidas

em estufa com 5% de CO2 a uma temperatura de 37 °C.

Para avaliar o efeito do tratamento com as amostras sobre a viabilidade das células
foi utilizado o ensaio colorimétrico por redugdo de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-
2,5-difenil tetrazolio, comumente denominado MTT. Células A549, na densidade de 104
células/poco, foram semeadas em placa de 96 pogos com meio RPMI suplementado e
mantidas em estufa de CO; (37 °C) por 24 h. Apoés este tempo, as células foram expostas
as amostras nas concentragdes de 0,1-25 pg/mL, ou meio de cultura (grupo controle), e
mantidas por mais 24 h em estufa. Apos este periodo, as células foram incubadas com
MTT (5 mg/mL) por 4h. O sobrenadante foi retirado, e aos pogos foram adicionados 150
pnL de DMSO para solubilizagdo. Em seguida, foi realizada incubagdo por 15 minutos em
temperatura ambiente e leitura em espectrofotometro a 540 nm. O resultado foi expresso
como porcentagem de cé€lulas viaveis em relagdo ao grupo exposto apenas ao meio de

cultura, de acordo com a equacgdo a seguir.

Absorbancia de células tratadas

Células vidveis (%) = ( )x 100

Absorbancia de células nao tratadas

Foram enviados para andlise algumas amostras dos ésteres cumarinicos. Os
resultados indicaram baixa ou nenhuma atividade. Apenas dois compostos apresentaram

uma discreta reducdo na viabilidade das células, conforme os graficos a seguir.

Figura 44: Viabilidade celular em diferentes concentra¢des para o composto 114
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Figura 45: Viabilidade celular em diferentes concentra¢des para o composto 116
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ENSAIO ANTIMICROBIANO

O ensaio antimicrobiano foi realizado com o propdsito de investigar a
concentragdo inibitéria minima (CIM), contra bactérias Staphylococcus aureus ATCC
43300. A cepa foi descongelada e incubada durante 24 horas a 37°C e 5% de CO; em
caldo BHI com 1% glicose. Repiques foram preparados para a preservacao dos
microrganismos testes e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C para posterior reativacao
e realizagdo dos experimentos. A CIM foi determinada pela técnica de microdiluicdo em
microplacas de 96 pogos. As placas foram incubadas durante 24 horas, a 37°C e 5% de
COas. Apos isso, adicionou-se reagente indicador resazurina (que indica em cor azul
auséncia de crescimento e em cor rosa, indica crescimento bacteriano). Foi determinada
como CIM a menor concentracdo em que ndo houve crescimento bacteriano visivel,
confirmado com a resazurina. Os resultados preliminares mostraram que houve atividade
antimicrobiana para os compostos apresentados na tabela a seguir. Fato interessante ¢ que

os ésteres cinamatos apresentaram os melhores valores, contra S. aureus ATCC.

Tabela 9: Valores de CIM para os compostos com melhor atividade antimicrobiana

(88) — CIM 25 pg/mL (90) — CIM 25 ug/mL
N OH
(82) - CIM 6,25 png/mL (114) — CIM 12,5 ug/mL
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CONCLUSOES

O capitulo “Sintese de novos ésteres cumarinicos via reagdo de Steglich mais
verde” apresentou propostas de metodologias e discussdes teoricas acerca da obtencao de
novos derivados ésteres a partir de hidroxicumarinas. A literatura cientifica foi revisada,
e algumas publicacdes foram norteadoras na idealizagdo e execucgao da presente pesquisa.
Os compostos do tipo 4-metilhidroxicumarina 25, 70 ¢ 71 foram sintetizados com
rendimentos que variaram entre 80 e 97%, por meio de ciclizagdo de Pechmann adaptada
com 7 equivalentes molares de acido sulfurico. A partir destes compostos, juntamente
com a umbeliferona, foram preparados 15 novos ésteres, via reagao de Steglich, utilizando
DCC, DMAP e acetonitrila como solvente a 100 °C, e os rendimentos dos produtos
ficaram entre 15 e 93%. Se faz necessario aplicar a metodologia S3 para todas as reagdes
de esterificagdo, para uniformizar os resultados, incluindo a hidroxicumarina 71 (derivada
do pirogalol). Os compostos-alvo foram caracterizados, embora algumas técnicas ainda
necessitem ser acessadas, para uma completa caracterizagdo. Foram realizados ensaios
biologicos de citotoxicidade contra células do tipo A549, mas os ésteres cumarinicos nao
apresentaram bons resultados. Ensaios antimicrobianos preliminares utilizando bactérias
S. aureus ATCC, levaram a conclusdo de que os ésteres derivados do acido cindmico tem
potencial para futuros estudos. E necessario, portanto, propor estudos de modelagem
computacional para buscar aplicacdes dos compostos. Pode ser realizada também a
ampliacdo de derivados de cumarinas, provenientes de reagdes de oxidagdo da metila no
C-4 e de aminometilagdo de Mannich, exemplificados no Esquema 19 a seguir.
Resultados parciais desta pesquisa foram apresentados nos eventos 45* Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica (45RASBQ), 18th Brazilian Meeting on Organic
Synthesis (18thBMOS) e no congresso da American Chemical Society ACS Fall, todos
em 2022.

Esquema 19: Propostas de reacdo de oxidagéo e de aminometilagéo
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CAPITULO 2

Desenvolvimento de metodologia sintética para acessar chalconas,
flavanonas e neoflavonoides a partir de fenois na presenca de BF;.OEt,

0 a 8 fendis
e TCCA M
H PPh;, N I + GR
| HO |
BF,.0Et,
Acilagio Acilacio e Esterificacio e
aromatica ciclizacio ciclizagiio
o 0
HO : )
. . 3 Esteres
2 2'-Hidroxichalconas 1 Flavanona 4 Neoflavonoides
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FUNDAMENTACAO TEORICA

Os flavonoides constituem uma grande classe de produtos naturais, € sdo assim
chamados devido ao nome em latim “flavus™ — que significa “amarelo” — concedido pelo
cientista polonés Stanistaw Kostanecki, que estudava corantes naturais, no fim do século
XIX (GRYNKIEWICZ, 2019). Sao considerados metabdlitos especializados,
encontrados em diversas plantas, principalmente nas frutas e legumes. S3o, em termos
estruturais, pertencentes ao grupo dos polifenois, contendo o esqueleto benzo-y-pirona
(KUMAR; PANDEY, 2013). Sao também identificados como C¢-C3-Cs, 0 que significa
que a estrutura basica contém 15 carbonos, distribuidos em dois anéis aromaticos de seis
carbonos cada (identificados como anéis A ¢ B), conectados por uma sequéncia de trés
carbonos, que podem formar um terceiro anel (anel C) heterociclico (CAZAROLLI et al.,
2008). As variagdes quimicas nesta parte da estrutura permitem diferenciar os subgrupos
dos flavonoides, tais como as chalconas, flavanonas, flavonas, isoflavonas, dentre outros,

exemplificados pelos compostos 151-156, que estdo destacados na Figura 46.

Figura 46: Estruturas representativas dos principais subgrupos de flavonoides
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Diversas publicagcdes destacam a importancia do estudo de flavonoides pela
diversidade de estruturas conhecidas. Estudos recentes reportaram que mais de 7000
flavonoides ja foram identificados (AKIMOTO et al., 2017). Outras publicagdes
aumentam este valor, afirmando que algo em torno de 10000 compostos da classe dos
flavonoides j& foram caracterizados, considerando todas as modificagdes possiveis na
estrutura genérica, isto €, levando em conta todos os grupos funcionais que podem estar

ligados, como por exemplo, grupos metila, metoxila, hidroxila, aminas, heterociclos



polifuncionalizados, actcares etc. através de ligagcdes diretamente no carbono ou nos

grupos fenol (CHENG et al., 2014; WANG; LI; BI, 2018).

A grande diversidade estrutural dos flavonoides, maior que a das cumarinas
reportadas no Capitulo 1, reflete o grande interesse nesta classe de compostos. No entanto,
a relagdo entre a estrutura e as propriedades que os flavonoides podem apresentar sdo,
sem duvida, o grande foco da pesquisa nesta area. Isto porque os flavonoides sao bastante
conhecidos por seus efeitos relacionados a protecdo das plantas contra radiagdo
ultravioleta, patdogenos e herbivoros. Pelo fato de apresentarem coloragao tipica, diversos
flavonoides sao pigmentos em diversas partes das plantas, atuando como sinalizadores e
atraindo agentes polinizadores (IWASHINA, 2015). Flavonoides também estdo
relacionados com a saude humana, incluindo propriedades nutricionais, com destaque a
atividade antioxidante, apresentando também propriedades anti-inflamatorias,
hepatoprotetoras, antibacteriana, antiviral e neuroprotetoras (PANCHE; DIWAN;
CHANDRA, 2016; PATIL; MASAND, 2018; BONIFACE; FERREIRA, 2019; KO et al.,
2020; LI et al., 2020). Devido a estas atividades, ao longo dos ultimos anos, flavonoides
vém sendo amplamente descritos como alvos de pesquisa em descoberta de farmacos,
pelo fato de atenderem as necessidades terapéuticas, bem como apresentarem toxicidade

e risco de efeitos colaterais baixos (SCOTTI et al., 2017).

ASPECTOS GERAIS DAS CHALCONAS E FLAVANONAS

As chalconas, nome wusual para substancias 1,3-difenil-prop-2-en-1-ona,
pertencem a familia dos flavonoides. A palavra chalcona ¢ derivada do termo grego
“chalcos”, que significa “bronze”, fazendo referéncia a coloracdo das chalconas naturais
(ZHUANG et al., 2017). Nao foi encontrado recentemente, na literatura consultada, um
valor que determine, ainda que por estimativa, a quantidade de estruturas de chalconas
conhecidas. Em 2014, no entanto, foi feito um levantamento sobre chalconas, que
descreveu 646 compostos de origem natural relatados na literatura desde 1975
(ROZMER; PERJESI, 2016). E desconhecido também se a maior parte dos compostos
contendo o esqueleto das chalconas ja identificados sdo de origem natural ou sintética,
embora atualmente exista uma diversidade de artigos focados em modificacdo estrutural

de chalconas via sintese organica.

