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Resumo

A espécie Polygala sabulosa, conhecida popularmente como “Timuto Pinheirinho” é
uma pequena erva que cresce no sul meridional montanheiro do Brasil. As plantas do
género Polygala séo utilizadas na medicina folclérica para o tratamento de algumas
patologias, incluindo distarbios intestinais e renais, e sdo usados também como
analgésico e expectorante. Recentemente, nosso grupo de pesquisa relatou a presenca
das cumarinas 6-metoxi-7-preniloxicumarina e escopoletina as quais exibiram
interessante efeito analgésico e tripanocida. Agora, nosso interesse esta na preparacao
de derivados isésteros para avaliar o efeito que estas modificacdes causardo na atividade
biol6gica. Em um primeiro momento, este trabalho visa contribuir para o desenvolvimento
uma nova rota para sintese da 6-metoxi-7-hidroxi-2-quinolinona. Decidimos utilizar como
material de partida a vanilina, por esta apresentar o0 mesmo padrdo de substituicdo da
escopoletina. A primeira etapa foi a benzilagdo da vanilina utilizando brometo de benzila e
K,CO3; em acetona, em seguida, foi realizada a nitragcdo utilizando-se uma solucao
HNO3/H,SO, com temperatura proxima a 0°C. A sequéncia do trabalho se deu através da
reducdo do grupo nitro utilizando ferro em uma mistura de etanol/acido acético e agua.
Posteriormente foi feita a ciclizacao utilizando dietilmalonato e piperidina em etanol, e por
fim a hidrélise do grupo éster utilizando HCI 2M. Os compostos estdo sendo
caracterizados através dos dados de IV, RMN de 'H e '3C e anélise elementar. Os
rendimentos obtidos ficaram entre 44-97%, sendo que as etapas que apresentaram

menores rendimentos continuam sendo estudadas para fim otimizacéo.
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1. Introducgéo e Justificativa

Os produtos naturais tém fornecido compostos biologicamente ativos por muitos
anos. E ainda hoje, muitos dos remédios também sdo obtidos diretamente de uma fonte
natural ou foram desenvolvidos a partir de um composto protétipo originalmente obtido da
natureza. Em geral, os produtos naturais possuem uma caracteristica especial de fornecer
novas estruturas quimicas as quais nenhum quimico sonhou em sintetizar. Quando as
estruturas dos compostos naturais sdo muito complexas, a sintese em laboratoério se torna
inviavel. No entanto, estas substancias podem servir como base para a semi-sintese de
compostos biologicamente ativos. Os compostos naturais que possuem um esqueleto
mais simples podem ser sintetizados em laboratdrio evitando assim o problema de obter
pequenas quantidades, em massa, de cada composto isolado da planta. A sintese de
produtos naturais € um 6timo caminho para a obtencdo de substancias com potencial

atividade bioldgica.’

Estudos realizados anteriormente?® pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que a
escopoletina (composto 1, figura 1) possui um interessante perfil de atividade
antinociceptiva no modelo de dor induzida pelo acido acético com uma IDs, de 0,313
pmol/Kg e uma porcentagem de inibicdo da dor de 96%. J& o seu derivado benzoilado
(composto 2 figura 1), mostrou um significativo aumento da atividade com uma ID 5o de
0,108 pmol/Kg enquanto o derivado acetilado (composto 3, figura 1) mostrou um
decréscimo na atividade antinocicepitiva com uma IDsy de 6,75 pmol/Kg. Porém como
pode ser observado na tabela 1, ainda assim atividades mais pronunciadas que a de
farmacos amplamente comercializados como o Paracetamol (composto 4, figura 1) e a

Aspirina (composto 6, figural).

Tabela 1. atividade antinociceptiva de alguns compostos no modelo de dor

induzida pelo acido acético.

- Composto  IDso(mgkg?)  IDso(umolkg™) Inibicdo (%)
Escopoletina 0,06 0,313 96
Acetilescopoletina 1,56 6,75 83
Benzoilescopoletina 0,032 0,108 81
Paracetamol 18,8 124 88
Aspirina 24,0 133 83
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Figura 1: estrutura do paracetamol, aspirina, escopoletina e derivados

Estes resultados mostram claramente o alto potencial que a sintese de derivados
da escopoletina possa trazer para o desenvolvimento de protétipos para estudos de
correlacao estrutura atividade.

Diante do que foi exposto nos paragrafos anteriores pretende-se fazer a sintese de
guinolinonas analogas a escopoletina, utilizando como material de partida a vanilina
utilizando-se as seguintes etapas, nitracdo da vanilina na posi¢cdo 6 do anel aromatico,

seguida da reducao do grupo nitro, e ciclizagdo do heterociclo com dietiimalonato.




