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RESUMO

A espécie Polygala sabulosa, conhecida popularmente como “Timuto
Pinheirinho” é uma pequena erva que cresce nas montanhas do sul do
Brasil. As plantas do género Polygala sdo utilizadas na medicina
tradicional para o tratamento de algumas patologias, incluindo distarbios
renais e intestinais, 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 estd na preparacdo de derivados analogos da escopoletina bem
como a sintese de uma quinolinona iséstere da escopoletina, para futura
avaliacdo dos efeitos que estas modificacfes causardo na atividade
biolégica. Com isso 5 derivados benzoilados p-substituidos da
escopoletina foram preparados através da metodologia que utiliza
cloreto de benzoila em piridina sob refluxo. Para a sintese da
quinolinona isostere da escopoletina foi utilizado como material de
partida a vanilina, por esta apresentar 0 mesmo padrdo de substituigdo
da escopoletina. A primeira etapa foi a benzilagdo da vanilina utilizando
brometo de benzila e K,CO3; em acetona, em seguida, foi realizada a
nitracdo utilizando-se uma solucdo HNO3/H,SO, com temperatura
préxima a 0°C. A seqliéncia 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 ciclizacdo utilizando malonato de
dietila e piperidina em etanol, a hidrélise do grupo éster foi feita
utilizando HCI 2 mol/L, e a debenzilagdo através da reacdo com HBr e
aquecimento. Por fim, foram testados 5 metodologias para a
descarboxilagdo do produto final, e assim obter a quinolinona com o
mesmo padrdo de substituicdo da escopoletina, porém esta etapa ainda
ndo foi alcancada e continua sendo alvo de estudo. Os compostos foram
caracterizados através de analise espectrométrica de 1V, RMN de He
3C e analises elementares. Os rendimentos obtidos ficaram entre 53-
97%.






ABSTRACT

The species Polygala sabulosa, mostly known as “Timuto Pinheirinho”
is a little plant that grows in mountains of southern Brazil. The plants of
genus Polygala are used in traditional medicine for the treatment of
some pathologies, including kidney and intestinal and they are also used
as an analgesic and an expectorant. Recently our research group
reported the presence of coumarins 6-methoxy-7-preniloxycoumarin and
scopoletin  which has exhibited interesting effect analgesic and
trypanocidal. Now our interest is in the preparation of similar derivates
of scopoletin as well as the synthesis of a quinolinone isoster of
scopoletin, for further evaluation of the effects that cause these changes
in biological activity. With that 5 derivates benzoylates p-replaced of
scopoletin were prepared through a methodology that uses benzoyl
chloride in pyridine under reflux. For the synthesis of quinolinone
isoster of scopoletin was utilized as starting material vanillin, by this
present the same substitution pattern of scopoletin. The first step was the
benzilation of vanillin using benzyl bromide and K,CO; in acetone,
then, we had held the nitration using a solution of H,SO4#/HNO; with
temperature near 0°C. The sequence of work is given by reduction of
nitro group using iron powered in a mixture of ethanol/acetic acid and
water. It has subsequently made the cyclization using diethylmalonate
and piperidine in ethanol, the hydrolysis of ester group was made using
HCI 2 mol/L, and the debenzilation by reaction with HBr and heating.
We had finally tested five methodologies for decarboxylation of the
final product and thus obtain the quinolinone isoster with the same
substitution pattern of scopoletin, however this step has not yet been
achieved and remains the focus of studies. The compounds were
characterized by analyses of IR,'"H NMR and **C NMR and elemental
analyses. The yields obtained were among 53 -97%.
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1. Introducéo e justificativa

A busca pelo alivio da dor e cura de doencas através da utilizagdo
de plantas e ervas nas suas mais diversas formas foi possivelmente um
dos primeiros modos de utilizagdo dos produtos naturais. E ainda hoje o
conhecimento sobre plantas medicinais é muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos."

A presenca de moléculas bioativas em plantas de interesse
medicinal tem sido amplamente estudada nos ultimos anos, devido a
crescente popularidade dos medicamentos fitoterapicos.?

Além de ter fornecido compostos biologicamente ativos por
muitos anos, 0s produtos naturais vem desempenhando um papel
importantissimo, o de fornecer novas moléculas as quais nenhum
guimico sonhou em sintetizar. Quando as estruturas dos compostos
naturais sao muito complexas, a sintese em laboratdrio torna-se inviavel.
Porém, estas substancias podem servir como base para a semi-sintese de
compostos biologicamente ativos. Um estudo realizado entre os anos de
1981 e 2006 revelou que 37% dos farmacos existentes sdo de origem
puramente sintética, 17% sdo compostos sintéticos com um farmaco6foro
de origem natural, 12% séo sintéticos baseados em um modelo de
inibidor natural, 28% sdo produtos naturais com alguma modificagéo
estrutural e 6 % sdo produtos obtidos diretamente de fontes naturais.*

Os compostos naturais que possuem um esqueleto mais simples
podem ser sintetizados em laboratério 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 biolégica.

Estudos realizados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa’
mostraram que a escopoletina (1) possui um interessante perfil de
atividade antinociceptiva no modelo de dor induzida pelo &cido acético
com uma IDsq de 0,313 pmol/kg e uma porcentagem de inibi¢do da dor
de 96%. Ja o seu derivado benzoilado (2), mostrou um significativo
aumento da atividade com uma IDg, de 0,108 umol/Kg enquanto o
derivado acetilado (3) mostrou um decréscimo na atividade
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antinocicepitiva com uma IDs, de 6,75 pumol/kg. Porém, como pode ser
observado na tabela 1, ainda assim s&o atividades mais pronunciadas no
referido molelo experimental que a de farmacos amplamente
comercializados como o paracetamol (4) e a aspirina (5).

Tabela 1: Atividade antinociceptiva de alguns compostos no modelo de
dor induzida pelo acido acético.