A estrutura basica ¢ constituida por um grupo cetona o,B-insaturada que conecta

dois anéis aromaticos, mantendo todo o sistema conjugado (Figura 47A-C). Por esta
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caracteristica peculiar, as chalconas sao também denominadas de flavonoides de cadeia
aberta. Devido a este sistema, as chalconas apresentam estruturas com sistema 7 rico em
densidade eletronica, o que as tornam interessantes, pelo grande potencial farmacologico
e nutricional, e quimicamente versateis, ou seja, passiveis de derivatizagao.
Normalmente, sao solidos cristalinos e apresentam cor, que pode variar em torno do
amarelo, laranja e marrom, devido ao sistema m-conjugado (GAONKAR; VIGNESH,
2017). A estrutura da chalcona pode ser apresentada nas configura¢des £ ou Z, em relagdo
a ligagdo C=Cg, sendo termodinamicamente mais estavel o isdmero £ (pois o isomero Z
possui efeito estérico entre o oxigénio da carbonila e o anel B). Com relacao ao sistema
enona, ¢ bastante discutido também sobre as conformagdes s-cis e s-trans, sendo o
conférmero s-cis o mais estavel, devido ao fato de os vetores momentos de dipolo estarem
em sentidos opostos, assim como por efeitos estéricos entre H-2’ ¢ Hs (ALBUQUERQUE
et al., 2014; HUSSEIN; FADHIL, 2020).

Figura 47: Estrutura basica da chalcona
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Configuracio Z

Chalcona
Configuracio E - Conformacio s-trans

Chalcona
Configuracio E - Conformacio s-cis

Este sistema das chalconas sdo interessantes também pela possibilidade de
formag¢do de derivados fluorescentes. Como ja demonstrado no capitulo anterior,
moléculas fluorescentes sdo de grande interesse na quimica medicinal devido a
capacidade de atuacdo como sondas, pigmentos, ou inclusive para diagndstico de doencas
por imagem (MASESANE, 2015). Na literatura encontram-se reportados, por exemplo,
alguns derivados de chalcona fluorescentes com aplicagdes na deteccao de doengas por
meio da coloragdo emitida em células, para investigacao especifica de alvos celulares, e
também como sensores quimicos (RAMMOHAN et al., 2020). A estrutura das chalconas
¢ favoravel para o processo de fluorescéncia devido ao modelo conhecido como push-
pull, ou ainda, como estrutura do tipo doador-aceptor-doador (DAD), que pode ser
manipulada por meio da funcionalizacdo com grupos retiradores ou doadores de

densidade eletronica, que podem otimizar a propriedade de luminescéncia.



Chalconas de estruturas simples sao facilmente solubilizadas em alcoois e em
solugdes aquosas acidas ou basicas. Quando hidroxiladas, apresentam resultado positivo
para o teste com solucao de cloreto férrico, tipico para caracterizar fenolicos, resultando
num complexo de coloragdo violeta. Dao positivo também para o teste de Wilson, em que
a mistura se torna rosa ao adicionar acido sulftrico concentrado. As chalconas podem ser
transformadas nas respectivas flavanonas ou flavonas, desde que apresentem uma
hidroxila na posi¢do orto-carbonila (carbono C-2’). A conversdo classica chalcona-
flavona (Esquema 20A) ¢ feita utilizando iodo em quantidade catalitica, como agente
oxidante, em dimetilsulfoxido (DMSO) (GUPTA; GARG; SINGH, 2020). Para promover
a ciclizagdo de 2’-hidroxichalconas em flavanonas, que nido possuem dupla ligacdo
C,=Cp, basta uma simples catélise acida ou basica (Esquema 20B) (NIBBS; SCHEIDT,
2012).

Esquema 20: Conversdo 2-hidroxichalcona (157) em flavona (158) e em flavanona (159)
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Neste contexto, as flavanonas se apresentam como os mais abundantes
flavonoides nas frutas das espécies Citrus sp. Naringenina 152 e hesperetina 160 — e suas
formas glicosiladas naringina 161 e hesperidina 162, respectivamente — sdo as flavanonas
mais comuns, com propriedades antioxidante e anti-inflamatoria conhecidas (AGUIAR;
SILVA; DAVID, 2022). E importante ressaltar aqui que o consumo de frutas citricas se
restringe basicamente a extracdo do suco. Entretanto, as cascas, que compdem a maior
parte da massa das frutas, e sdo tratados como residuos, sdo fonte majoritaria dos

compostos bioativos, o que incluem as referidas flavanonas (VICTOR et al., 2018).

Figura 48: Estruturas de flavanonas 152 e 161 e suas formas glicosiladas 160 e 162
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RELEVANCIA DOS ESTUDOS SOBRE CHALCONAS E FLAVANONAS

Foi realizada uma consulta na base de dados Web of Science, a fim de quantificar
os estudos realizados com chalconas. Ao pesquisar a entrada “chalcone”, no dia 04 de
julho de 2023, com filtro de anos desde 1945 até 2023, a base de dados encontrou 12784
registros de publicagdes, sendo as areas denominadas “plant sciences” (ciéncias das
plantas) e “biochemistry and molecular biology” (bioquimica e biologia molecular), as
com maior numero de registros. Considerando os ultimos 20 anos — entre 2003 e 2023 —
nota-se que houve um crescente aumento do nimero de publicagdes sobre este tema,
sendo 2021 o ano com maior quantidade: 909. Isto significa que atualmente ainda existem
muitos estudos com chalconas e seus derivados, de diferentes areas da quimica, medicina
e engenharia. E importante destacar também que a pesquisa cientifica envolvendo
chalconas tem se modernizado, devido ao constante aumento de métodos computacionais,
novas técnicas de caracterizacdo, de quantificacdo e de estudos bioldgicos. Um dado
interessante € que as agéncias brasileiras CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico) e CAPES (Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior) aparecem respectivamente nas 2* e 6* colocagdes, dentre as agéncias que
mais financiam publicagdes contendo o termo chalconas, com 328 e 268 publicagdes,

mostrando a relevancia da pesquisa nessa area realizada no Brasil.

Uma publicacdo recente apresenta dados retirados da pesquisa utilizando a
ferramenta SciFinder, com a busca pela palavra-chave “chalcone”, que mostrou um total
de 5225 artigos e 522 patentes publicados desde 1999 até 2008. Desde entdo, este numero
mais que dobrou, para 12897 artigos em periddicos cientificos e 932 patentes,
considerando o periodo entre 2009 e o primeiro trimestre de 2019 (RULLAH et al., 2019).
Este total de publicagdes difere consideravelmente da busca realizada na plataforma Web
of Science, pelo fato de que os mecanismos de busca que controlam as bases de dados sdao
diferentes. No entanto, ambos os resultados permitem chegar & mesma conclusdo, de que
os continuos avangos dos métodos na obtencao de chalconas permanecem relevantes, pois
continuardo a servir como uma importante fonte de estruturas inéditas na quimica

medicinal, além de um desenvolvimento eficaz de novos farmacos no futuro.

Quando a busca no Web of Science foi realizada com o termo “‘flavanone”, com filtro
de anos entre 1945 e 2023, a base de dados exibiu 7039 publicagdes. Merece o destaque

para a quantidade de artigos de revisdo, que totalizam 409. Isto demonstra um amplo
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interesse na comunidade cientifica em compilar periodicamente os dados relacionados
com este tema. O topico relacionado as flavanonas, que mais aparece no total de
publicacdes € “phytochemicals” (Fitoquimicos), sendo referido em 3411 publicagdes, o
que corresponde a 48,46%. O topico “synthesis” € mencionado em 633 publicagdes,
permitindo fazer uma inferéncia ndo absoluta de que as flavanonas sdo mais estudadas
por sua prospec¢do na Natureza, ao invés de sua obtencdo por sintese organica. A CNPq
também aparece entre as agéncias que mais financiam publicacdes sobre flavanonas,

ocupando a 5% posi¢do com 138 registros.

BIOSSINTESE DE CHALCONAS E FLAVANONAS

As chalconas naturais sdo encontradas em diversas familias vegetais, dentre as
quais incluem-se Leguminosae, Compositae ¢ Moraceae. Estdo presentes em frutas,
raizes, flores, que em sua maioria podem ser utilizados para consumo humano (MATOS
et al., 2014). Inclusive, plantas medicinais contendo chalconas ja sdo utilizadas ha muito
pela medicina tradicional. Em termos estruturais, sd3o comuns na natureza substancias
contendo como substituintes grupos hidroxila, metoxila, prenila e compostos na forma de
glicosideos. As familias Rutaceae e Myrtaceae também contém espécies que acumulam
chalconas, todavia ocorrendo majoritariamente em raizes e em partes aéreas (ZHUANG

etal., 2017).

Esquema 21: Biossintese das chalconas e flavanonas
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Fonte: Adaptado de (MASESANE, 2015)
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A biossintese das chalconas representa a convergéncia de duas rotas biossintéticas.
A unidade Cg¢ correspondente ao anel A é derivado do floroglucinol (ou 1,3,5-
benzenotriol) com oxidagdes alternadas, proveniente da rota do acetato. A porcao
correspondente ao sistema C3-Cs, que inclui o grupo enona ¢ o anel B, sdo originados de
um precursor fenilpropanoide, na rota do chiquimato. De forma resumida, o esqueleto das
chalconas ¢ formado quando 4-hidroxicinamoil-CoA (ou p-cumaroil-CoA - 167) reage
com o intermedidrio tricetideo (166), que por sua vez ¢ resultante das unidades malonil
(164), via reacao tipo Claisen, mediada pela enzima chalcona sintase. 2’-
Hidroxichalconas podem entdo isomerizar para flavanonas (Esquema 21) (MASESANE,

2015).

ATIVIDADES BIOLOGICAS DE CHALCONAS E FLAVANONAS

As chalconas constituem uma classe de substancias com atividade antibacteriana
conhecida, de forma que varios artigos cientificos sdo anualmente publicados com este
foco. Apesar de ser conhecido que agentes antibacterianos podem ser classificados como
bactericidas (eliminando diretamente o microrganismo) ou bacteriostaticos (impedindo o
crescimento e reproducdo), essas substancias podem agir por diferentes tipos de
mecanismo de agdo (NOGUEIRA et al., 2016). Exemplo de chalcona com grande
potencial antimicrobiano ¢ o composto 171 apresentado na Figura 49, com resultados
melhores que o padrdo ciprofloxacina 172 (CIM: 0,0032 versus 0,0047 pmol/mL) (XU
et al., 2019).

Figura 49: Estrutura de chalcona com propriedade antibacteriana
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O composto xantohumol (173, Figura 50) ¢ um importante exemplo da atividade
anticancer das chalconas. E obtido de Humulus lupulus L. (Cannabaceae), conhecido
como lupulo e utilizada na preparagdo de cervejas, conferindo aroma e sabor. O
xantohumol ja foi testado in vitro e in vivo, e apresentou resultados promissores contra
cancer no sistema respiratorio, linfatico, digestivo, cancer de mama, ovario e prostata,

cancer na tireoide e cervical, via diferentes mecanismos (JIANG et al., 2018). No ano de
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2021, foram publicados resultados expressivos da atividade inibitéria do crescimento e

metastase contra cancer do tipo melanoma pelo xantohumol (SEITZ et al., 2021).