2. Reviséo Bibliografica

2.1-Espécie Polygala Sabulosa

A espécie Polygala sabulosa, conhecida popularmente como “Timuto Pinheirinho” é
uma pequena erva que cresce no sul meridional montanheiro do Brasil. As plantas do
género Polygala sdo utilizadas na medicina folclorica para o tratamento de algumas
patologias, incluindo disturbios intestinais e renais, e sdo usadas também como
analgésico e expectorante. Além desses usos medicinais ha relatos de atividade antiviral,
tripanossomicida, inibidor tumoral, e neuroprotetora em algumas espécies do Género
Polygala. Estas propriedades biologicas sdo atribuidas aos seus principais constituintes,
tais como cumarinas, saponinas, flavondides e principalmente xantonas, além da
presenca significativa de estirilopironas em P sabulosa. 3

Portanto o estudo quimiosintético dos componentes encontrados nesta espécie
vegetal, vem desempenhar um papel importantantissimo que é a sintese de compostos
analogos aos que foram extraidos diretamente da planta, e poder assim testar a sua

atividade biolégica.

2.2- Atividades Bioldgicas Relacionadas a Quinolinonas

Quinolinona é uma interessante classe de moléculas presentes em uma série de
produtos naturais biologicamente ativos. Este nucleo esta presente em antibiéticos como,
por exemplo, a nibomicina (figura2). Sendo empregado na quimica farmacéutica estando

presente em um grande nimeros de medicamentos. *

Mibomicina

Figura 2: estrutura da nibomicina

Derivados de 2-quinolinona séo responsaveis por um vasto numero de atividades
farmacoldgicas incluindo antibacteriana, antifungica e antiviral. Além disso, alguns

derivados clorados, como por exemplo 3-halo-2-quinolinonas (figura 3) tém sido utilizadas
3



como estimulantes cardiaco e como herbicidas.” Varios derivados de 2-quinolonas
fundidos a enxofre, contendo heterociclos s@o responsaveis por exercer atividade

citostatica contra uma gama de células tumorais.®

=

R= halogénio

M 8]
H

3-halo-2-quinolinona
Figura 3 — estrutura do composto 3-halo-2-quinolinona

4-hidroxi-2-quinolinona (figura 4) e seus derivados representam uma classe de
compostos heterociclicos que tém sido associado com varias aplicacdes farmacoldgicas,
medicinais e industriais’, apresentando relatos de atividades contra um tipo de HIV e
contra viroses mutantes.® O composto 1-benzil-3-formil-4-hidroxi-2-quinolinona (figura 4)

inibiu, in vitro, o virus da herpes.®

OH OH o
AN = H
N o]
N (0]
H

4-hidroxi-2-quinolinona

n-benzil-3-formil-4-
hidroxi-2-quinolinona

Figura 4 — estrutura do 4-hidroxi-2-quinolinona e do N-benzil-3-formil-4-hidroxi-2-quinolinona

Recentemente, 4-hidroximetil-1,6,8-trimetilfuro[2,3-h]-2quinolinona (HOFQ)
(composto 1 figura 5) foi preparado em uma nova forma rentavel, o que também permitiu
a sintese de 4-metoximetil-1,6,8-trimetilfuro[2,3-h]quinolinona (MOFQ) (composto 2 figura
5), e 4-hidroximetil-6,8-dimetilfuro [2,3-h] Hidroxi-2-quinolinona (HOHFQ) ( composto 3
figura 5). Estes compostos mostram forte atividade fotoantiproliferativa, maior do que 8-
metoxipsoralem (8-MOP) (figura 5) a droga mais amplamente empregada para foto

guimioterapia. Além disso, sua atividade € desprovida de mutagenicidade e pele



fototoxicidade. Por estas caracteristicas, as furoquinolinonas e outros analogos parecem

ser muito promissores agentes fotoquimioterapicos. ™

MOFD 2

Figura 5 — estrutura dos compostos HOFQ, MOFQ, HOHFQ e 8-MOP

Chen et al*! relatou em seus estudos a sintese e atividades biolégicas de algumas
quinolinonas e dihidroquinolinona (figura 6) inibidores de p38 MAP quinase. O p38 € uma
enzima intracelular, proteina mitogena-ativada (MAP) quinase que regula a libertacao e as
acOes de mediadores pré-inflamatérias. Uma vez ativada, a p38 desencadeia um sinal
cascata que conduz a sintese e amplificacdo desses mediadores. Estudos clinicos tém

demonstrado que a inibicdo destes mediadores inflamatérios individualmente é benéfico
I/Q\

[+] [+
R [+] L] R

x . PR l
l &l I Gl

X= 0-Me, OH, N3 NH; R= OH, H, O-ME

para o tratamento da artrite.

Gl 1

Figura 6 — Derivados estudados por Chen et al.

I'2 apresentou recentemente um estudo sobre o efeito inibitério do TA-

Mizutani et a
270 (4-hidroxi-1-metil-3-octiloxi-7-sinapinoilamino-2-quinolinona) sobre a obstrugéo nasal

em pacientes com renite alérgica. O TA-270 mostrou uma atividade antioxidante contra o

5



peréxinitrito, um potente oxidante que é gerado pela reacdo de acido nitrico com anions
superoxidos. E chegou-se a conclusdo que este derivado de 2-quinolinona pode ser

usado para auxiliar a desobstru¢do nasal em pacientes com renite alérgica.