Composto 1Dso (Mg.kg™) IDs; (umol.kg™) Inibico (%)
Escopoletina [1] 0,06 0,313 96
Benzoilescopoletina [2] 0,032 0,108 81
Acetilescopoletina [3] 1,56 6,75 83
Paracetamol [4] 18,8 124 88
Aspirina [5] 24,0 133 83
Hscom HaCO H5CO. N
HO 0 o] o o o o o) o
()] )\ (3)
o (2) o
o H
A ¢
£ o e
4) /O/ o
o OH HO (5)

Figura 1: Estrutura do paracetamol (5), aspirina (4), escopoletina (1) e
derivados (3), (2).

Em um estudo recente do nosso grupo de pesquisa em parceria
com laboratério de neurociéncia do departamento de bioquimica da
Universidade Federal de Santa Catarina, foram efetuados experimentos
através do modelo de suspensdo da cauda e campo aberto com a
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finalidade de testar o potencial antidepressivo da escopoletina (1) e
alguns derivados benzoilados p-substituidos, os resultados mostraram-se
excelentes. Isso mostra claramente o alto potencial que a sintese de
novos derivados da escopoletina 1 pode trazer para o desenvolvimento
de prototipos para estudos de relacdo estrutura atividade.

Esses dados mostram o grande potencial da escopoletina como
molécula modelo para a sintese de novos compostos ativos. Além disso,
a escopoletina pode ser facilmente obtida da espécie vegetal Polygala
sabulosa tornando-se um material de partida acessivel para a obtencdo
de compostos analogos através de simples transformacdes estruturais. A
estrutura molecular da escopoletina (1) inspirou a sintese de
guinolinonas bioisosteros 0 que permitirda um estudo mais amplo das
relagBes estrutura-atividade, acrescentando aos efeitos hidrofdbicos,
estéricos e eletronicos, a analise do efeito resultante da troca de um
oxigénio heterociclico (presente na cumarina) por um nitrogénio
(presente na quinolinona) sobre a atividade biolégica.
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2. Revisao Bibliografica
2.1. Polygala sabulosa

A Polygala sabulosa A. W. Bennett popularmente conhecida
como “timuto pinheirinho” é uma pequena erva que cresce nas
montanhas do sul do Brasil.’ As plantas do género Polygala tém sido
empregadas na medicina popular para o tratamento de distdrbios
intestinais e renais, além de ser utilizadas como analgésico e
expectorante.” Além desses, ha relatos que mostram atividade antiviral,®
tripanocida,” inibidor tumoral® e neuroprotetora™ em espécies do
género Polygala.

Segundo dados da literatura, espécies do género Polygala
demonstraram a presenca de cumarinas, saponinas, flavondides e
xantonas.™® ** * Em estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa foi
descrito o processo de isolamento de proto-hipericina (8), 6 metoxi-7-
preniloxicumarina (7), 7-hidroxi-6-metoxicumarina (escopoletina) (1),
quatro estiril-2-pironas e trés di-hidroestiril-2-pironas, na espécie
vegetal Polygala sabulosa °** *®

H;CO.
HO (0] (0]
o) OH (o] OH
7-hidroxi-6-metoxicumarina
(11D
° N HO
HO.
;o 400
/ (7)

OH O OH

6-metoxi-7-preniloxicumarina
protohipericina

Figura 2: Estruturas moleculares de compostos isolados de P. sabulosa.
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Portanto, o0 estudo quimiossistematico dos componentes
encontrados nesta espécie vegetal vem desempenhar um papel
importantissimo, a sintese de compostos analogos aos que foram
extraidos diretamente da planta, bem como utiliza-los como modelo para
a sintese total de novas moléculas com potencial atividade bioldgica.

2.2 Escopoletina

Em estudos realizados anteriormente pelo nosso grupo de
pesquisa® utilizando a P. sabulosa, foi encontrada um interessante
resultado para o extrato hidroalcodlico em relagdo a atividade
antinociceptiva no modelo de dor induzida pelo acido acético,
apresentando uma IDsy de 21,3 mg/Kg e um percentual de inibicdo de
93% da dor. Além disso, as fragdes etandlicas e de diclorometano,
também apresentaram excelentes resultados frente ao mesmo modelo
experimental mostrando uma IDsy de 7,2 mg/Kg e 7,6 mg/Kg e um
percentual de inibicdo da dor de 98% e 73 % respectivamente.

Frente aos bons resultados encontrados, estas duas fragdes
foram submetidas ao fracionamento cromatografico na busca dos
constituintes ativos. Este fracionamento levou ao isolamento do
composto majoritario 6-metoxi-7-preniloxicumarina (7) que se mostrou
inativo frente ao nosso modelo experimental de nocicepgdo. Entretanto,
a busca incessante pelo principio ativo resultou no isolamento de uma
diminuta quantidade de escopoletina (1), que quando submetida as
analises biologicas, mostrou-se ser responsavel pela atividade
antinociceptiva apresentada pelo extrato hidroalcodlico, fracdo etandlica
e de diclorometado.

Com base nestes resultados, foi necessaria a obtengéo de grande
guantidade de escopoletina para o aprofundamento dos estudos
farmacoldgicos e possibilitar a obtencdo de derivados semi-sintéticos da
escopoletina com vistas a estudos de correlacdo estrutura atividade.

A escopoletina (1) (7-hidroxi-6-metoxicumarina) € uma
cumarina encontrada na espécie vegetal Polygala sabulosa. Estudos
realizados com a escopoletina demonstraram uma larga gama de
atividades biolégicas associadas a escopoletina (1), tais como,
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anticolinestérica, antinociceptiva, anti-inflamatdria, antitireoidal, anti-
hiperglicémica e antitumoral.'” Estudo realizado recentemente em
colaboragdo com o nosso grupo de pesquisa, revelou ainda uma
potencial atividade antidepressiva associada a escopoletina e seus
derivados benzoilados.