Figura 50: Folhas de Humulus lupulus L. e estrutura do xanthohumol 97

Humulns hpnius L
Fonte: Adaptado de (JIANG et al., 2018)

173

Xanthobumol

A dihidrochalcona glicosilada florizina (174, Figura 51A) ¢ bem conhecida como

agente hipoglicimiante e de inibi¢do da enzima SGLT-2 (sodium-glucose cotransporter

type 2). No entanto, devido a falta de seletividade e biodisponibilidade que esse glicosideo

apresenta, tornou-se inspiragao para sintese de uma classe de inibidores da SGLT-2, tais

como a empagliflozina e dapagliflozina (175 e 176, Figura 51B-C), que reduzem a

reabsorcao de glicose pelo rim, aumentando a excre¢ao de glicose, e consequentemente

diminuindo os niveis de agucar no sangue. Estes compostos foram aprovados como

farmacos para o tratamento de diabetes tipo 2, ¢ mencionados na revisao mais recente

sobre os produtos naturais como fontes de novos farmacos (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Figura 51: Estruturas da florizina, empagliflozina e dapagliflozina
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Soforaflavanona G (177) ¢ uma flavanona obtida de Sophora alopecuroides

(Fabaceae), planta distribuida no continente asiatico e amplamente utilizada na medicina

tradicional chinesa. O composto foi reportado por exibir propriedades anti-inflamatérias

(GUO et al., 2016).

Figura 52: Estrutura da soforaflavanona G (177)
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SINTESE DE CHALCONAS E DERIVADOS

De modo similar ao que foi discutido no Capitulo 1, embora possam ser obtidas
da Natureza, diversas metodologias ja foram empregadas para sintetizar chalconas. Neste
manuscrito, serdo abordadas somente estratégias para sintese das chalconas, uma vez que
flavanonas normalmente sdo obtidas de forma consecutiva. Artigos recentes de revisao,
que compilam os avangos na sintese quimica, consideram como principais formas de
obtencdo das chalconas a conhecida condensacdo de Claisen-Schmidt, rearranjo
fotoquimico de Fries, reagdes de acoplamento cruzado, e acilagdo no anel aromatico

(FAROOQ; NGAINI, 2019).

Figura 53: Metodologias de sintese de chalconas
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Acilacio em anel aromatico
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e =
. Rearranjo fotoquimico de Fries | ‘ ‘
: Olefinacao de Julia-Kocienski Chalcona e derivados

CONDENSACAO DE CLAISEN-SCHMIDT

Esta reagdo ¢ nomeada em homenagem aos pesquisadores R. L. Claisen e J. G.
Schmidt, e descreve a condensagdo entre quantidades equimolares de acetofenona (178)
e benzaldeido (179). E a metodologia mais classica para preparacio de chalconas, e
largamente utilizada na sintese orginica para obten¢do de inimeros compostos via
formagao de ligagio C-C. E considerada reagio aldolica cruzada, na qual apenas um dos

reagentes possui hidrogénio na posicao a-carbonila (ZHUANG et al., 2017).

Para que haja o ataque nucleofilico do substrato cetona no aldeido, ¢ necessaria a
utilizagdo de catalisadores, que podem ser acidos (Esquema 22), tais como HCI, H2SO4 e
acido p-toluenossulfonico, promovendo a condensagao pelo mecanismo de formacao do
intermediario enol, ou basicos (Esquema 23), como NaOH, KOH, LiOH, Ba(OH), e

K2COs3, que por sua vez levam ao produto a partir da formacgao do ion enolato. Ambas as
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catalises sdo, na grande maioria, em condi¢cdes homogéneas (PAN et al., 2013; RITTER
et al., 2015; JUNG et al., 2017; FAROOQ; NGAINI, 2019). Consequentemente, uma
desvantagem desta metodologia ¢ que, a depender do catalisador utilizado, pode-se
demandar temperaturas entre 50°C e 100°C, assim como algumas horas de reagado, de tal
forma que pode resultar em uma mistura envolvendo a chalcona desejada e subprodutos,
tais como o produto alddlico correspondente do ataque cetona-cetona ou os produtos de
ciclizacdo, e, portanto, apresentar valores baixos de rendimento (RAMMOHAN et al.,
2020). J& foi também reportado a necessidade de emprego de grupos protetores, o que
acrescentaria mais etapas na rota sintética. Isto demonstra a sensibilidade de alguns
grupos funcionais, por exemplo quando se utiliza catalise basica em metodologia na qual
os substratos cetona e aldeido s@o hidroxilados nos respectivos anéis aromaticos (YIN et

al., 2019).

Esquema 22: Mecanismo da reag@o de Claisen-Schmidt via catalise acida para obtenc¢ao de chalconas
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Fonte: Adaptado de (GAONKAR; VIGNESH, 2017)

Esquema 23: Mecanismo da reacao de Claisen-Schmidt via catalise basica para obtengao de chalconas
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Ainda assim, ¢ a metodologia mais utilizada para a sintese de chalconas, e apresenta
a grande vantagem de necessitar minimo tratamento pos-reacdo. Existe revisdo
compilando diversos sistemas cataliticos testados para a sintese de chalconas, dentre os
quais, especificos para a reagdo de Claisen-Schmidt, pode-se citar fosfato natural
modificado com nitrato de sodio, cloreto de tionila (SOCIly), zedlitas, cloreto de bismuto
(III), cloreto de ruténio, cloreto de zirconio, trifenilfosfina em iodo (PPH3/12), entre outros
(BUKHARI et al., 2013; XUE et al., 2021). No entanto, ao longo dos ultimos anos, a
sintese de Claisen-Schmidt foi otimizada a fim de utilizar condigdes mais verdes,
testando, por exemplo, novos catalisadores e condigdes de reacdao. A Tabela 10 apresenta
alguns catalisadores empregados nas rea¢des de condensagdo de Claisen-Schmidt, assim
como condi¢des eco-friendly, com baixo tempo de reagdo e bons rendimentos alcancados,

para obtencao de chalconas.

Tabela 10: Sistemas cataliticos usados em reagdes de Claisen-Schmidt para sintese de chalconas

Catalisador, condi¢des e rendimentos Referéncia

Cloreto de zinco anidro

5 minutos / microondas (REDDY et al., 2001)

Rendimento: 75 — 90%
Fly-ash: H,SO4

(THIRUNARAYANAN; MAYAVEL;
THIRUMURTRHY, 2012)

5 — 6 minutos / microondas

Rendimento: 90 — 96%

Oxido de grafeno
4 horas / temperatura ambiente (ISLAM et al., 2014)
Rendimento: 84 —93%

Nano-silica aminopropilada
4 horas / 140°C (ROMANELLI et al., 2011)
Rendimento: 83 — 90%
Poli(N-vinilimidazol)
30 — 80 minutos / ultrassom (KHALIGH; MIHANKHAH, 2013)
Rendimento: 90 — 96%

Outras condi¢des que observam os conceitos de Quimica Verde também vém
sendo estudadas para otimizar a metodologia de Claisen-Schmidt. Condi¢des que nao sao
somente ecologicamente corretas, mas também aumentam a velocidade da reagdo,
melhoram o fator de seletividade, atingem bons rendimentos e possuem facil manipulagdo

(KHALIGH; MIHANKHAH, 2013). Dentre elas, estao incluidas:



Reagdes sem solvente, como forma de eliminar a utilizacdo de solventes
organicos. O conceito solvent-free tem ganhado cada vez mais relevancia na
quimica organica. Na sintese de chalconas, o uso dos solventes
convencionais, como etanol ou metanol, requer catalisadores, como ja
mencionado, o que pode levar a baixos rendimentos e formagdo de
subprodutos. Na auséncia de solvente, os produtos podem ser obtidos em
minutos de reagdo, mesmo sem utilizar quaisquer espécies cataliticas
(KUMAR; LAMBA; MAKRANDI, 2008; SIDDIQUI et al., 2011);

Reagdes catalisadas por uso de liquidos i6nicos, que sdo uma alternativa
promissora, pois podem atuar também como solvente. Os liquidos i0nicos sdo
considerados estratégias mais verdes pois possuem pressao de vapor nao
detectavel, facilidade de serem reutilizados, ¢ apresentam as caracteristicas
acidas ou basicas necessarias para aumentar a velocidade da reacdo (DONG
et al., 2008);

Reagdes aceleradas por ultrassom, que constituem uma metodologia capaz de
acelerar reagdes catalisadas em condi¢cdes homogéneas ou heterogéneas. Este
fendmeno acontece por meio da interagdo de ondas acusticas com o sistema
quimico reativo. A formagdo de chalconas utilizando ultrassom diminui
consideravelmente o tempo reacional, havendo casos de obtengdo dos
produtos-alvo em apenas 10 segundos (CALVINO et al., 2006; HOMERIN
et al., 2020);

Reacgdes aceleradas por micro-ondas, cujo principio também se baseia na
interacdo das micro-ondas com o sitio reativo, reduzindo o tempo de reacao
e o uso de solvente, e aumentando os rendimentos (ALBOGAMI et al., 2012;
UDDIN et al., 2020);

Reacdes aceleradas por energia solar concentrada, que em contrapartida, €
uma fonte de energia renovavel, facilmente disponivel, sem custos, € contém
radiagdes na regido do infravermelho e ultravioleta. A energia solar ¢ util
como fonte de energia térmica, e para processos fotoquimicos. Na sintese de
chalconas, os produtos foram obtidos em 10 minutos de reacdo, com bom

rendimento (JADHAV; PANDIT; PINJARI, 2017).