Aoki e colaboradores™ investigaram o efeito da TA 270 em comparagéo com Varias
drogas antiasmaticas, com respostas sobre asma induzida por ovalbumina em cobaias.
Quando administrada por via oral 1 hora antes e trés horas ap0s a inje¢cdo do antigeno
desafiado, doses iguais a 10 mg/Kg ou maiores de TA-270 inibiram tanto imediatamente
guanto tardiamente a resisténcia induzida pelo antigeno. Os efeitos inibitérios foram
comparaveis ou superiores, (a0 menos nas condicfes experimentais) a varias drogas
antiasmaticas amplamente utilizadas. Estes resultados sugerem que a TA-270 pode,

também, ser de uso terapéutico para asma bronquica.

Com a finalidade de busca por agentes antiarteriostendticos Koga et al
desenvolveram uma série de derivados de 2-quinolinonas, os quais foram avaliadas a
atividade antitrombotica e anti-hiperplastica. Inicialmente desenvolveram o cilostazol
(figura 7) como um agente antitrombético'®, porém sua atividade anti-hiperplastica foi
fraca. Tiveram, portanto, interessados na molécula de amido de cilostamida, e tentaram
buscar novos compostos potentes pela modificacdo da cilostamida (figura 8). Sendo que a
serie 6-[3-[3-ciclopropil3-[(1R,2R)-2-hidroxciclohexil]ureia]propoxi]-2-quinolinona
(composto A figura 8) foi selecionada como candidato mais eficaz para sintese de agentes

antitrombdticos e anti-hiperplasticos.

DWN O

cllostazul mlosl,amlda
9]
0" ~"N N/{
Oy
I}I (9]
H
A,

Figura 7- estrutura do cilostazol, cilostamida e composto A



2.3- Sintese de Quinolinonas

Zhang et al*™® relatou em seus estudos a sintese de 4-hidroxi-2-quinolinona através
da reacdo da anilina com uma quantidade equimolar de &cido maldnico, 2-3 mols de
cloreto de zinco anidro e oxicloreto de fésforo a 65°C, e obteve 75 % de rendimento

(esquema 1).

hHa OH

CHa(COOHY
THCL, POCh T

EFC,%6h 5%

Esquema 1 — esquema para sintese do 4-hidroxi-2-quinolinona

I'1® relatou em seus estudos o uso de adutos de

Recentemente Hoon Kin “et a
Baylis—Hillman para sintese de 2-quinolinonas-3,4-disubstituidas, através da reacdo de
Friedel crafts e com rearranjo de aza-Claisen, com a variacdo de alguns reagentes.
Obtendo sempre rendimentos que ficam entre 43 e 91% dependendo do reagente

utilizado (esquema 2).

NH (1) EDC coupling

(ll Friedel-Crafts
OH o (1) Ph NH

O

PhNH, HzS04 Ph
OH Q  epcHel OH O C;H Cl, PRY
CH»,,CN
Ph OH — Ph/K’RL
N O
H

Esquema 2- exemplo de reacéo estudada por Hoon Kin et al

Os dados apresentados acima com respeito a bioatividade de compostos contendo
0 nucleo quinolindnico, mostram a importancia deste sistema nas atividades bioldgicas,

usos farmacoldgicos e industriais.



3. Objetivos

No presente projeto visamos sintetizar quinolinonas isosteros analogas da
escopoletina realizando assim a troca de um oxigénio heterociclico da escopoletina por

nitrogénio.
Objetivos especificos:

] Contribuir para o desenvolvimento de uma nova metodologia para a sintese

substancias analogas a escopoletina, isolada de Polygala sabulosa.

] Selecionar as metodologias mais eficientes para cada etapa e alcancar o produto

final com o maior rendimento possivel.

] Obter os intermediarios envolvidos no processo, devidamente purificados e

caracterizados.

. Realizar a reducéo de um grupo nitro na molécula de 6-nitro-benzil-vanilina com o

maior rendimento possivel sem afetar a carbonila.



4. Metodologia

Com o objetivo de sintetizar uma quinolinona com o0 mesmo padrao de substituicdo
da escopoletina, isolada de P. sabulosa utilizamos a metodologia ilustrada no esquema 3.
As etapas envolvidas neste processo sao a hitracdo da vanilina na posicdo 6 do anel,
seguida de reducdo do grupo nitro a grupo amino e ciclizacdo do heterociclo através da

reacdo com dietilmalonato e posterior hidrélise do grupo éster.

Esquema 3 - analise retrossintética das metodologias utilizadas neste trabalho

Sabendo que a nitragcdo direta da vanilina ndo resultara na formagéo de um unico
produto, a 6-nitrovanilina, devido a existéncia de dois grupos doadores de elétrons e um
grupo retirador de elétrons o que deixa 3 carbonos do anel aromatico ativado frente a um
eletréfilo. Analisando as possiveis estruturas de ressonancia, a maior densidade de carga
negativa deve ficar sobre os carbonos C5 e C6 o que vai produzir uma mistura de
produtos, a vanilina com um grupo nitro nas posi¢cdes C5 e C6. Portanto, sera necessario
proteger a posicdo C5 do anel para evitar ao maximo a nitracdo nesta posicao, através da

benzilacdo do grupo OH.