2.3. Modificacdo Estrutural

Uma vez obtido um composto de origem natural, 0 mesmo pode
ser submetido a um estudo de modificagdo estrutural a fim de
aperfeicoar a atividade biologica desempenhada pelo tal. Muitas
mudancas podem ser realizadas dependendo dos grupos reativos que a
molécula apresenta. Inicialmente procura-se introduzir no composto em
estudo, grupos que conferem um aumento ou diminuicdo na
hidrofobicidade ou a introducdo de grupo retiradores ou doadores de
elétrons, permitindo posteriormente um estudo de relacdo entre a
estrutura quimica e atividade bioldgica. *®

Outro estudo importante na obtencdo de moléculas com
potencial atividade biologica é a sintese de compostos que contenham
um farmacéforo analogo a um composto o qual seja conhecida sua
atividade bioldgica, para verificar a alteracdo que esta mudanga confere
a atividade bioldgica. Outro estudo importante é a sintese de isosteres
de compostos extraidos diretamente de uma fonte natural, com a
finalidade de verificar se alteragdes estruturais podem manter ou ndo a
atividade bioldgica do composto alvo.

2.4. Isbstero

O desenvolvimento do conceito de is6steres tem suas raizes na
tentativa de ampliar o conhecimento dos elementos das moléculas por
inteiro, ou seja, que dois elementos que possuem a mesma configuragao
eletrdnica, também possuem propriedades quimicas semelhantes.*®

Languimuir em 1919 definiu o conceito de isosterismo:

“moléculas sdo isosteres se elas possuem 0 mesmo ndmero e

arranjo de eléntrons. As moléculas isosteres devem conter,

portanto, 0 mesmo numero de &tomos. A principal diferenga
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entre isosteres estd na carga do ndcleo dos atomos
constituintes.”’

Languimuir cita ainda uma lista com alguns tipos de isdsteres,
sdo eles: 0%, F, Ne*, Na*, Mg®, AI**, ou ClO4, SO,*, PO,%. Os quais
deixam claro que o isosterismo ndo implica inevitavelmente em espécies
isoeletronicas. Porém é evidente que isOsteres isoeletrdbnicos mostram
uma maior analogia.™®

Em 1932 Erlenmeyer publicou uma série de estudos detalhados
sobre o conceito de isosterismo, e particularmente sobre as primeiras
aplicacBes para problemas biolégicos.”’ Erlenmeyer propds sua propria
definicdo de is6steres para elementos, moléculas e ions em que a
camada mais externa de elétrons deve ser considerada idéntica.”* Com
isso Erlenmeyer prop0s trés expansdes para 0 conceito de isosterismo:

1) Para todo grupo de elementos presentes em uma mesma
coluna na tabela periddica. Assim o silicio pode ser isostere
do carbono, e 0 enxofre do oxigénio.

2) Para os pseudoatomos, com o objetivo de incluir grupos
que em primeira vista sdo totalmente diferentes, porém que
na pratica, possuem propriedades bastante similares. Este é
o0 caso, por exemplo, do CI=CN=SCN.

3) Para anéis equivalentes: a equivaléncia entre CH=CH e 0 —
S- explicam a bem conhecida analogia entre benzeno e
tiofeno.

2.4.1. Regra do deslocamento do hidreto

Em 1925, Grimm? formulou a regra do “deslocamento de
hidreto” que afirma que quando um &tomo de hidrogénio ¢ adicionado
ao fon O% um is6topo do fluoreto é obtido, ou seja, quando um préton é
introduzido na camada eletronica periférica, um “pseudo-F”, em outras
palavras um OH" é criado. Neste contexto, 0 F e o OH" possuem
algumas analogias. Outros pseudo-atomos podem ser encontrados na
Tabela 2.
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Tabela 2: regra do deslocamento de hidreto abaixo do &tomo em cada
coluna, seus pseudoatomos.

NuUmero de elétrons
6 7 8 9 10 11
c* N> -O- -F Ne Na®
CH™ -NH- -OH FH
-CH,- -NH, OH,
-CH,4 NH, OH3"
CH, NH,"

Para este trabalho, o interesse é a sintese de uma quinolinona
isdstere da escopoletina 1. Esta quinolinona devera apresentar o mesmo
padrdo de substituicdo da escopoletina, ou seja, a substituicdo do atomo
de oxigénio da cumarina por um grupo N-H mantendo na estrutura o
mesmo numero de elétrons de valéncia da molécula e formando assim a
7-hidroxi-6-metoxi-2-quinolinona.

2.4.2. BioisOsteres

O conceito de bioisostere foi primeiramente proposto por
Friedman, que ap6s observar a utilidade do conceito de isosteres para o
design de novas moléculas bioldgicamente ativas, afirmou que:
“bioisosteres sdo moléculas que se enquadram na definicdo mais ampla
de isésteres e tem 0 mesmo tipo de atividade bioldgica.”

Moreover e Friedman consideraram que isosteres que exibirem
propriedades opostas, ou seja, que sdo antagonistas, também devem ser
considerados bioisdsteres, pois comumente interagem com 0 mesmo
sitio biolégico.'®

O uso da palavra isosteres foi largamente utilizada para além do
seu significado original na quimica medicinal. Thornber #* propds uma
definicdo mais flexivel para o termo bioisOstere: “bioisdsteres s&o
grupo ou moléculas que possuem propriedades quimicas e fisicas
similares gerando efeitos biol6gicos amplamente similares. ”
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2.5. Quinolinonas.

As quinolinonas representam uma classe de compostos
heterociclicos interessantes, encontrados em uma série de compostos
farmacéuticos e em muitos produtos naturais que apresentam atividades
biolégicas Unicas,* estando presentes, por exemplo, nos antibiéticos
nibomicina (9) e desoxinibomicina (10).%

©) (10)

Figura 3: Estrutura dos antibi6ticos nibomicina (9) e desoxinibomicina
(10).