ACILACAO EM ANEIS AROMATICOS

A acilagdo em anéis aromaticos ¢ outra metodologia ja reportada para a sintese de
chalconas. Normalmente, ¢ promovida por derivados de &cido cindmico (sdo mais
comuns os cloretos de acila — 52, Esquema 24) em anéis benzénicos ja substituidos por
grupos doadores (por exemplo, grupos hidroxila, que serdo uteis caso seja desejada a
posterior conversao de chalconas em flavanonas). Estes grupos ja presentes no substrato
aromatico irdo direcionar o mecanismo de acilacdo para as posi¢des orto ou para, por
serem as mais ativadas. O registro encontrado mais antigo do uso desta metodologia data-
se em 1966, quando estudou-se a cinética da reacdo que utilizava cloreto de &cido
cinamico 52 e tolueno 188 como reagentes (SLOOTMAEKERS et al., 1966). Vale
ressaltar que o sistema convencional para esta metodologia utiliza cloreto de aluminio
(AICl3) como catalisador, segundo o modelo de Friedel-Crafts (Esquema 24). No entanto,

outras metodologias ja foram empregadas, com bons rendimentos alcangados.
Esquema 24: Mecanismo da reag@o de acilagdo para obtencdo de chalconas
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De acordo com o mecanismo apresentado, a primeira etapa corresponde a formagao
do cation acilio, que sofrera o ataque nucleofilico do carbono orto-metila do substrato. A
etapa seguinte consiste na desprotonagao a-carbonila para regenerar a aromaticidade do
anel A. Esta reacdo de acilagdo, sobretudo a metodologia de Friedel-Crafts pode ser
considerada versatil, e empregada na sintese de diversas classes de compostos bioativos.
No entanto, ndo ¢ amplamente empregada para a sintese de chalconas (ZHUANG et al.,
2017). Sao apresentados alguns exemplos de derivados de chalconas obtidos via

metodologia de acilacdo (Tabela 11).
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Tabela 11: Chalconas obtidas por metodologias de acilagdo

Esquema reacional e rendimentos Referéncia
OH o OH O
H5C e = AICl4 HyC Z
Rendimento (BUKHARI et al., 2013)
HO OH nio informado HO OH
192 CH; 52 CH; 193
OH (0] OH O
/@ . c1)‘\/\(>7R __BFyOEt, R (BEDANE: MAJINDA:
reﬂuxo
HO
40 57: R=4-CI Ho 196: 44% MASESANE, 2016)
194: R=3-NO, 197: 66%
195: R=3-OMe 198: 75%
OMe 0 OMe O
/@\ . CI/LK/\O (MORE; BANDGAR;
MeO OMe BE MeO OMe KAMBLE, 2012)
199 52 200

Como forma de constatacdo, ndo foram encontradas muitas referéncias que
envolvem a reacao de acilacao para a sintese de chalconas. Poucos avangos ocorreram na
otimizagdo do sistema reacional, que se resume no teste de diferentes acidos de Lewis,
como os ja citados trifluoreto de boro e 6xido de zinco, capazes de promover a iniciagao,
formando o cétion acilio. Justifica-se a pouca utilizacdo desta metodologia pelas
desvantagens que apresenta, e que estdo relacionadas com a possibilidade de formagao de
produtos de acilacdo em outras posi¢oes do anel aromadtico, caso o substrato apresente
outros grupos funcionais direcionadores. Outra possibilidade ¢ que, caso o haleto de acila
apresente grupos ligados diretamente no anel aromético, ocorra a formagao de subproduto
correspondente com a substituicdo em outra molécula deste composto. Além disso, ¢
possivel ocorrer a esterificacdo na hidroxila fendlica, capaz de converter o intermediario

éster numa cumarina (DASKIEWICZ; BARRON, 2003).

REACOES DE ACOPLAMENTO MEDIADAS POR PALADIO

As reagOes catalisadas por paladio sdo largamente usadas na sintese organica para
formacgao de ligagdes carbono-carbono, unindo dois compostos por meio do catalisador
metalico. No caso da sintese de chalconas, estas reagdes promovem a sintese do sistema
enona (carbonila o,B-insaturada). Diversas metodologias ja foram empregadas,
permitindo que uma variedade de substratos acessiveis, e de catalisadores de paladio,
sejam utilizadas (Figura 54). Apesar de usar um metal como catalisador, as quantidades

molares empregadas sdo baixas para promover o acoplamento, pois o paladio participa de



um ciclo catalitico e ¢ regenerado ao longo da reagdao. Recentemente foi publicado um
artigo de revisdo, que discute diversas metodologias de acoplamento cruzado mediadas
por paladio, focado na sintese de chalconas, contendo informagdes sobre as condi¢des
reacionais, detalhes dos mecanismos, ¢ rendimentos obtidos (RULLAH et al., 2019).
Outra publicagao discute a sintese de chalconas via reagdes de acoplamento catalisadas

por outros metais, como prata, ferro, ouro, rodio e cobre (DIANA et al., 2020).

Figura 54: Esquemas genéricos das reagGes catalisadas por paladio

Reacio de Heck-Mizoroki | |Reagﬁo de Suzuki-Miyaura

sadholsaiitey

Reacio de Stille |Reaqao de Sonogashlra

OH
OTf . CO 4 Bu;Sn X

X=ClBr, I

O mecanismo geral correspondente ao ciclo catalitico do paladio, aplicavel
especialmente as reagdes de Sonogashira, Heck-Mizoroki e Suzuki-Miyaura, ¢

apresentado no Esquema 25.

Esquema 25: Mecanismo genérico de acoplamento cruzado mediado por paladio

RI-X

2 R
Adica /
.lga(.) L,P dazt
oxidativa A
X Y: co-catalisador
1 .
L,Pd’ RLY L: ligante
2 ~
,'4 Transmetalacio X: grupo abandonador
Eliminagﬁo . R! e RZ: grupos a serem acoplados
edutiva R
> 2+
Pd L,Pd** X-Y
Iniciagdo
RI_R2 3 RZ

Fonte: Adaptado de (BUSCH; WODRICH; CORMINBOEUF, 2017)

Reagdo de Sonogashira

A reagdo de Sonogashira ¢ largamente usada na sintese organica, reportada pela

primeira vez em 1975. E definida pelo acoplamento entre alquinos terminais e haletos de
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vinila ou arila. A metodologia classica ¢ realizada em atmosfera inerte, e envolve
catalisador de palddio, normalmente o complexo [PdCl>(PPh3):], na presenca de iodeto
de cobre e uma amina, como dietilamina ou trietilamina. Foi encontrado apenas um
trabalho que sintetizou chalcona com bom rendimento, e de forma interessante, o
mecanismo proposto pelos autores contém uma etapa de isomerizagao (Esquema 26)

(BRAUN; ANSORGE; MULLER, 2006).

Esquema 26: Sintese de chalconas por reagdo de Sonogashira

N

H OH NEt,

[PACL,(PPhy),] o
+ 1 (‘\ H*
©)§ \@\ Cul / NEt; O %
201 202 No, THE A 203 O
NO,

o OH NO,
‘)\/\‘ —
g ® ‘
205 NO, 204 H

82%

Fonte: Adaptado de (BRAUN; ANSORGE; MULLER, 2006)

Uma metodologia tricomponente, no entanto, conhecida como reagdo
carbonilativa de Sonogashira, foi descrita h4 alguns anos. Neste modelo (Esquema 27),
diferentes catalisadores foram testados, e as chalconas foram obtidas quando se utilizou
catalisador de paladio com ligante bidentado, a exemplo do DPPB - 14-
Bis(difenilfosfino)butano (ZHANG et al., 2014).

Esquema 27: Sintese de chalconas por reag¢do carbonilativa de Sonogashira

[0}

A PACl, (10%)
Br Cco X 2
* * \R DPPB (20%) A R
—_—
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Y
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Reacao de Suzuki-Miyaura

A reagdo de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura também consiste na formacao
de ligagdo carbono-carbono, utilizando como reagentes haletos ou triflatos de arila ou
vinila, e um derivado de acido bordnico. Foi reportada pela primeira vez em 1979, e ja
utilizada para sintese de chalconas (RULLAH et al., 2019). Conforme mostrado nos
Esquemas 28A e 28B, ja foram testados os pares cloreto de acido cinamico e derivados
de acido arilboronico, assim como cloretos de benzoila e acidos estirilboronicos, numa
metodologia que utiliza [Pd(PPh3)s4] como catalisador e tolueno como solvente, na
presenca de carbonato de césio (Cs2COs3). Por meio destes testes, verificou-se que as
condi¢des envolvendo o segundo par de reagentes levam aos produtos com maiores

rendimentos (SELEPE; VAN HEERDEN, 2013).

Esquema 28: Sintese de chalconas por rea¢do de Suzuki variando os acidos boronicos (A) e os cloretos

de benzoila (B)
@ 0 o
Pd(PPh;),
B(OH 3
R POM: - AN Cs,CO, RN
—_—
227-230 52 Tolueno 231-234
: h 41-51% e
o o)
Pd(PPhy),
HO),B
R)I\Cl + (HO), \/\Q Cs,CO, R F
_—
235-238 239 Tolueno 231-234

68-93%

Outra metodologia descrita envolve o 4cido estirilboronico (240) e o anidrido
benzoico (241), realizada em dgua/acetona (1:1), na presenga de carbonato de sddio, que
sdo mais acessiveis e em maior conformidade com os principios da Quimica Verde. A

chalcona 231 foi obtida com 78% de rendimento (SELEPE; VAN HEERDEN, 2013).

Esquema 29: Sintese de chalcona por reagdo de Suzuki

o
PdCl,
H B
HZO/Acetona
240 231

Reacdo de Heck-Mizoroki

No inicio da década de 1970, Richard Heck descreveu um protocolo para o
acoplamento entre iodobenzeno e estireno. Atualmente a reagdo ¢ bastante recorrente na

sintese de diversas classes de compostos, inclusive de chalconas (WU; NEUMANN;



BELLER, 2011). A sintese de chalconas via Heck-Mizoroki permitiu o uso de cetonas
a,B-insaturadas como substratos. Foi descrita a sintese da 2’,4,4’-trimetoxichalcona,
conhecida como Vesidril® (244, Esquema 30), que possui propriedades diuréticas
conhecidas. Comparada a outras metodologias, a sintese deste composto via reacao de
Heck-Mizoroki, apresentou excelente rendimento de 95%, contra 16% obtidos por meio
da reacdo classica de Claisen-Schmidt, e 85% quando se utilizou hidrotalcitas calcinadas

como sistema catalitico (BIANCO; CAVARISCHIA; GUISO, 2004).

Esquema 30: Sintese de Vesidril® por reagdo de Heck-Mizoroki

OMe O OMe O
Pd(OAc),
|
CH3CN NEt,
MeO' 242 243 OMe Refluxo, 5h MeO OMe
95% Vesndrll®

A reagdo tipo Heck-Mizoroki permitiu também preparar uma série de chalconas
(Esquema 31). Ao invés de utilizar alquenos terminais, foi proposta a formagao in situ da
enona caracteristica das chalconas, por meio de B-cloroalquilarilcetona (245). Nesta
metodologia, para a série apresentada, foi possivel notar a tendéncia de que a presenca de
grupos doadores — como metila e metoxila — ou fracamente retiradores — como cloreto —
no iodeto de arila permitiu a formagdo das respectivas chalconas com maiores

rendimentos (GUO et al., 2015).

Esquema 31: Sintese de chalcona por reagdo de Heck-Mizoroki

o) o)
Pd(OAC),
I
ca t Or PPh, A R
—_—
K,CO;

45 246-258 DMF, 90°C, 16h 259-271
51-91%

@@@@@@

CO,Me CN

OUTRAS METODOLOGIAS

Diversas outras metodologias ja foram reportadas para sintetizar chalconas. Como o

foco deste trabalho nao ¢ discutir apenas a sintese, foi possivel listar resumidamente a
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seguir outras reacdes que tornam as chalconas uma estrutura versatil e de obtengdo

acessivel para as necessidades particulares de cada investigacao.

Rearranjo fotoquimico de Fries

Cinamatos de fenila (Esquema 32) podem ser convertidos em 2’-hidroxichalconas
sob irradiacao de luz 254nm. Algumas publicagdes sugerem atmosfera de nitrogénio e
sistema pressurizado. Apesar da facil montagem do sistema reacional, os rendimentos
alcancados normalmente nao sdo bons, pois ndo ocorre a completa conversao do substrato

(SISA et al., 2010).