4.1.Sinteze do O-benzil-vanilina (BVAN)*’

Halo,
H, K0y H

oo

el Tuxas

R

vanehna Br
BYAN

Esquema 4 — reacao de sintese do O-benzil-vanilina

O composto O-benzil-vanilina foi sintetizado utilizando a metodologia descrita por

Tsai e Klinman'®, onde a vanilina reage com brometo de benzila na presenca de
9



carbonato de potassio com aquecimento sob refluxo por 12 horas para obter-se o

composto BVAN (esquema 4).

A uma solucéo de 2,64 g (0,02 mol) de carbonato de potéssio (Vetec) em 100 mL
de acetona (Synth) seca, foram adicionados 6,0 g (0,04 mol) de vanilina (Vetec) e 6,6 g
(0,04 mol) de brometo de benzila (Fluka). O sistema foi deixado sob forte agitacéo e
refluxo durante 24 horas (esquema 4). Entdo, o solvente foi evaporado e o residuo foi
recristalizado em etanol (Synth) e agua (70:30) rendendo 10,03 g (97,22%) de um sdlido
cristalino incolor. Rf = 0,552 utilizando a mistura hexano 70: 30 AcOEt como eluente e
silica como fase estacionaria. P.F= 59,6 — 60°C. IV (pastilha de KBr): 8 (cm ™) = 1695
(C=0), 1129,47 e 1270,33 (C-0). RMN *H (400 MHz, CDCls) d (ppm) = 9,83 (s, 1H),
7,43— 7,38 (m, 7H), 6,99 (d, 1H), 5,25 (s, 2H), 3,95 (s, 3H).

4.2.Sintese do 6-nitro-benzil-vanilina (NBVAN)*

a a
H.CO H, G
) H B
o FIL S0, TTNG o MO,
Pl

——————

BVAN NAVAN

Esquema 5 — reacao de sintese do 6-nitro-benzil-vanilina

A uma solucdo de 14,9 mL de &cido nitrico (Quimex) e 1,7 mL acido sulfarico
(Nuclear) resfriada a 0°C em banho de gelo, adicionou-se lentamente 3,1 g (0,0108 mols)

de BVAN e deixou-se o sistema reagir sob agitacao por 1,5 horas (esquema 5).

A solucao foi filtrada em funil de buchner, e o produto recristalizado em acetato de
etila (Synth) para obter 3,19 g do produto, rendimento de 86,16%. Rf = 0, 626 utilizando a
mistura hexano 70: 30 AcOEt como eluente e silica como fase estacionaria. P.F= 122 -
123°C. IV (pastilha de KBr): 8 (cm ) = 1676,2 (C=0), 1517,1- 1333,8 (N—0O). RMN *H
(400 MHz, CDCI3) 6 (ppm) = 10,44 (s, 1H), 7,66 (s,1H),7,43 (m, 6H), 5,27 (s, 2H), 4,01 (s,
3H).
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4.3. Sintese do 6-amino-benzil-vanilina (ABVAN)!*#*°

o ~

H,CO

Fo' HCI
—_—
EtOI/ ACOEVELO

refluxo

(]
z

NBVAN ABVAN

Esquema 6 — reacgdo de sintese do 6-amino-benzil-vanilina.

Misturou-se 1,1 g (0,019 mols) de ferro em po6, 0,34 mL de HCI (Nuclear) e 1,8 g
(7 mmol) de NBAN dissolvido em 43 mL de solucdo de etanol/acido acético/agua na

proporcao de 2:2:1(esquema 6).

A mistura reacional foi mantida em refluxo por aproximadamente 20 minutos
(esquema 6), apos esfriar a temperatura ambiente, a mistura reacional foi filtrada e a fase
liquida extraida com 3 por¢cdes de 50 mL de AcOEt. A fase organica foi lavada com
solucdo concentrada de bicarbonato de sddio (150 mL), solucdo saturada de cloreto de

sédio (60 mL), e seca com sulfato de sédio anidro.

O produto da reacao foi purificado numa coluna cromatografica em silica-gel
(Merck) eluida com AcOet/Hexano 40/60. Ao final obteve-se 0,572 g do produto, 44,7%.
Rf = 0, 342 (hexano-AcOEt 70: 30 como eluente e silica como fase estacionaria) P.F= 148
- 148,8°C. IV (pastilha de KBr): & (cm ) = 3100 e 3034,5 (N-H). 9,84 (s, 1H), 7,42 — 7,26
(m, 6H), 7,07 (s, 1H), 6,28 (s, 2H), 5,32 (s, 2H), 4,01(s, 3H).

4.4.Sintese do 6-metoxi-7-benziloxi-3-carboxietil-2-quinolinona (MBCEQ)*®

Q

HCO H,CO

\ OCH;CH

H o (u]
prpending
e ———
+ AcOH
NH, N - AT o N a

o

ABVAN MBCEQ

Esquema 7 - reacao de sintese do 6-metoxi-7-benziloxi-3-carboxietil-2-quinolinona
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A uma solucdo de 100 mg de ABVAN solubilizada em 30 mL de etanol (Synth),
adicionou-se, trés equivalentes de malonato de dietila (Sigma Aldrich), trés equivalentes
de piperidina e uma quantidade catalitica de acido acético glacial. A mistura reacional foi

refluxada por overnigth sob forte agitacao.