Recentemente, Kalkhambkar e colaboradores® relataram em
seus estudos a sintese e avaliacdo bioldgica de uma série de éteres de
quinolinonas ligadas a cumarinas a partir de 4-(bromometil)-2-
quinolinona (11). Todos os compostos selecionados foram submetidos a
avaliagdo in vitro de atividade antibacteriana e antifungica. Além disso,
compostos que possuem um atomo de cloro ligado aos carbonos C-6 e
C-7 da quinolinona (12) mostraram potente atividade antiviral e
antifingica. Nos testes farmacoldgicos, algumas das cloroquinolinonas
também mostraram cerca de 70-77% de inibicdo da inflamacdo ap6s 8
horas da administracdo. A maioria dos compostos mostrou atividade
analgésica quando comparada com o controle padrdo utilizado nos
experimentos.”®
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Br R
A R4 N
R1=R2=C|
N (0]
H Rz H 0 R=cumarina
4-bromometil-2-quinolinona 6,7-dicloro-4-substituidos-2-quinolinonas
(11) (12)

Figura 4: Estrutura dos compostos estudados por Kalkhambkar e
colaboradores.?®

Com o objetivo de obter novos agentes fototerapéuticos com
um aumento da atividade antiproliferativa e menores efeitos tdxicos
indesejaveis, Barraja e colaboradores”” # sintetizaram uma série de
pirrolo[2,3-h]-2-quinolinonas (15) e pirrolo[3,4-h]-2-quinolinonas (14)
como isosteres da furocumarina angelicina (13).  Rastreamentos
fotobioldgicos dos novos compostos revelaram um potente efeito
fotocitotoxico e uma forte dependéncia de doses de UVA, atingindo
valores de ICs, inferiores a micromolar.?®

| (0] | NH
= P _
N N-R
O =
angelicina  (13) pirrolo[3,4-h]-2-quinolinonas (14)
O
| NH X= CH=CH ou CH2-CH2
=
-
N-R
X =~
X

pirrolo[2,3-h]-2-quinolinonas  (15)

Figura 5: Estrutura dos compostos estudados por Barraja e
colaboradores.”” %
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Claassen e colaboradores® reportaram a sintese de uma série de
quatro derivados de aril-3-(3-aril-1-oxo-2-propenil)-2-quinolinonas
substituidas (16) que ativam a apoptose celular (morte programada da
célula) em uma linhagem de células cancerigenas com Myc desregulado,
no entanto mostram baixa atividade contra células em que o Myc néo é
desregulado. O oncdgeno Myc esta associado a uma série de fungdes
celulares incluindo crescimento, proriferagdo, diferenciacdo e morte
celular®®¥ A desregulamentacio do Myc estd associada ao
desenvolvimento de varios canceres humanos, tais como, de mama,
colén e canceres linfaticos.** *

(16)

Figura 6: Estrutura do aril-3-(3-aril-1-ox0-2-propenil)-2-quinolinonas

Chen e colaboradores® relataram em seus estudos a sintese e
atividades biolégicas de alguns derivados de quinolinonas (17) e
dihidroguinolinona (18) inibidores da enzima p38 MAP quinase. O p38
€ uma enzima intracelular, proteina mitégena-ativada (MAP) quinase
que regula a libertacdo e as acdes de mediadores pro-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 inflamatdrios individualmente é benéfico
para o tratamento da artrite.>*
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Figura 7: Estrutura dos derivados estudados por Chen e
colaboradores.”

Mizutani e colaboradores®™ apresentaram recentemente um
estudo sobre o efeito inibitério do TA-270 (4-hidroxi-1-metil-3-octiloxi-
7-sinapinoilamino-2-quinolinona) (19) sobre a obstru¢cdo nasal em
pacientes com renite alérgica. O TA-270 mostrou uma atividade
antioxidante contra o peroxinitrito, um potente oxidante que é gerado
pela reacdo de &cido nitrico com &nions superéxidos. Segundo o0s
autores este derivado de 2-quinolinona pode ser usado para auxiliar a
desobstrugdo nasal em pacientes com renite alérgica.

OCH;

HO
¥ N_o
H,CO = (19)
(0] P U Ua
(@)
OH

Figura 8: Estrutura do TA-270

Aoki e colaboradores® investigaram o efeito do TA 270 (19)
em comparagdo com varios fArmacos antiasmaticos, com respostas sobre
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a asma induzida por ovalbumina em cobaias. Quando administrada por
via oral 1 hora antes e 3 horas apds a injecdo do antigeno desafiado,
doses iguais a 10 mg/kg ou maiores de TA-270 inibiram tanto
imediatamente quanto tardiamente a resisténcia induzida pelo antigeno.
Os efeitos inibitorios foram comparaveis ou superiores (a0 menos nas
condicdes experimentais) a varios farmacos antiasmaticos amplamente
utilizados. Estes resultados sugerem que o TA-270 pode, também, ser de
interesse terapéutico para asma bronquica.

Na busca por agentes antiarteriostendticos, Koga e
colaboradores®” desenvolveram uma série de derivados de 2-
quinolinonas, para os quais foram avaliadas a atividade antitrombotica e
anti-hiperplésica. Inicialmente desenvolveu o cilostazol (20) como um
agente antitrombatico, porém sua atividade anti-hiperpléasica foi fraca. O
foco dos autores foi a molécula amidos de cilostamida, na qual
obtiveram novos compostos a partir da modificacdo estrutural da
cilostamida (21). A  série  6-[3-[3-ciclopropil-3-[(1R,2R)-2-
hidroxicicloexil]ureia]propoxi]-2-quinolinona (22) foi selecionada como
candidato mais eficaz para sintese de agentes antitrombéticos e anti-

hiperplasicos.
LS
T
|
N (0]
N o
H

(21)

o)
O\NJ\/\/Om
A N o
(22) H
Figura 9: Estruturas do cilostazol (20), cilostamida (21) e 6-[3-[3-
ciclopropil-3-[(1R,2R)-2-hidroxicicloexil]ureia]propoxi]-2-quinolinona