Esquema 32: Sintese de chalcona por rearranjo fotoquimico de Fries

OMe OMe O
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40%
272 ° 273

Reacao de Wittig

A reagdo de Wittig ¢ descrita pela formacao de olefinas por meio de organofosfinas
e compostos carbonilados. Descoberta em 1953, ainda ¢ a reacdo mais requerida para a
formacgdo de ligacdo C=C (LI; STIMAC; GEARY, 2017). Em ordem de otimizar as
condigdes reacionais de acordo com a Quimica Verde, chalcona foi preparada a partir de
ilideo de fosforo em agua (Esquema 33). Por se tratar de uma olefinacdo, vale destacar
que o isomero E foi obtido majoritariamente, numa propor¢do E:Z (90:10)

(DAMBACHER et al., 2005).

Esquema 33: Sintese de chalcona por reagdo de Wittig

0 (0] (0}
PhyP . G
@H + J\O el QIO
—— >
20°C, 1h
179 274 91% 231

Olefinacao de Julia-Kocienski

A classica olefina¢ao de Julia envolve sulfonas arilicas com aldeidos ou cetonas, num
processo em duas etapas de eliminagdo redutiva. A versdo modificada, conhecida como
Julia-Kocienski, se refere ao acoplamento direto entre heteroarilsulfonas (275) e
compostos carbonilados para formar o sistema enona. O artigo encontrado mais recente

propoe a sintese de chalcona e analogos com bons rendimentos em THF e temperatura
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ambiente (Esquema 34). Além disso, a proporc¢ao dos isdmeros £:Z foi maior que 99:1,

determinada por cromatografia (KUMAR et al., 2010).

Esquema 34: Sintese de chalcona por reacdo de Julia-Kocienski

\\//

t.a., 16h
81%

Acoplamento descarboxilativo mediado por prata

Uma metodologia elegante envolvendo derivados de acido fenilglioxilico (276) e de
acido cinamico (277) foi desenvolvida, na presenca de nitrato de prata, persulfato de soédio
como agente oxidante, e carbonato de potdssio como base, sendo possivel sintetizar
chalconas com rendimentos de moderados a bons (ZHANG et al., 2015). Esta reacdo
consiste basicamente em descarboxilar ambos os substratos e formar uma ligagio Csp*-
Csp®. A reacdo utiliza 4gua como solvente, o que garante maior conformidade com os
principios da Quimica Verde. O Esquema 35 apresenta as condigdes reacionais e

estruturas dos compostos formados (278-293) por meio desta metodologia.

Esquema 35: Sintese de chalcona por acoplamento descarboxilativo mediado por prata
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De acordo com o mecanismo proposto (Esquema 36), a primeira etapa consiste na
oxidacdo da prata Ag(l) para Ag(ll), por acdo do persulfato. Entdo, o anion
correspondente do a-ceto acido gera o radical acila, uma molécula de CO; e reduz a prata
para o estado Ag(I). Em seguida, o radical acila ¢ inserido na posi¢ao a na ligagao dupla
C=C do ion cinamato, liberando mais uma molécula de CO», regenerando o catalisador

metalico e formando o produto desejado (ZHANG et al., 2015).

Esquema 36: Mecanismo proposto de acoplamento descarboxilativo mediado por prata

(0]
2 A
Na,$,04 Ag(ID) Ar” >coo
1 \% CO, + Ag(D)
Ag(D)
(0]
3

____________________ ‘ Ag(Il) o
p0 5 0 4
I 2

Fonte: Adaptado de (LI; STIMAC; GEARY, 2017).

ASPECTOS GERAIS DE NEOFLAVONOIDES

Neoflavonoides sdo um conjunto de compostos pertencentes ao grupo dos
flavonoides, contendo 15 4tomos de carbono arranjados de modo diferente dos demais
flavonoides, apresentando esqueleto do tipo 4-fenilcromano. Pela semelhanga estrutural,
sao também chamados de 3,4-dihidro-4-fenilcumarinas. A biossintese dos neoflavonoides
¢ similar aos demais compostos do mesmo grupo. Muitos estudos tém demonstrado a
ampla gama de atividades bioldgicas dos neoflavonoides, como agentes antibacterianos,
antifungicos, anti-inflamatorios, anti-diabetes e anticancerigenos (ZHOU; HUANG;
CHEN, 2020). Existem metodologias para sintese quimica de 3,4-dihidrocumarinas,
porém muitas sdo catalisadas por metais de transi¢ao, o que incluem chumbo, ruténio,
itrio, itérbio e cromio (GU; XUE, 2010). Uma metodologia eficiente e relativamente
simples foi elaborada para obter uma série de neoflavonoides analogos do composto 296
(Esquema 37), que foram testados pelo potencial anticancer. A reacdo foi executada
utilizando como reagentes fenol e éster cinamico substituido, na presenga de acido

trifluoroacético a temperatura ambiente por 72 horas (LUQMAN et al., 2012).
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Esquema 37: Sintese de neoflavonoides utilizando acido trifluoroacético

OMe

CF;COOH

MeO 72h
HO 48% MeO

294 295

Apesar de ndo ser parte dos objetivos iniciais da pesquisa descrita neste
manuscrito a sintese de neoflavonoides, a metodologia aplicada se mostrou eficiente para
obtengdo destes compostos, o que levou ao estudo desta classe e a inclusao do tema como
fundamentagdo tedrica. Assim, com os resultados que serdo apresentados adiante, pode
ser proposto futuramente, como projeto de pesquisa, a investigacdo mais especifica e

aprofundada de condigdes para melhorar os protocolos de sintese dos neoflavonoides.
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OBJETIVOS

O objetivo geral deste capitulo é propor metodologia e realizar a sintese de

chalconas e flavanonas, bem como avaliar o potencial bioldgico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Revisar a literatura especializada com foco na sintese de chalconas e
flavanonas;

e Propor a sintese de chalconas por reagdo de acilagdo em anel aromaético;

e Estudar o potencial do BF3.OEt: como 4acido de Lewis e a reatividade de
diversos compostos aromaticos frente ao acido cinamico;

e Sintetizar os compostos planejados e caracteriza-los por técnicas
espectrométricas;

e Realizar ensaios para investigar o potencial bioldgico dos compostos

novos;

101



ETAPA EXPERIMENTAL
REAGENTES E INSTRUMENTACAO

Os reagentes utilizados na sintese dos compostos-alvo foram adquiridos
comercialmente (Aldrich, Acros e Vetec) e foram utilizados sem prévias purificagdes. Em
especial, o BF3.0Et; para as reagdes de formagao dos flavonoides foi da marca Sigma
Aldrich. Os solventes utilizados foram da marca Synth, sem nenhuma purificagao prévia.
O acompanhamento das reacdes foi realizado utilizando-se cromatografia de camada
delgada (CCD) em placas de aluminio, da marca Silicycle-UltraPure F-254 com 250um
de silica-gel. Os compostos finais foram purificados por coluna cromagrafica utilizando

silica-gel 70-230 mesh (Aldrich), ou recristalizados em solventes de grau comercial P.A.

Os pontos de fusdo foram determinados no aparelho MicroQuimica MQAPF-301.
Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em um espectrémetro Bruker Avance I1I — 500
MHz, usando TMS como padrao interno. Todos os deslocamentos quimicos sdo dados em
parte por milhdo (ppm) relativos ao tetrametilsilano (TMS), como padrao de referéncia
interna. O solvente empregado para a obtencdo dos espectros de RMN foi cloroférmio

deuterado (CDCls).

Para os compostos finais, as analises de massas de alta resolucao foram realizadas
em um HPLC Shimadzu (Kyoto, Japan) acoplado com MicroTOF II (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, USA), com fonte electrospray ion (ESI). Os espectros de massas (m/z 50—
1000) foram adquiridos segundo o protocolo reportado previamente (DANTAS et al,
2021).
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METODOLOGIA

Este projeto de pesquisa surgiu a partir da ideia de elaborar estratégias sintéticas
para obter flavonoides. A sintese de Claisen-Schmidt ¢ a opgdo primaria para acessar
chalconas, mas decai quando nao ha disponibilidade de cetonas e aldeidos para promover
a condensagao. Assim, decidiu-se investigar o potencial das reacdes de acilagao mediada
por trifluoreto de boro eterato (BF3.OEt,), reagente disponivel no laboratério do GPPN,
além do fato de que seria uma oportunidade de contribuir ainda mais com a literatura

especializada, uma vez que existem poucos trabalhos publicados com esta vertente.

Estudos anteriores propuseram a sintese de flavanonas em trés etapas, partindo de
fenois e acido cindmico. A primeira delas era a conversdo do acido em cloreto de
cinamoila, utilizando cloreto de tionila em refluxo. Este intermediario ndo foi
caracterizado, € o tratamento desta etapa consistiu somente na remog¢ao do excesso do
agente clorante. Num primeiro teste de metodologia, ao adicionar resorcinol (40) e
BF;.0Et; no sistema reacional, ocorreu acilagdo para formagdo da respectiva chalcona,
que foi purificada em coluna cromatografica e em seguida convertida na respectiva
flavanona em meio basico. Desta maneira, os autores deste estudo prepararam apenas
quatro compostos analogos, variando substituintes no substrato fenol. Em todos os casos,
segundo o artigo, ocorreu formagdo da chalcona — com rendimentos entre 42 e 83% —

para posterior conversdo nas respectivas flavanonas (Esquema 38) (BEDANE;

MAIJINDA; MASESANE, 2016).

Esquema 38: Sintese de 2'-hidroxichalconas por acilagdo mediada por BF;.OEt,

(o)
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| 40: Resorcinol /66: floroglucinol / 297: fenol / 298: p-bromofenol |

Resorcinol (40) e floroglucinol (66) foram os reagentes escolhidos para a reagao
com derivados de acido cindmico p-substituidos. Sem necessidade de preparagdo do
cloreto de acila, as chalconas foram obtidas com baixo rendimento (5 € 9%) quando o
resorcinol reagiu com acido p-nitrocindmico e com o 4cido cindmico, respectivamente.
Em outros casos, ocorreu a formacao de 4-arilcroman-2-onas (derivados de cumarinas ou
neoflavonoides) com rendimentos entre 6 e 32%, resultantes da esterificacao dos fenois

seguida de reagdo de ciclizacdao (Esquema 39) (DASKIEWICZ; BARRON, 2003).