Apos resfriada a temperatura ambiente, adicionou-se a mistura 50 mL de agua, e
fez-se extracdo com acetato de etila (3 x 50 mL). A fase organica foi lavada com agua (2 x
25 mL), solugdo saturada de NaCl (50 mL), seca com sulfato de sodio anidro e o solvente

foi evaporada em evaporador rotatério.

O produto da reacdo foi purificado através de cromatografia em coluna
cromatografica em silica-gel eluida com AcOet/Hexano 50/50. Ao final obteve-se 0,104 g
do produto, 75,9 %. Rf = 0,64 (metanol-AcOEt 10/90 como eluente e silica como fase
estacionaria) P.F= 228 - 229°C. IV (pastilha de KBr): & (cm ) = 3200-3500 (N-H), 1696
(C=0), 1654 (C=0). RMN 1H, 8,414 (s, 1H), 7,47 — 7,34 (m, 6H), 6,93 (s, 1H), 5,32 (s,
2H), 4,20 (q, 2H J= 3,6 Hz) , 1,26 (t, 3H J= 3,4H2).

4.5. Sintese do 6-metoxi-7-benziloxi-3-carboxi-2-quinolinona (MBCQ)

T OCH,CH,

I

MBCHE)

M BT}

Esquema 8- sintese do 6-metoxi-7-benziloxi-3-carboxi-2-quinolinona

A uma solucdo de 10 mg de MBCEQ em 5 mL de etanol, adicionou-se 2,5 mL de
HCI 2 molar. A mistura reacional permaneceu sob agitacdo a 60° por overnight. O sistema
foi resfriado e o solido precipitado foi coletado por filtracdo, e seco sob vacuo para se
obter 53,3 % de rendimento, P.F= superior a 300°C. RMN *H, 8,80 (s, 1H), 7,55 — 7,34 (m,
6H), 7,08 (s, 1H), 5,21 (s, 2H), 3,42 (s, 3H), 2,48 (s, 2H).
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4.6. Métodos para purificagcdo dos compostos

Os compostos foram purificados utilizando-se basicamente dois métodos, a

recristalizagdo e fracionamento cromatogréafico em coluna.

Para o fracionamento cromatografico em coluna utilizou-se silica gel de granulacéo
70-230 mesh (0,063-0,2 mm) da Merck e os solventes utilizados foram de qualidade PA.
As fracOes eluidas passaram por processo de concentracdo em evaporador rotatorio e o
solvente destilado foi reutilizado no processo cromatografico sem qualquer purificacao ou
secagem. Isso diminui os custos na purificacdo dos produtos e ainda evita a

contaminacao do meio ambiente, ja que diminui a quantidade de residuos quimicos.
4.7. Identificacdo dos compostos

A identificacdo dos compostos se deu principalmente através da andlise de
espectros de infravermelho, RMN *H, RMN *3C, CHN e também através do ponto de fusdo

e cromatografia em camada delgada (ccd).

Os espectros de absorcdo na regidao do infravermelho foram obtidos em
espectrofotometro Perkin Elmer FTIR 16 PC utilizando-se pastilhas comprimidas de

brometo de potassio anidro.

A obtencao dos espectros de ressonancia magnética nuclear foi em espectrometro
Varian Mercury Plus & 400 MHz para hidrogénio (RMN *H) e a 100 MHz para carbono -13
(RMN *3C).

Para cromatografia em camada delgada (ccd) utilizou-se placas Alugram Sil
G/UVy54 com 0.20 mm de espessura da Macherey-Nagel. Os compostos nas placas
cromatograficas foram visualizados sob lampada de ultravioleta a 254 nm e por imersao
das placas em anisaldeido sulfarico e/ou solucdo de sulfato de cério 2 N em acido

sulfurico seguido de aguecimento da placa.
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5. Resultados e Discusséao

A sintese de um composto com estrutura igual ou semelhante a uma substancia de
origem natural pode ser muito complexa exigindo, as vezes uma grande quantidade de
etapas intermediarias até se alcancar a estrutura alvo. No entanto, a quimica orgéanica
sintética evoluiu muito nos ultimos anos possibilitando o facil acesso a uma grande

variedade de metodologias para a sintese de compostos organicos.

Nosso objetivo neste trabalho néo se estende a desenvolver uma nova metodologia
para a sintese total de derivados dos compostos isolados de Polygala sabulosa, mas sim
selecionar as metodologias mais eficientes para cada etapa e alcancar o produto final

com o maior rendimento possivel.

Dentre todos os compostos isolados de P. sabulosa, decidimos preparar
inicialmente os analogos da escopoletina para verificar o efeito farmacoldgico ao trocar
um atomo de oxigénio da lactona por um atomo de nitrogénio formando uma lactama. A
diferenga nas propriedades quimicas entre oxigénio e nitrogénio pode alterar a absorc¢éo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo do composto no organismo e também alterar a

interacdo quimica da substancia com o respectivo alvo biolégico.