(22)

(20)
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Darque e colaboradores® relataram a sintese de quinolinonas
com potencial atividade anti-HIV e antiparasitaria, através de um
método que utiliza duas etapas envolvendo irradiacdo por microondas,
onde na primeira etapa é feita a condensacdo de um aminoaril (24)
apropriado (Esquema 1) com um derivado de &cido de Meldrum (23)
(Esquema 1). A segunda etapa, a ciclizagdo termal através da utilizacdo
da irradicdo por microondas utilizando como solvente uma mistura de
um liquido idnico e éter difenilico (Esquema 1).

primeira etapa

@ m|croondas ©\)ﬁ
%N

segunda etapa

Esquema 1: Sintese de quinolinona estudada por Darque et al®®

Em 2009, Tsubusaki® relatou em seus estudos a sintese de 4,4-
bis(etoxicarbonil)-3,4-di-hidro-2-quinolinonas (26) (Esquema 2) através
da ciclizagdo oxidativa do 2-[2-(N-arilamino)-2-oxoetilJmalonatos (25)
(Esquema 2) com acetato de manganés (llII) com rendimentos que
variam de 60-97%.

CO,ET
EtO,C CO,Et
CO,ET
Mn( OAC)3
AcOH
(25) R (26)
Esquema 2: Sintese do 4,4-bis(etoxicarbonil)-3,4-dihidro-2-
quinolinonas
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Minville e colaboradores® estudaram uma série de N-
fenilacrilamidas (27) (Esquema 3) pela sua capacidade de ciclizar-se e
formar uma série de quinolinonas (28) (Esquema 3). De modo geral, as
reacOes foram realizadas em condic¢des brandas alcangando rendimento
em torno de 90,0 %.

.

R3
R3
DR N
e
AN c > aN
I
R R? ,L
7) (28)

X

e}

Esquema 3: Representacdo da reagdo estudada por Minville e

colaboradores®

Zhang e colaboradores® relataram em seus estudos a sintese de
4-hidroxi-2-quinolinona (30) através da reagdo da anilina (29) com uma
guantidade equimolar de acido maldnico, 2-3 mols de cloreto de zinco
anidro e oxicloreto de fosforo a 65°C, e obtiveram 75,0 % de
rendimento (Esquema 4).

-

NH,

(29)

OH
CH,(COOH),
ZnCl,, POCl, X
—_—
65°C, 36 h, 75%

N

H

(30)

J

Esquema 4: Sintese do 4-hidroxi-2-quinolinona

Recentemente, Hoon Kin e colaboradores* relataram em seus
estudos 0 uso de adutos de Baylis—Hillman para sintese de 2-
quinolinonas-3,4-dissubstituidas, através da reagdo de Friedel Crafts e
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com rearranjo de aza-Claisen, com a variacdo de alguns reagentes. Os
autores obtiveram rendimentos em torno de 43 a 91% dependendo do
reagente utilizado (Esquema 5).

e N

NH,

0 (I) acoplamento EDC

) (I) Friedel-crafts
JE—
Ph NH
OH
6]
1 /@
N

PhNH,
EDC.HCI oH
_>

H,S0,
C,H,Cl,

di CH}CN df
-
N O
H

Esquema 5: Sintese estudada por Hoon Kin e colaboradores*

J

Os dados apresentados nos paragrafos anteriores com respeito a
bioatividade de compostos contendo o nucleo quinolindnico, mostram
claramente a importancia desse sistema nas atividades bioldgicas, bem
€omo seus usos na industria farmacéutica.
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3.

Objetivos

O presente trabalno tem como objetivos a btengdo de

escopoletina a partir da hidrélise acida da preniléxicumarina, produto
natural isolado de Polygala sabulosa, para dar continuidade na semi-
sintese de derivados da escopoletina; bem como sintese total de
isdsteres de cumarinas substituindo o oxigénio hetereciclico pelo grupo

NH.

3.1 Objetivos especificos

Obter escopoletina (1) (6-metoxi-7-hidroxicumarina) através da
hidrélise  &cida do  produto  natural  6-metoxi-7-
preniloxicumarina (7).

Preparar derivados semi-sintéticos da escopoletina com a
introducdo de grupos substituintes que permitam a avaliagdo
dos efeitos eletroricos, hidrofébicos e estéricos sobre a
atividade bioldgica.

Realizar a sintese total de quinolinonas isGsteres da
escopoletina para avaliagdo do bioisosterismo.

Selecionar as metodologias mais eficientes para cada etapa
envolvida na sintese de quinolinona otimizando o rendimento
do produto final. .

Utilizar as metodologias que oferecem condi¢Ges mais brandas,
resultando assim numa menor geragdo de residuos oferecendo
menos danos ao meio ambiente.

Isolar todos os intermediarios envolvidos no processo sintético
e caracteriza-los por ponto de fusdo, indice de retencdo e
métodos espectrométricos.

37



38



4. Materiais e métodos
4.1. Métodos para purificacdo dos compostos

Os compostos foram purificados utilizando-se métodos de
recristalizacdo e fracionamento cromatografico em coluna.

Para o fracionamento cromatografico em coluna utilizou-se
silica gel de granulacdo 70-230 mesh (0,063-0,2 mm) da Merck e os
solventes utilizados foram de qualidade PA. As fracdes eluidas
passaram por processo de concentracdo em evaporador rotatorio e o
solvente destilado foi reutilizado no processo cromatografico sem
qualquer purificacdo ou secagem. Isso diminui os custos na purificacdo
dos produtos e minimiza a contaminagdo do meio ambiente pela
diminuicdo da quantidade de emisséo de residuos quimicos.

4.2. Identificacdo dos compostos

A identificacdo dos compostos se deu principalmente através da
analise dos espectros de IV, RMN 'H, RMN *C, CHN e também
através do ponto de fusdo e cromatografia em camada delgada (CCD).