Esquema 39: Sintese de chalconas e neoflavonoides mediada por BF3.OEt,
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Nesse estudo, foi investigada a reatividade de diversos compostos fendlicos
frente ao 4acido cinamico, na presenca de BF3.OEt, para avaliagdo sistemdtica da
obtengdo de chalconas, embora ocorra a possibilidade de se obter 3,4-
dihidrofenilcumarinas (neoflavonoides). Nos dois artigos mencionados, hd uma
biblioteca pequena de compostos, uma vez que a reatividade dos fenois na presenga do
reagente de boro ainda nao foi amplamente estudada. Do ponto de vista tedrico, se propde
que a formacao da aril-cetona (que no caso € a chalcona, proveniente de uma acilagdo no
anel aromatico) ocorre pela via termodinamica, e o éster, seguido da ciclizagdo para

formar o neoflavonoides, ¢ o produto cinético.

O cloreto de cinamoila (52), importante intermediario sintético neste estudo, ¢
normalmente obtido a partir do 4cido cindmico em reagao cloreto de tionila. Por isso, foi
feita uma busca na literatura de condi¢des mais brandas e seguras para obtencdo do
cloreto de acila. Foi encontrado um estudo que propde a formagdo de haletos do 4cido
cindmico — embora a metodologia seja aplicavel a acidos carboxilicos diversos — via

reacdo com acidos trihaloisocianuricos (SINDRA; MATTOS, 2016). Merece destaque o



fato de que o acido tricloroisociantrico (TCCA, 312) ¢ comercialmente disponivel e
barato, pois € utilizado no tratamento de aguas de piscina (WENGERT; SANSEVERINO;
DE MATTOS, 2002). Ao empregar o TCCA em reagao de substitui¢do do 4cido cindmico,
se considera que foi formado o cloreto de cinamoila. A este intermedidrio foram
adicionados o reagente fenol e o BF3.OEt,. O procedimento experimental utilizado neste

estudo ¢ detalhado a seguir, e os reagentes e condigdes sdo apresentados no Esquema 40.

Procedimento A1 (autoria propria, inspirado em SINDRA; MATTOS, 2016 e BEDANE;
MAJINDA; MASESANE, 2016): Em um baldo foram adicionados 1,0 equivalente molar
de trifenilfosfina e 0,37 equivalentes molares de TCCA. A mistura foi solubilizada em
10,0 mL de diclorometano. Em seguida, 1,0 g de acido cinamico (1,0 equivalente molar)
foi adicionado e a reagdo ocorreu por 2 horas, a temperatura ambiente. A mistura foi
entdo filtrada e concentrada, obtendo um dleo incolor. Outro sistema composto por um
baldo de duas vias, preenchido com atmosfera inerte foi previamente montado, para
adi¢do rapida do intermediario da primeira etapa, seguido do reagente fenolico (1,0
equivalente molar) e de BF3.OFEt: (4,0 equivalentes molares). A reagdo permaneceu em
temperatura de refluxo e agitagcdo por 4 horas. A mistura foi vertida em solug¢do de
acetato de sodio 10% (30 mL) e extraida com acetato de etila (3x25 mL). Apos secagem
da fase organica com sulfato de sodio anidro e evaporagdo do solvente, o produto foi

obtido puro apos coluna cromatogrdfica em silica-gel e diclorometano como eluente.

Esquema 40: Rota sintética para acessar chalconas, flavanona e neoflavonoides
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RESULTADOS E DISCUSSAO
SINTESE E CARACTERIZACAO

O protocolo proposto neste estudo sugere que, ao reagir com trifenilfosfina (PPhs),
os acidos trihaloisocianuricos liberam um atomo do halogénio para formacao do sal
halotrifenilfosfonio que, por sua vez, € responsavel por promover a substituicao do grupo
acido carboxilico por haleto de acila (SINDRA; MATTOS, 2016). O mecanismo ¢

proposto no Esquema 41.

Esquema 41: Mecanismo de formagao de cloreto de acila utilizando TCCA
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Fonte: Adaptado de (SINDRA; MATTOS, 2016)

Foi realizada a filtragdo por gravidade, ao fim da primeira etapa, para remocao do
oxido de trifenilfosfina, cuja forma¢do ¢ demonstrada no mecanismo. A segunda etapa,
por sua vez, que consiste na adi¢ao do cloreto de cinamoila, substrato fenolico e BF3.OEta,
torna a mistura reacional, apds alguns minutos em aquecimento, de cor vermelha ou
amarela intensa. A lavagem com solucdo de acetato de sddio € o tratamento necessario
para interromper a reatividade do reagente de boro. A purificagdo da mistura reacional se
mostrou dificultosa. Apesar de ser realizada filtracdo por gravidade na primeira etapa e
coluna cromatografica apos a extragao liquido-liquido, em alguns casos as fragdes da
cromatografia apresentavam impureza observada em CCD atribuida ao o¢xido de
trifenilfosfina — inclusive com sinais existentes em alguns espectros de RMN de 'H
obtidos. Na tentativa de amenizar esta contaminagdo, testou-se complexacdo do
subproduto fosforado com soluc¢do de cloreto de zinco em etanol gelado (BATESKY;
GOLDFOGEL; WEIX, 2017). Este teste ndo se mostrou eficiente, pois nao foi observada
formacao de precipitado. A alternativa que melhor atendeu a obtengdo dos compostos-
alvo puros foi realizar coluna cromatografica com propor¢do massa de fase

estacionaria/mistura reacional elevada.
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As reagOes levaram a formacao de produtos de cor amarela, € no primeiro
momento, acreditava-se que todos eram chalconas. Somente apds andlises de espectros
de RMN de 'H foram identificadas as trés classes de produtos: chalcona, flavanona e
neoflavonoide. Merece destaque que estes possiveis produtos sdo isdmeros, € por isso
uma analise cuidadosa dos espectros evidenciou as diferencas estruturais. A seguir estao
descritas as reagdes, de forma individual, e os produtos formados em cada uma delas, que

foram analisados para chegar a uma conclusdo sistematica da reatividade.

Esquema 42: Sintese do composto 299

0 0
@/\)‘\Cl .\ @\ BF,.OEt, X
HO on "Tewl " O HO O OH
52 40 299
(299) — (E)-1-(2,4-dihidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-one
Areacdo empregando resorcinol (40), apos purificacdo, formou um sélido amarelo
obtido com 63% de rendimento. A identificag@o foi realizada a partir de dados de RMN
de 'H. Esse espectro apresentou sinais carateristicos do nucleo chalcona. O singleto em o
13,39 ¢ correspondente ao hidrogénio do grupo OH-C-2’°, que se apresenta com uma
ligagdo de hidrogénio com o grupamento enona. Os sinais em 87,88 ¢ 7,57 (d, J = 15,5
Hz), correspondem aos atomos de hidrogénio ligados aos C, € Cp que comprovam a
geometria E da dupla ligacdo. Dubleto em 67,83 (J = 8,9 Hz) corresponde ao hidrogénio
ligado ao carbono aromatico orfo ao grupo carbonila (C-6’). Sinal em 86,45 ¢ referente
aos atomos de hidrogénio ligados aos carbonos meta-carbonila (C-3” e C-5). Os sinais
registrados na faixa entre 67,65 e 7,43 sdo correspondentes aos atomos de hidrogénio
ligados ao grupo fenila do 4cido cindmico. Os sinais registrados confirmam a estrutura
do composto que ja havia sido reportado na literatura (PASSALACQUA et al., 2015). O
espectro de massas de alta resolucdo, realizado em modo positivo, confirmou a estrutura
proposta (CisHi1203) pelo registro do sinal correspondente a m/z 241,0881 (calculado

241,0864 [M+H]).



Figura 55: Espectro de RMN de 'H do composto 299 [SO0MHz, CDCls, 6 (ppm)]
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Figura 56: Espectro de massas de alta resolu¢do (modo positivo) do composto 299
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Esquema 43: Sintese do composto 179

(0] (0]
Na BF;.OEt, X
refluxo / 4h
HO OMe 41% HO OMe
52 295 318

(318)— (E)-1-(2-hidroxi-4-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona
A reagdo do cloreto de cinamoila com o 3-metoxifenol foi similar ao observado

na anterior. Os sinais do espectro também foram semelhantes. Nao foram realizadas
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analises espectrométricas mais avangadas para determinacao da regioquimica da acilacao.
E proposta a substitui¢do orfo-hidroxila, pois o espectro de RMN de 'H apresenta sinal
singleto com alto deslocamento (& 13,44) atribuido ao hidrogénio quelado (OH-C2’). Os
demais sinais corroboraram o esqueleto de chalcona: singleto em & 4,61 ¢ atribuido aos
hidrogénios metilicos, dubletos em 6 7,89 € & 7,58 (J=15,7 Hz) se referem aos hidrogénios
H, e Hp. Sinais em 6 7,62 ¢ 6 7,40 (integrais 2H e 3H, respectivamente) sao
correspondentes aos cinco atomos de hidrogénio arométicos do anel B.

Figura 57: Espectro de RMN de 'H do composto 318 [SO0OMHz, CDCls, 0 (ppm)]
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O espectro de massas de alta resolucao (Figura 58), realizado em modo positivo,
confirmou a estrutura proposta, com o registro do sinal m/z 255,1036 (calculado 255,1021
[M+H]).

Desta maneira, pode-se inferir que fendis meta-substituidos com grupos doadores
de densidade eletronica (para o composto 40 hidroxila e para o composto 295 metoxila)
levam a formagdo das chalconas. Obviamente, uma conclusdo mais abrangente requer a
investigagdo de outros reagentes com grupos de diferentes naturezas eletrOnicas e
geométricas. Neste projeto, somente resorcinol (40) e 3-metoxifenol (295) foram
testados, pela disponibilidade no laboratorio de pesquisa. Ambos os grupos hidroxila e
metoxila ativam a posi¢do orto, tornando-a rica em densidade eletronica o suficiente para
promover a substituicdo eletrofilica aromatica, e levando aos produtos termodinamicos

299 e 318.
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Figura 58: Espectro de massas de alta resolugdo (modo positivo) do composto 318
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Esquema 44: Sintese do composto 319

0 O
N-a BF,.0Et,
refluxo / 4h
OH 39% o O
52 311 319

(319) — 2-fenil-2,3-dihidro-4H-benzocroman-4-ona

Na reacdo com o B-naftol, sob as mesmas condig¢des experimentais, o que inclui
temperatura e tempo de reagdo, verificou-se, pelos dados espectrométricos, que houve
formacgao da flavanona 319. Diferentemente das chalconas, o espectro de RMN de 'H do
produto formado apresentou sinais em o 2,97 (dd, J= 16,5 e 2,8 Hz), 8 3,22 (dd, J= 16,5
e 13,8 Hz) € 6 5,59 (dd, J = 13,8 e 2,8 Hz). Estes sinais sdo correspondentes aos H-3eq,
H-3ax e H-2 do anel C, respectivamente. Neste caso, ndo hd dubletos com J=15 Hz
referentes a ligagao dupla da carbonila a,B-insaturada. Na regido do espectro de RMN de
'H entre 6 7,17 e & 9,50 foram registrados sinais correspondentes aos 11 atomos de
hidrogénio aromaticos. O espectro de massas de alta resolugdo apresenta sinal em m/z
275,1071, que confirma o produto formado (valor calculado 275,1072 [M+H]).