Avaliamos inicialmente, a retrossintese do produto final, esquema 3, onde
decidimos partir da vanilina. A vanilina € um aldeido aromatico que possui 0 mesmo
padrdo de substituicdo do produto final facilitando a obtencdo deste Ultimo através de
metodologias classicas para a insercdo e modificagdo de grupos funcionais em uma
estrutura. A idéia central é inserir um grupo amino orto-carboxaldeido orientado para
proceder posteriormente a ciclizacdo através da condensacéo entre o aldeido e o éster
dietilmalénico. Subsequiente hidrélise e aquecimento devem formar o produto

descarboxilado de interesse.

e

O primeiro passo necessario é a nitragdo da vanilina. Entre os conceitos de
guimica organica basica, destaca-se aqui o efeito mesomeérico doador de elétrons dos
grupos metoxila e hidroxila e o efeito mesomérico retirador de elétrons do grupo
carboxaldeido. Estes efeitos irdo determinar a reatividade e regioseletividade da molécula

em uma reacao de substituicado eletrofilica aromatica.

Neste caso, nosso objetivo € inserir um grupamento nitro na posicdo C6 do anel

aromatico. Na vanilina, existem dois grupos doadores de elétrons e um grupo retirador de
14



elétrons o que deixa o anel aromatico ativado frente a um eletréfilo. No entanto, a vanilina
possui 3 carbonos aromaticos que podem atuar como nucledfilos nesta reacéo.
Analisando as possiveis estruturas de ressonancia (esquema 9 e 10) maior densidade de
carga negativa deve ficar sobre o carbono C5 e C6 o que vai produzir a vanilina com um
grupo nitro em ambas as posi¢cdes. N0osSso interesse € inserir um grupo nitro na posicao
C6. Entéo, decidimos por proteger estéricamente a posicdo C5 para evitar ao maximo a
nitragdo nesta posicao.

o) o
H 33/\' HiCO 5
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-~
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Esquema 9- estruturas de ressonancia da vanilina frente & ativagé@o pelo grupo metoxila
o ]
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Esquema 10 - estruturas de ressonéncia da vanilina frente a ativagéo pelo grupo hidroxila

Tsai e Klinman (2002)* prepararam o composto nitrado na posicdo C6, com um
rendimento de 100%, protegendo a posicdo C5 com um grupo benzil. O volume maior
apresentado pelo benzil impede totalmente a nitracdo em C5 formando apenas o derivado

nitrado na posicao 6.
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5.1 Benzilacdo da Vanilina

Utilizamos entdo a mesma metodologia de benzilagcdo e nitracdo publicado pelo
grupo de Tsai e Klinman®’. Inicialmente a reacéo de benzilacdo da vanilina apresentou um
rendimento de 40% o que € considerado extremamente baixo para tal reacdo. Este
resultado abaixo do esperado deveu-se ao uso de vanilina ndo purificada, pois nas
sinteses seguintes com a utilizacdo de vanilina purificada, ou de frasco lacrado, o
rendimento teve um crescimento consideravel para 97%, numero que pode ser

considerado excelente para esta reagéo.

A reacdo ocorre via mecanismo de substituicAo nucleofilica bimolecular (Sn2)
(esquema 11), onde a base (carbonato) abstrai o proton da hidroxila da vanilina, tornando-
a assim um nucledfilo mais forte, este utiliza seu par de elétrons isolado para atacar o
atomo de carbono do haleto de alquila. Isso leva a formacdo de um estado de transicao
com a ligagdo C-O parcialmente formada e a ligacdo C-Br parcialmente rompida. Em
seguida o Br ~ deixa a molécula levando consigo o par de elétrons da ligagcdo C-Br.

o) HsCO LT T o)
3 H;C
_> . _ _
@ Br —| BYO —
03- \@

Esquema 11 — mecanismo de benzilagéo da vanilina

A confirmacéo da estrutura do composto BVAN foi realizada através dos espectros
de infravermelho e RMN de *H e 3C. No espectro de infravermelho (figura 8) observou-se
bandas de absorcdo em 1695 cm™ referente a carbonila conjugada ao anel aromatico do
grupo aldeido, 1129,47 cm™ e 1270,33 cm™ referentes as ligacdes C--O. No Espectro de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (figura 9), observou-se o mesmo perfil de
sinais mostrados pela vanilina adicionado de um sinal em 5,25 ppm, com integracao para
2 hidrogénios atribuidos ao metileno do grupo benziloxi e uma série de sinais na regiao
entre 7,25 e 7,50 ppm confirmando a presenga do substituinte benzil na estrutura da
vanilina. A benzilacdo também foi confirmada pelo aparecimento, no espectro de RMN B¢
(figura 10), de um sinal em 71,0 ppm relativo ao carbono metilenico do grupo benzil e

sinais na regido de 130,0 ppm atribuidos aos carbonos aromaticos do grupo benzil.
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5.2- Nitracdo do Composto O-benzil-vanilina

Na etapa seguinte, foi realizada a nitragdo da O-benzilvanilina (BVAN), para esta
encontrou-se novamente problemas iniciais. Nas primeiras reagdes realizadas, utilizou-se
banho de gelo e sal para resfriar a solugcéo, deixando-a assim a uma temperatura proxima
de -10°C. A estas temperaturas, observamos que o produto era obtido com rendimento
meédio de 35% e com baixo grau de pureza, entre varias tentativas. Quando a nitracao foi
realizada apenas com banho de gelo (sem utilizacdo de sal), deixando a solugcdo com
uma temperatura proxima de 0°C, a nitragdo ocorreu satisfatoriamente produzindo o
composto O-benzil-6-nitrovanilina (NBVAN) com um rendimento de 86%, o0 que pode ser

considerado satisfatorio para tal reacao.