Os espectros de absorgdo na regido do IV foram obtidos em
espectrofotdbmetro Perkin Elmer FTIR 16 PC. As amostras foram
analisadas na forma de pastilhas comprimidas de brometo de potassio
anidro.

A obtencdo dos espectros de RMN se deu em espectrémetro
Varian Mercury Plus a 400 MHz e espectrometro Bruker AC200 para
hidrogénio (RMN de 'H), os espectros de carbono — 13 (RMN de **C)
foram obtidos através do espectrometro Varian Mercury Plus a 100
MHz. As amostras analisadas foram dissolvidas no solvente deuterado
apropriado e os respectivos espectros foram locados em relagdo ao pico
residual do solvente ndo deuterado.

Para as analises CCD utilizaram-se placas cromatograficas
Alugram Sil G/UV,s, com 0,20 mm de espessura da Macherey-Nagel.
Os compostos foram visualizados sob lampada de ultravioleta a 254 nm
e por imersdo das placas em anisaldeido sulfdrico e/ou solugdo de
sulfato de cério 2 mol/L em &cido sulfiurico seguido de aquecimento da
placa.
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4.3. Obtencao de derivados semi-sintéticos da escopoletina

4.3.1. Procedimento geral para obtencdo da escopoletina 1 a partir
da 6-meto6xi-7-preniléxicumarina (7).

Foram adicionados 2,0 mL de H,SO, concentrado a uma
solucdo de 1,0 g (3,8 mmol) de 6-metoxi-7-preniloxicumarina (7) em
3,0 mL de etanol com forte agitacdo. O sistema foi mantido sob agitacéo
a temperatura ambiente até que todo o substrato fosse consumido. O
produto precipitado foi purificado através de filtracdo a vacuo, obtendo-
se 0 composto de interesse no residuo sélido. Para otimizar o
rendimento, o filtrado foi ainda extraido com trés porgdes de
cloroférmio. A fase orgénica foi seca sob sulfato de sddio anidro,
evaporada e entdo reunida ao residuo soélido, sendo o produto
recristalizado em acetona. (77,4 % rendimento). pf: 203 — 204°C; IV
(pastilha de KBr) ; vmax cm™: 3340, 1709, 1267 [pag. 35]. RMN de ‘H
(400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,60 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-3), 6,91 (s, 1H, H-
8), 6,85 (s, 1H, H-5), 6,27 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-4), 6,22 (s, 1H, OH),
3,95 (s, 3H, 6-OCH3) [pag. 36].

4.3.2. Metodologia geral para acilagdo/benzoilacdo da escopoletina
D).

A escopoletina 1 (1 mmol) foi dissolvida em piridina e tratada
com excesso do respectivo cloreto benzoila (1,2 mmol), a mistura
reacional foi mantida sob refluxo até que todo substrato fosse
consumido. A formacdo do produto foi monitorada através de CCD
utilizando como eluente a mistura hexano: acetato de etila (7:3 v:v). Ao
final, adicionaram-se 30 mL de CHCIl; ao sistema, e em funil de
separacdo extraiu-se 0 excesso de piridina com uma solucdo aquosa pH
+ 2 com HCI (4 X 25 mL). A fase organica foi lavada com uma solu¢édo
de NaHCO3; a 10% (4 X 25 mL), seca sob Na,SO, anidro, evaporada e
entdo purificada usando coluna flash de silica gel eluida com
hexano:AcOEt (6:4 v:v).
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Derivados Benzoilados:

e Benzoilescopoletina (31): o composto foi preparado de acordo
com o procedimento descrito no item 4.3.2, utilizando-se 50 mg
de escopoletina (0,26 mmol) e 0,03 mL de cloreto de benzoila
(0,31 mmol). O produto purificado foi obtido como um sélido
amarelo claro (84,2% de rendimento). P.f. 158-161° C; RMN de
'H (200 MHz, CDCIl3) & (ppm): 8,20 e 1,37 (d,2H, J=8,42 Hz
orto e J=1,37 Hz meta, H-2",6"), 7,68 (d, 1H, J=9,39 Hz,
H-4), 7,63 (m, 1H, H-4%), 7,54 (t, 2H, J=7,63 Hz, H-3",5"),
7,21 (s, 1H, H-8), 7,01 (s, 1H, H-5), 6,42 (d, 1H, J=9,39 Hz, H-
3), 3,85 (s, 3H, 6-OCHy).

e p-bromobenzoilescopoletina (32): o composto foi preparado
de acordo com o procedimento descrito no item 4.2.2,
utilizando-se 50 mg de escopoletina (0,26 mmol) e 68 mg de
cloreto de p-bromobenzoila (0,31 mmol). O produto purificado
foi obtido como um solido de cor branca (19,4% de
rendimento). P.f. 216-218°C; RMN de 'H (400 MHz, CDCly)
& (ppm): 8,08 (d, 2H, J=8,3 Hz, H-2",6"), 7,69 (d, 1H, J=9,1 Hz,
H-4), 7,66 (d, 2H, J=8,3 Hz, H-3",5"), 7,20 (s, 1H, H-8), 7,01 (s,
1H, H-5), 6,41 (d, 1H, J=9,1 Hz, H-3), 3,85 (s, 3H, 6-OCHs).