Como ja reportado, a formagdo da flavanona € consecutiva a formacgdo da
chalcona. No entanto, neste trabalho, ndo foram investigadas outras condi¢des

experimentais na tentativa de promover a obtenc¢ao da chalcona.
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Figura 59: Espectro de RMN de 'H do composto 319 [SOOMHz, CDCls, 6 (ppm)]
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Figura 60: Espectro de massas de alta resolu¢do (modo positivo) do composto 319
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Esquema 45: Sintese dos compostos 320 e 321

Saaly ol & iy

321
Ao reagir 52 com 4-metilfenol (p-cresol, 309) e outros derivados p-substituidos

BF3 OELt,
refluxo / 4h

32% 26%

do fenol, os produtos da reagao foram o neoflavonoide e o respectivo éster precursor. Isto
leva a proposicao de que a substituicdo 1,4 dos fenois confere a eles um maior potencial
para esterificagdo, devido ao incremento na nucleofilicidade do grupo hidroxila. Desta
maneira, o éster, sendo o produto cinético, ¢ rapidamente formado, e somente na etapa
seguinte o carbono aromadtico adjacente promove a ciclizagdo, para formacgao do esqueleto
3,4-dihidrocumarina, que apresenta novo padrao de sinais no espectro de RMN de 'H.
(320) — 6-metil-4-fenilcroman-2-ona

No caso do neoflavonoide formado a partir do p-cresol, o espectro de RMN de 'H
apresenta sinal em 6 3,02 corresponde aos dois atomos de hidrogénio a-carbonila (H-3).
O sinal apresentado na forma de tripleto corresponde ao hidrogénio na posi¢cdo . Neste
caso especifico do composto 320, o espectro exibe sinal em 82,55, que ¢ atribuido aos
atomos de hidrogénio metilicos, além dos sinais de hidrogénio aromaticos, que

confirmam a estrutura proposta.

Figura 61: Espectro de RMN de 'H do composto 320 [SO0MHz, CDCls, 6 (ppm)]
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Figura 62: Espectro de massas de alta resolu¢do (modo positivo) do composto 320
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(321) — Cinamato de 4-metilfenila

O intermedidrio éster foi também obtido na reagdo em que p-cresol (309) foi o
substrato. No espectro de RMN de 'H, os sinais caracteristicos de um anel aromatico 1,4-
disubstituido sdo observados nos dubletos com constante de acoplamento J = 8,2 Hz cujos
deslocamentos sdo 6 7,05 (C-2’ e C-6’) e 6 7,21 (C-3’ e C-5’), além dos dubletos com
deslocamentos o 6,63 e 6 7,87 (J = 16 Hz), referentes aos atomos de hidrogénio nas
posicdes Cq e Cp em relacdo a carbonila, respectivamente. Nao hé sinais na regido
alifatica, exceto os atomos de hidrogénio metilicos (6 2,36, 3H). Por serem isomeros, o
espectro de massas de alta resolucdo apresenta pico base similar ao anterior.

Figura 63: Espectro de RMN de 'H do composto 321 [SO0MHz, CDCls, 6 (ppm)]
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Figura 64: Espectro de massas de alta resolu¢do (modo positivo) do composto 321

Acquisition Parameter

Source Type =] lon Polarity Presiitve Set Nebullzer 39Bar
Focus Mot active Set Dry Heaber 200 C
Sean Bagin S0 mz Sat Capillary 4500 V Set Oy Gas &0 limin
ScanEnd 1500 mz Set End Plate OMset S0V Set Divert vaive Wase
Inters 13FHMTE_ID_pos_1-14_01_B12.0: =5, 0.2-0.3mm A10-15]
x1
4
C18H1502, V]
3]
2594067
z “
1 |
| er.llmn
|
[ |
), I._. \ I 2411164
[} - =
237 38 ] 240 241 242 243 miz

O Esquema 46 apresenta uma proposta de mecanismo para formagdo do éster e do
neoflavonoide, exemplificada pela obtengao dos compostos 320 ¢ 321.
Esquema 46: Mecanismo de formacdo dos neoflavonoides e éster precursor
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Esquema 47: Sintese do composto 325

_BF,0E, MO
refluxo / 4h
65% 0" Yo

325

(325) — 6-hidroxi-4-fenilcroman-2-ona

No caso da hidroquinona (65), apés reacdo e purificacdo por coluna
cromatografica, as fragdes resultaram em um tnico composto, que foi identificado como

neoflavonoide 325, devido ao padrdo de sinais no espectro de RMN de 'H. As analises
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por cromatografia em camada delgada ndo identificaram a formagao de outro produto. O
espectro de massas confirmou a formacdo do neoflavonoide, cuja férmula molecular ¢

CisH1203 ([M+H] experimental m/z 241,0866, calculado 241,0865),0btido com o maior

rendimento nesta série (65%).
Figura 65: Espectro de RMN de 'H do composto 325 [SO0OMHz, CDCls, 0 (ppm)]
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Figura 66: Espectro de massas de alta resolugdo (modo positivo) do composto 325
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Esquema 48: Sintese do composto 326

0 ‘
NN BF,.OFt,
refluxo / 4h
OH 0" Yo

11%
52 297 326

(326) — 4-fenilcroman-2-ona

De modo similar ao observado para o composto 325, quando o fenol (297) reagiu
com o cloreto de cinamoila na presenga de BF3.OEt,, somente a 3,4-dihidrocumarina 326
foi obtida. Se atribui ao menor efeito eletronico do sistema aromatico, e
consequentemente a menor nucleofilicidade relativa do grupo hidroxila, o baixo
rendimento nesta reagdo. O espectro de RMN de 'H também apresenta sinais
caracteristicos de neoflavonoide, tais como em o 3,06 (¢d, H-3, 2H) e em 6 4,35 (¢, H-4).
O espectro de massas de alta resolu¢do corrobora a formac¢ao do produto proposto, com
sinal registrado em m/z 225,0913, comparado ao valor teérico de [M+H] 225,0916.

Figura 67: Espectro de RMN de 'H do composto 326 [SO0MHz, CDCl, 6 (ppm)]
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Figura 68: Espectro de massas de alta resolu¢do (modo positivo) do composto 326
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Esquema 49: Sintese dos compostos 327 e 328
(0}
Br
NNa _BF,OFt,
refluxo / 4h
OH
52 298 327 328
22% 10%

Os compostos 327 e 328 foram obtidos na reacdo cujo substrato foi o p-
bromofenol (298). O padrao espectral de ambos compostos foi similar aos obtidos para
os produtos 320 e 321, derivados do p-cresol. No caso do neoflavonoide 327, os sinais
em 6 2,91 — 3,01 e 6 4,24 confirmam os hidrogénios H-3 (2H) e H-4 (1H). O espectro
também tem conjunto de sinais em d 6,95, & 7,03 e 6 7,34, correspondentes aos atomos
de hidrogénio H-5, H-7 e H-8, respectivamente. Para o éster 328, os dubletos em 66,54
e 7,80 ppm sdo atribuidos aos atomos de hidrogénios do grupo alceno, com constante de
acoplamento J=16,0 Hz. E atribuido ao éster o padrio de substituigio 1,4 no anel
aromatico halogenado, cujos 4tomos de hidrogénios sdo registrados como sinais em 0

7,45 e 6 7,00. Nao foram realizadas andlises de EMAR para estes compostos contendo

bromo.
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(327) — 6-bromo-4-fenilcroman-2-ona
Figura 69: Espectro de RMN de 'H do composto 327 [SO0MHz, CDCls, 6 (ppm)]

500 MHz, CDCI3
~ —
/ y
{ | ‘f
| /
[ / [ s [ '/
[ { | [ / /
J | A f
I f / J
S J J J J _J 7
? 8
N ~
. o
~ -
) o2 < o
~ g ~ \ 9
~ ) o
/ a g8
= N
~ \‘/
n (
R
om0 O~
pRmn N
NI NEy N~ <
N~ H { ~
: " oS m
e
< §
|
1
~
e d
-
T T T T T A T T T
3.05 3.00 295 290 285 28ni5 0.10 0.05 0.00

r T T T T T T T T T AT T T T T
45 740 735 730 725 7.20 715 710 7.05 700 695 6.90 6.85 6‘804540( 435 430 425 4.20
1 (ppm

(328) — Cinamato de 4-bromofenila
Figura 70: Espectro de RMN de 'H do composto 328 [S00MHz, CDCls, & (ppm)]

500 MHz, CDCI3 s
o | IS
[
/ |
_ (. / —
J | | [ J
I ~
_ S J _J _J
o
(=]
Q
(=]
)
-
~
Sa
~

i b

| N 1

© g

!

Aa ) L\_

0 (=2

a ]

- S

T T T T T T T T
7.1 7.0 6.9 6.7 6.6 6.5 0.4 0.3 02 01 0.0
f1 (ppm)

118



Esquema 50: Sintese do composto 329

O O,N o
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52 310 329

(329) — Cinamato de 4-nitrofenila

Na reagao cujo substrato foi p-nitrofenol, somente o éster foi obtido. Esta reacao
levou a conclusdo de que variagdes nas caracteristicas eletronicas em fendis 1,4-
dissubstituidos resultam em padroes diferentes de reatividade. Neste caso, com grupo
nitro, retirador de densidade eletronica, a reagdo nao prosseguiu no sentido de formacgao
do respectivo neoflavonoide. A analise por cromatografia em camada delgada, realizada
apoés o fim do tempo reacional, ndo exibiu indicacdo de formacdo do produto de
ciclizacdo. O espectro de RMN de 'H do produto permitiu a visualiza¢do de sinais em o
6,47 ¢ 6 7,77, ambos dubletos com constante de acoplamento J=16,0 Hz, atribuidos aos
hidrogénios H, e Hp. Além destes, os sinais em o 8,05 e 8 6,94, também dubletos, porém
com constante J=9,2 Hz, se referem aos pares de hidrogénio aromaticos H-3’/H-5" e H-
2’/H-6’, respectivamente. Finalmente, os sinais em 6 7,54 (2H) e &6 7,44 (3H)
correspondem aos cinco atomos de hidrogénio do anel aromatico proveniente do acido
cindmico. Sinais de alta intensidade na regido do espectro entre 6 7,4 € & 7,7 sdo atribuidos
aresiduos de o0xido de trifenilfosfina, formados como subprodutos da reacao, e aparecem
como impureza dos produtos.

Figura 71: Ampliagdo do espectro de RMN de 'H do composto 329 [S00MHz, CDCls, & (ppm)]
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De modo geral, os compostos fendlicos apresentaram reatividade diferente.