Esta reacdo ocorre via mecanismo de substituicdo aromatica eletrofilica (esquema
12), onde um eletrofilo reage com o anel aromético e substitui um dos seus atomos de
hidrogénio. Neste caso o eletréfilo em questdo é o ion nitronio (NO2"), gerado a partir do
HNO; pela protonacéo e perda de dgua na presenca de H,SO,4. O ion nitrénio reage com
a vanilina para formar um intermediario carbocation, na seqiiéncia a perda de um H*

forma um produto de substituicdo neutro, o NBVAN.

@) (@) O
H3CO H3;CO H3CO
3 qH 3 -% H 3 H
HA’\—» + sto4
@] )
NO, Q NO, HSO4 Q NO-

Esquema 12 - mecanismo de nitracdo do composto O-benzilvanilina

A confirmagdo da estrutura do composto NBVAN foi realizada através dos
espectros de infravermelno e RMN de 'H. No espectro de infravermelho (figura 11)
observou-se bandas em 1676,2 cm™ referente a carbonila conjugada do grupo aldeido,
uma banda forte em 1517,1 cm™ e uma fraca em 1333,8 cm ™ caracteristica do grupo
nitro. No Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (figura 12) observou-
se uma mudanca no perfil dos sinais pela inser¢do do grupo nitro na posi¢cao C6 do anel
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da vanilina. O surgimento de dois singletos em 7,42 e 7,66 ppm com integracao de 1

hidrogénio para cada sinal, confirmam a presenc¢a do grupo nitro na posi¢ao C6 do anel.
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Figura 11 — espectro de IV para o composto NBVAN (pastilha de Kbr)
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Figura 12 — Espectro RMN 'H do composto NBVAN (CDCI3, 400 MHz)
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5.3- Reducéo do Grupo Nitro

A etapa subsequente, e uma das mais delicadas, foi a reducdo do grupo nitro a
amino. Essa etapa exigiu um pouco mais de cuidado na escolha dos reagentes porque
terlamos que impedir a reducdo da carbonila do aldeido. Raitio “et al” (2005)
conseguiram reduzir o grupo nitro com um rendimento de 71%, utilizando ferro em uma

mistura de etanol/acido acético e agua.

Reproduzimos este procedimento que resultou na obtencdo do composto 6-amino-
O-benzil-vanilina (ABVAN) com um rendimento de 44 %. Este baixo rendimento se deu
devido a dificuldade na purificacdo do produto. Tentamos inicialmente a purificacdo
através de cromatografia em coluna utilizando silica gel de granulacdo 70-230 mesh
(0,063-0,2 mm) da Merck, o produto era obtido ainda com certo grau de impureza. Na
tentativa de solucionar o problema, utilizamos silica flash na coluna cromatografica, com
este procedimento o produto pode ser obtido com um maior grau de pureza, porém o

rendimento diminuiu um pouco.

A confirmagdo da estrutura do composto ABVAN foi realizada através dos
espectros de infravermelho e RMN 'H, e analise de CHN. No espectro de infravermelho
(figura 13) observou-se uma banda bastante larga entre 3200 3500 cm™ que foi atribuido
ao estiramento da ligacdo N-H na formacéo da ligacao nitrogénio hidrogénio comprovando
a formac&o do grupo amino e 1650 cm™ mostrando que a carbonila permaneceu intacta
comprovando a reducdo apenas do grupo nitro. A diminuicdo de 26 cm™da carbonila
corrobora com a proposta de grupo amino envolvido em ligacdo de hidrogénio
intramolecular. No espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (figura 14)
observa-se o surgimento de um singleto em 6,28 ppm relativo aos hidrogénios do grupo
amino. Para se ter maior seguranca sobre a formacédo do produto realizou-se também
analise de CHN, o resultado pode ser conferido na tabela 2 e mostrou-se bastante
satisfatério uma vez que o percentual de carbono, nitrogénio e oxigénio, detectados na

analise mostraram-se bastante coerentes com a quantidade teérica de cada elemento.
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Tabela 2: resultados obtidos com analise de CHN.
analise nitrogénio carbono hidrogénio
% desvio padréao 3,12 3,47 11,25
tedrico 5,16 70,83 6,32
ABVAN 5,76 70,31 5,28
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5.4 — Etapa de Ciclizacao

Uma vez obtido o composto ABVAN, a proxima etapa foi o fechamento do anel
formando assim o grupamento lactama. Para esta etapa selecionamos a metodologia
descrita por Raitio “et al” (2005)*°, que prepara o éster de quinolinona utilizando
dietilmalonato na presenca de piperidina e uma quantidade catalitica de acido acético com
85% de rendimento. Reproduzimos este procedimento que resultou na obtencdo do
composto 6-metoxi-7-benziloxi-3-carboxietil-2-quinolinona (MBCEQ) com 78,19% de

rendimento.