e p-clorobenzoilescopoletina (33): o composto foi preparado de
acordo com o procedimento descrito no item 4.2.2, utilizando-
se 50 mg de escopoletina (0,26 mmol) e 0,04 mL de cloreto de
p-clorobenzoila (0,31 mmol). O produto purificado foi obtido
como um sélido branco (85,7% de rendimento). P.f. 150-154°
C. RMN de H (200 MHz, CDCly) & (ppm): 8,14 (d, 2H, J=8,8
Hz, H-2,6"), 7,68 (d,1H, J=9,59 Hz, H-4), 7,49 (d, 2H, J=8,8
Hz, H-3°,5%), 7,20 (s, 1H, H-8), 7,01 (s, 1H, H-5), 6,43 (d, 1H,
J=9,59 Hz, H-3), 3,85 (s, 3H, 6-OCHy) [pag. 39]
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p-metoxibenzoilescopoletina (34): o composto foi preparado
de acordo com procedimento descrito no item 4.2.2, utilizando-
se 50 mg de escopoletina (0,26 mmol) e 0,03 mL de cloreto de
p-metoxibenzoila (0,31 mmol). O produto purificado foi obtido
como um s6lido branco (33,4 % de rendimento). Pf; 149 -
153°C; RMN de 1H (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 8,13 (d,
2H, J=8,4 Hz, H-2°,6"), 7,67 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-4), 7,19 (s,
1H, H-8), 7,00 (d, 2H, J=8,4 Hz, H-3",5"), 6,96 (s, 1H, H-
5), 6,41 (d, 1H, J=9,6 Hz, H-3), 3,90 (s, 3H, 4’-OCHj3) e
3,85 (s, 3H, 6-OCHy).

p-metilbenzoilescopoletina (35): o composto foi preparado de
acordo com o procedimento descrito no item 4.2.2, utilizando-
se 50 mg de escopoletina (0,26 mmol) e 0,03 mL de cloreto de
p-metilbenzoila ( 0,31 mmol). O produto purificado foi obtido
como um solido amarelo claro (94% rendimento). P.f. 127 -
131°C; RMN de 1H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 8,10 (d, 2H,
J=8,4 Hz, H-2",6"), 7,69 (d, 1H, J=9,2 Hz, H-4), 7,33 (d, 2H,
J=8,4 Hz, H-3",5"), 7,22 (s, 1H, H-8), 7,01 (s, 1H, H-5), 6,45 (d,
1H, J=9,2 Hz, H-3), 3,86 (s, 3H, 6-OCHj3), 2,47(s, 3H, CHy).

4.4. Sintese de Quinolinonas Iséstere de Cumarina

4.4.1. Sintese do precursor O-benzilvanilina (36) BVAN*

BVAN

O
(0]
H3;CO.
H3CO. H
H
* K,CO4
—_—

Acetona O

HO refluxo
vanilina Br

(36)

Esquema 6: Sintese do composto O-benzilvanilina
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A uma solucdo de 2,64 g (0,02 mol) de carbonato de potassio
(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 agitacdo e refluxo durante 24
horas (Esquema 6). O solvente foi evaporado e o residuo foi
recristalizado em etanol (Synth) e agua (70:30) rendendo 10,0 g (97,2%)
de um solido 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): vmax (cm ) = 1695 (C=0), 1129,47 e
1270,33 (C-O) [pag 43]. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm) = 9,83
(s, 1H), 7,43— 7,38 (m, 7H), 6,99 (d, 1H), 5,25 (s, 2H), 3,95 (s, 3H)
[pag 44].

4.4.2. Sintese do 4-benzil6xi-6-nitrovanilina 37 (NBVAN)42

- 3COI;E‘\
H,SO,/HNO,

—>

37

BVAN G6) NBVAN

Esquema 7: Sintese do 4-benzil6xi-6-nitrovanilina

A uma solucédo de 14,9 mL de &cido nitrico (Quimex) e 1,7 mL
acido sulfurico (Nuclear) resfriada a 0°C em banho de gelo,
adicionaram-se lentamente 3,1 g (0,0108 mol) de BVAN (36) e deixou-
se 0 sistema reagir sob agitagdo por 1,5 horas (Esquema 7).

A solucdo foi filtrada em funil de Buchner, e o produto foi
recristalizado em acetato de etila (Synth) para obter 3,19 g do produto,
com rendimento de 86,2%. 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): vmax (cm ™) = 1676,2 (C=0), 1517,1-
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1333,8 (N-0). RMN de *H (400 MHz, CDCl3) & (ppm) = 10,44 (s, 1H),
7,66 (s,1H), 7,43 (m, 6H), 5,27 (s, 2H), 4,01 (s, 3H) [pag. 46].

4.4.3. Sintese do 4-benziloxi-6-aminovanilina 38 (ABVAN)43' “

H3CO H5CO.
Fe/ HCI
EtOH/AcOH/H20
refluxo

NBVAN G7) ABVAN

(39%)

Esquema 8: Sintese do 4-benziloxi-6-aminovanilina

Misturaram-se 1,1 g (0,019 mol) de ferro em p6, 0,34 mL de
HCI (Nuclear) e 1,8 g (7 mmol) de NBAN (37) dissolvido em 43 mL de
solucdo de etanol/acido acético/agua na propor¢do de 2:2:1(Esquema
8).

A mistura reacional foi mantida em refluxo por
aproximadamente 20 minutos (Esquema 8), apds esfriar a temperatura
ambiente, foi filtrada e a fase liquida extraida com 3 por¢des de 50 mL
de AcOEt. A fase organica foi lavada com solucdo concentrada de
bicarbonato de sodio (150 mL), solucédo saturada de cloreto de sédio (60
mL) e seca com sulfato de sédio anidro.

O produto da reacéo foi purificado numa coluna cromatogréafica
em silica-gel (Merck) eluida com AcOet/hexano 30:70. Ao final obteve-
se 0,819 g do produto, 64,1%. Rf = 0,342 (hexano-AcOEt 70:30 como
eluente e silica como fase estacionéria) P.F= 148,0 - 148,8°C. IV
(pastilha de KBr): vmax (cm ™) 3100 e 3034 (N—H). RMN de 'H (400
MHz, CDCl3) & (ppm) = 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) [pag. 48].
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4.4.4. Sintese do 6-metoxi-7-benziloxi-3-carboxietil-2-quinolinona
(MBCEQ) (39) “*

o o

H4CO. H3CO.
H x OCH,CH3
) 9 L
. M __piperidina
o) NH AcOH O N (]
2 /\o S O/\ C H
a8) 39)

ABVAN MBCEQ

Esquema 9: Rota sintética do composto (39) (MBCEQ)

A uma solucédo de 100 mg de ABVAN (38) 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 &cido acético glacial. A mistura reacional foi
refluxada overnigth sob forte agitacao.