Enquanto fendis meta-substituidos com grupos doadores levaram a formagdo de 2’-

hidroxichalconas, a reacdo com B-naftol permitiu obtengdo de flavanona, e os demais

fendis para-substituidos foram convertidos em produtos neoflavonoides e ésteres, de

modo que reagentes contendo grupos com maior potencial doador de densidade eletronica

ou sem substituintes (hidroquinona ou fenol) induziram a formacgao exclusiva do derivado

cumarinico, o grupo metila e bromo (p-cresol e p-bromofenol) permitiram acessar ambos

produtos, e grupos retiradores de densidade eletronica (p-nitrofenol) levaram unicamente

ao produto éster. Os dados de caracterizagdo foram compilados na tabela a seguir.

Tabela 12: Dados de caracterizacdo dos produtos flavonoides

Produto

Dados de caracterizaciao

[0}

T
HO OH

(299)

RMN de 'H [5S00MHz, CDCls, 6 (ppm)]: 13,39 (s, 1H), 7,88 (d, J= 15,5
Hz, 1H), 7,83 (d, J=8,9 Hz, 1H), 7,65 (dd, J = 6,5, 2,8 Hz, 2H), 7,57 (d,
J=15,5Hgz, 1H), 7,47 — 7,39 (m, 3H), 6,45 (d, J= 7,9 Hz, 2H).

Massa exata [M+H]: 241,0864 (tedrico); 241,0881 (experimental). Erro
9,0 ppm.

o

0O
HO OMe

(318)

RMN de 'H [SO0MHz, CDCls, 6 (ppm)]: 13,44 (s, 1H), 7,89 (d, J = 15,7
Hz, 1H), 7,84 (dd, J=8,1, 1,9 Hz, 1H), 7,62 (s, 2H), 7,58 (d, J = 15,7 Hz,
1H), 7,48 — 7,36 (m, 3H), 6,48 (s, 1H), 4,61 (s, 4H).

Massa exata [M+H]: 255,1021 (tedrico); 255,1036 (experimental). Erro
8,1 ppm.

[0}

I ()

(319)

RMN de 'H [S00MHz, CDCls, & (ppm)]: 9,49 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,94 (d,
J=9,0Hz, 1H), 7,76 (dd, J= 8,0, 1,4 Hz, 1H), 7,65 (ddd, J= 8,6, 6,8, 1,5
Hz, 1H), 7,52 (d,J=1,3 Hz, 2H), 7,45 (t,J= 6,5 Hz, 3H), 7,40 (d,J= 17,3
Hz, 1H), 7,18 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 5,59 (dd, J = 13,8, 2,8 Hz, 1H), 3,22
(dd, J=16,5,13,8 Hz, 1H), 2,97 (dd, J = 16,5, 2,8 Hz, 1H).

Massa exata [M+H]: 275,1072 (téorico); 275,1071 (experimental). Erro
1,7 ppm.

(320)

RMN de 'H [S00MHz, CDCls, 6 (ppm)]: 7,34 (¢, J = 7,4 Hz, 2H), 7,28 (¢,
J=1,3Hz, 1H), 7,15 (d, J= 7,2 Hz, 2H), 7,09 (dd, J = 8,3, 1,9 Hz, 1H),
7,02 (d, J= 8,3 Hz, 1H), 6,78 (s, 1H), 4,29 (¢, J= 6,7 Hz, 1H), 3,02 (¢d, J
=159, 6,8 Hz, 2H), 2,25 (s, 3H).

Massa exata [M+H]: 239,1072 (calculado); 239,0723 (experimental). Erro
3,9 ppm.




RMN de 'H [500MHz, CDC/, & (ppm)]: 7,87 (d, J= 16,0 Hz, 1H), 7,63 —
7,56 (m, 2H), 7.46 — 7,40 (m, 3H), 7,21 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,05 (d, J =
8,3 Hz, 2H), 6,63 (d, J= 16,0 Hz, 1H), 2,36 (s, 4H).

Massa exata [M+H]: 239,1072 (tedrico); 239,1067 (experimental). Erro
0,3 ppm.

RMN de 'H [500MHz, CDCl, 6 (ppm)]: 7,35 (¢, J = 7,3 Hz, 2H), 7,29 (¢,
J=1,3Hz, 1H), 7,15 (d,J= 17,1 Hz, 2H), 6,99 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 6,75
(dd,J=28,7,2,9 Hz, 1H), 6,41 (d, J=2,5 Hz, 1H), 4,25 (¢, 1H), 3,12 —
2,86 (m, 2H).

Massa exata [M+H]: 241,0865 (tedrico); 241,0866 (experimental). Erro
2,9 ppm.

(326)

RMN de 'H [S00MHz, CDCI, 6 (ppm)]: 7,35 (¢, J = 7,4 Hz, 2H), 7,32 —
7,26 (m,2H), 7,15 (dd, J=12,2, 7,8 Hz, 3H), 7,08 (¢, J=7,5 Hz, 1H), 6,98
(d,J=1,6 Hz, 1H), 4,42 — 4,29 (m, 1H), 3,06 (¢d, J= 15,9, 7,0 Hz, 2H).
Massa exata [M+H]: 225, 0916 (téorico); 225,0913 (experimental). Erro
1,3 ppm.

RMN de 'H [S00MHz, CDCls, & (ppm)]: 7,34 (dd, J = 8.6, 2,1 Hz, 1H),
7,30 (t, J="17,3 Hz, 2H), 7,25 (d, J= 7,2 Hz, 1H), 7,08 (d, J = 7.2 Hz, 2H),
7,03 (d, J= 2,1 Hz, 1H), 6,95 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 4,29 — 4,20 (m, 1H),
3,04 — 2,88 (m, 2H).

(327) Massa exata (g.mol™!): 303,0021 (téorico); aguardando resultado.
Br o RMN de 'H [500MHz, CDC/, 6 (ppm)]:7,80 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7,52
\Q\OJ\/\@ (dd, J=6,7,2,9 Hz, 2H), 7,45 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,39 — 7,32 (m, 3H),
7,00 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,54 (d, J= 16,0 Hz, 1H).
(328) Massa exata [M+H]: 303,0021 (téorico); aguardando resultado.
O:N o RMN de 'H [500MHz, CDCl3, 8 (ppm)]: 8,05 (d, J = 9,2 Hz, 2H), 7,77
\©\0J\/\© (d, J=16,0 Hz, 1H), 7,54 (dd, J = 6,6, 3,0 Hz, 2H), 7,43 — 7,36 (m, 3H),
6,94 (d, J = 9,2 Hz, 2H), 6,47 (d, J = 16,0 Hz, 1H).
(329) Massa exata [M+H]: 270,0766 (téorico); aguardando resultado.




CONCLUSOES

O estudo apresentado neste capitulo contribui com o conhecimento cientifico
acerca da sintese quimica de flavonoides, especialmente chalconas, flavanonas e
neoflavonoides. Frente ao cloreto de cinamoila, na presenca de BF3.OEt,, substratos
fendlicos demonstraram diferentes padroes de reatividade: 1,3-dissubstituidos com
grupos doadores de densidade eletronica (hidroxila e metoxila) levaram a formagao de
2’-hidroxichalconas (299 e 318) com rendimentos de 63 e 41%, respectivamente. Quando
o P-naftol foi utilizado, a flavanona 319 foi obtida com aproximadamente 40% de
rendimento. Substratos fenol e 1,4-disubstituidos levaram a formagdo de ésteres
cinamatos e de 3,4-dihidrocumarinas. Nestes casos, os rendimentos foram baixos, com
exce¢do do neoflavonoide obtido da hidroquinona (65%). Ainda se requer a realizagao de
novas analises espectrométricas, para uma completa caracterizagao dos produtos. Apesar
da necessidade de ampliar a biblioteca destes compostos, as sinteses propostas se
mostraram eficientes, uma vez que a obtengdo de flavonoides foi realizada com bons
rendimentos ¢ esse tema € relevante na ciéncia quimica. Ensaios de atividades bioldgicas
necessitam ser realizados. Pode-se propor a reacdo de rearranjo de Fries para os ésteres
cinamatos 321, 328 ¢ 329, a fim de obter as respectivas chalconas. Resultados parciais
desta pesquisa foram apresentados nos eventos 45" Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica (45RASBQ) e no 18th Brazilian Meeting on Organic Synthesis
(18thBMOS), ambos em 2022.
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ANEXOS

ARTIGO DE REVISAO (Biocatalysis and Biotransformation)

O artigo de revisdo focado em atualizar derivatizagdes de chalconas e flavanonas por
meio de biotransformagdo foi publicado em 2022 na revista Biocatalysis and

Biotransformation (Fator de Impacto 2,325/2021).
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Biotransformation of chalcones and flavanones: An update on their
bio-based derivatizations
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Chalcones and flavanones are both present as secondary metabolites in edible and medicinal Received 26 November 2020
plants as isomers. Mostly of them are isolated in low yields from natural sources, along with the Revised 8 February 2022
difficulties faced by the total synthesis, make them attractive for biotechnological studies in  Accepted 28 Aprl 2022
order to obtain new derivatives. Prompted by the enomous pharmacological interest in chal-
cones and flavanones compounds, their alimentary and chemical applications, this review covers Chalcones: f .

" £ " : £ & N & 5, Tlavanones;
their biotransformation as an alternative way for achieving chemical analogues with high select- microbial bictransformation:
ivity, using mild and ecofriendly conditions. Sterecselective bioreductions of chalcones were bioreductions
the most reported biotransformation reactions, and they could be performed by bacteria, cyano-
bacteria, non-conventional yeasts (NCYs), and fungi strains with good yields. Flavanones have
also been derivatized under stereochemical control by several microorganisms. All reported bio-
transformations contribute to increasing the availability of new and valuable leads for the mar-
ket and industrial fields.
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Flavonoids are metabolites occurring in all plant tissues and present different biological activities. They occur in a mixture of similar

polarity with laborious separation and purification processes, usually furnishing low yields. Semi-preparative chromatographic
methods are universally employed procedures for their isolation. This paper discusses the state-of-the-art in new non-chromatographic
techniques for the separation and purification of flavonoids. In the last decades, novel methods for flavonoids purification have been
developed to decrease time extraction, reduction of costs, and organic solvent. Herein, we present the state-of-the-art development
of ionic liquids, eutectic solvents, chelating agents, and molecular imprinted polymers in greener extractions, enrichments, and the
purification of flavonoids. As the main advantage, these proceedings permitted good yields of bioactive flavonoids and biflavonoids,
and they are improved when ultrasound, microwave, and mechanical extractors are used in the extraction step. Nevertheless, most
of these technigues are not specific to a single molecule’s purification, except MIPs mainly used for analytical purposes. These
examples indicate that the development of efficient and straightforward methods for the obtention of different bioactive flavonoids
is still incipient but with potential for discovering specific and greener procedures for isolating the target compounds in good yields.

Keywords: flavonoids; methods of purification: ionic liquids; eutectic solvents; chelating agents.
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