Nesta etapa ndo encontramos maiores dificuldades para realizacdo da sintese, o
produto foi obtido facilmente apés purificacdo em coluna cromatogréafica utilizando silica
gel de granulagédo 70-230 mesh (0,063-0,2 mm) da Merck.

O mecanismo proposto para reacdo de sintese do MBCEQ é apresentando no

esquema 13:
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Esquema 13- mecanismo de formagéo do MBCEQ

A confirmacéo da estrutura do composto MBCEQ se deu através de espectros de
infravermelho e RMN *H. No espectro de infravermelho (figura 15) observou-se uma
banda bastante larga entre 3200 3500 cm™ que foi atribuido ao estiramento da ligacdo N-

H, uma banda na regido de 1696 cm™ e outra regido de 1654 cm™ que foram atribuidas as
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carbonilas do grupo éster e do grupo quinolinénico. J& no espectro de RMN *H (figura 16)
pode-se observar o surgimento de um tripleto em 1,26 ppm e um quatripleto em 4,20 ppm
com integracdo para 3 e 2 hidrogénios respectivamente, que foi atribuido ao etil do grupo
éster, observou-se também um singleto em 6,93 ppm com integracdo para 1 hidrogénio
gue foi atribuido ao hidrogénio do grupo amino, mostrando assim a diminuicdo de 2
hidrogénios (no ABVAN) para 1 (no MBCEQ) hidrogénio ligado ao grupo amino, e um
singleto em 8,41 ppm com integragdo para 1 hidrogénio. Estes sinais em conjunto
comprovam o fechamento do anel quinolindnico e formacgéo do grupo éster. O espectro de
RMN *H (figura 22) foi apresentado desta forma para facilitar a visualizacdo dos picos,
uma vez que o espectro foi realizado utilizando-se DMSO deuterado como solvente, e
sendo este bastante higroscopico, 0 espectro apresentou um pico bastante grande

referente a 4gua presente no solvente.
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Figura 15- espectro de IV para o composto MBCEQ (pastilha KBr)
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Figura 16- Espectro RMN "H do composto MBCEQ (DMSO, 400 MHz)

5.5- Hidrolise do Grupo éster

Nesta etapa foi necesséria a hidrélise do grupo éster do composto MBCEQ para
formar o MBCQ. Para isto selecionamos a metodologia descrita por Evans “et al” (2009)?°,
0 qual prepara o acido de quinolinona através da reacdo com HCI 2M a 60° C com um
rendimento de 55%. Reproduzimos esta metodologia e obtivemos o0 composto 6-metoxi-7-

benziloxi-3-carboxi-2-quinolinona com 53,3% de rendimento.

Esta é uma reacao de hidrélise de éster catalisada por acido (esquema 14), onde a
protonacdo da carbonila a ativa para o ataque nucledfilo pela agua, rendendo um
intermediario tetraédrico. A transferéncia de um proéton transforma o grupo etéxido em um
bom grupo de saida. A seguinte expulsao do alcool gera o grupo carboxilico e regenera o

catalisador acido.
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Esquema 14 — mecanismo de hidrélise do grupo éster catalisada por acido

A confirmacdo da estrutura do composto MBCQ de seu através do espectro de
RMN *H, analisando este podemos observar em relacdo ao espectro da figura 16 o
desaparecimento dos sinais relativos ao grupo etileno do éster, que sdo um tripleto em
1,26 ppm e um quatripleto em 4,20 ppm com integracdo para 3 e 2 hidrogénios
respectivamente. Este resultado nos da a evidéncia de hidrélise do grupo éster e
formacdo do grupo acido. Porém para comprovar com maior seguranca a formacao do

composto MBCQ foi solicitado ainda espetros de RMN *3C e infravermelho.
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Figura 17- espectro RMN 'H para o composto MBCQ
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6. Concluséao

Pelo que foi estudado até aqui, a rota sintética utilizada tem se mostrado bastante
eficiente, com resultados bastante satisfatérios, uma vez que em todas as sinteses
realizadas foi possivel o isolamento produto esperado com rendimento satisfatorio e

devidamente caracterizado por métodos espectroscopicos.

Uma vez obtido o composto MBCQ (composto 1, esquema 15) a continuidade
deste trabalho sera realizada em duas etapas, a primeira é a hidrélise grupo carboxilico,
para esta, esta sendo observada a metodologia que utiliza acido sulflrico concentrado
sob aquecimento (etapa A, esquema 15), por 6 horas, no intuito de obter o composto
MBQ (composto 2, esquema 15), seguida da debenzilagdo. A outra etapa é a fusdo do
ndcleo quinolinbnico do composto MBCQ com um grupo aminoxantdnico sintetizado
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, (etapa B, esquema 15) dando origem ao
CQX (composto 3, esquema 15).
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Esquema 15- composto que serdo sintetizados na sequéncia do trabalho.

Com as andlises bioldgicas que serdo realizadas ao término das sinteses espera-
se gue o0 composto apresente atividade analgésica bastante apurada, semelhante a
escopoletina. Se comprovada a atividade analgésica, os derivados do composto 2-

quinolinona poderéo ser util no desenvolvimento de novas drogas analgésicas.
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