Apos resfriada & temperatura ambiente, adicionou-se & mistura
50 mL de 4gua, e fez-se extracdo com acetato de etila (3 x 50 mL). A
fase organica foi lavada com agua (2 x 25 mL), solucdo saturada de
NaCl (50 mL), seca com sulfato de sodio anidro e o solvente foi
evaporado em evaporador rotatorio.

O produto da reacdo foi purificado através de cromatografia em
coluna cromatogréafica em silica-gel eluida com AcOEt/hexano 70:30.
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): vmax (cm™) 3300-3500 (N-H),
1733(C=0), 1660 (C=0). RMN de 'H (200 MHz, CDCls)  (ppm), 8,43
(s, 1H), 7,50 — 7,37 (m, 6H), 6,97 (s, 1H), 5,14 (s, 2H), 4,24 (g, 2H J=
7,14 Hz) , 1,28 (t, 3H J= 7,14Hz) [pag. 50].
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4.45. Sintese do 6-metoxi-7-benziloxi-3-carboxi-2-quinolinona 40
(MBCQ)®

o o]
H,CO H,CO
MOCHZCHS 3 X OH
HCI
0 N 0 >~ O N o}
H H

60°C

39) (40)

MBCEQ MBCQ

Esquema 10: Rota sintética do composto (40) (MBCQ)

A uma solucdo de 50 mg (0,14 mmol) de MBCEQ (39) em 20
mL de etanol, adicionaram-se 12,5 mL de uma solu¢do de HCI 2 mol.L
! A mistura reacional permaneceu sob agitagdo a 60°C por 12 horas.

Ap6s resfriado, o sistema foi deixado em banho de gelo por
aproximadamente 30 minutos e o sélido precipitado foi coletado por
filtracdo, lavado com &gua gelada e seco sob vacuo para se obter 53,3%
de rendimento, P.F.> 300°C. IV (pastilha KBr), vmax (cm™) 3444 (OH),
1688 (C=0), 1672 (C=0). RMN de *H (200 MHz, CDCl5) & (ppm) 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) [pag. 52].
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4.4.6. sintese do 6-metoxi-7-hidroxi-3-carboxi-2-quinolinona 41
(MCQ)*

O O
H3CO H3CO
A OH X OH
HBr/AcOH
(e) N (0] HO N (6]
H H

90°C

McQ @1
(40)

MBCQ

Esquema 11: Rota sintética do composto (41) (MCQ)

A uma solucdo de 200 mg (0,61 mmol) de MBCQ (40) em 2,5
mL de 4cido acético e aquecidos a 90°C adicionaram-se 0,75 mL de
HBr 48 % (Sigma Aldrich). O sistema reacional foi mantido a esta
temperatura sob forte agitacdo por aproximadamente 24 horas.

Apos resfriar a temperatura ambiente sdo adicionados ao
sistema algumas gotas de agua gelada para que ocorra a precipitacdo do
produto, 0 mesmo é coletado através de filtracdo em funil de Buchner e
lavado com agua gelada em abundéancia. O produto formado é entdo
recristalizado em etanol para se obter 99,5 mg de MCQ 70 % de
rendimento, P.F. > 300°C. IV(pastilha de KBr), ' Imax (cm™) 1325-
1650 (OH), 1718 (C=0), 1629(C=0) [p4g. 45]. RMN de 'H (200 MHz,
CDCl3) 8 (ppm), 8,77 (s, 1H), 7,50 (s, 1H), 6,93 (s, 1H), 3,82 (s, 3H)
[pag. 55].

4.4.7. Descarboxilagdo do composto MCQ .
Para descarboxilacdo do composto 41 (MCQ) foram testadas
cinco metodologias, descarboxilacdo com benzilamina, descarboxilacéo

termal, com quinolina e cobre, com H,SO,4 e por fim com NaHSO; e
H,S0,, conforme descritas a seguir.
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e Com benzilamina.*®
A uma solucdo de 40 mg de (41) (MCQ) (0,17 mmol) em 2 mL
DMF foi adicionado benzilamina (0,13 mmol), o sistema reacional foi
mantido em refluxo sob agitacdo por aproximadamente 6 horas sendo
acompanhado por CCD.
Ao final a mistura reacional é acidificada com acido acético e o
solido precipitado separado por filtracdo, lavado com &gua, seco e
submetido & anélise por RMN *H.
e Descarboxilacéo termal.”’
30 mg (0,13 mmol) do composto (41) (MCQ) sdo aquecidos a
300 °C sem a presenga de solvente durante 10 minutos em banho de
areia sob agitacdo. Decorridos 10 minutos o sistema foi resfriado a
temperatura ambiente e o produto avaliado por CCD e RMN de *H, sem
que se observasse qualquer alteracdo no Rf ou no deslocamento
quimico.

e Com quinolinae Cu.*”®

A uma solucdo de 57 mg (0,24 mmol) de (41) (MCQ) em 2,00
mL de quinolina foi adicionado 16 mg (0,25 mmol) de cobre em p6. O
sistema foi mantido sob refluxo com agitacdo por 6 horas. Apds o
sistema ser resfriado, o sélido precipitado foi purificado através de
coluna cromatogréfica em silica flash utilizando como eluente
hexano/AcOEt (60/40). As fracBes recolhidas foram analisadas, e
avaliadas por RMN de *H.

e ComH,S0,%
A uma solucdo de 30 mg (0,13 mmol) de (41) (MCQ) em 10
mL etanol foi adicionado 0,5 mL de H,SO, 96%, o sistema reacional foi
mantido em refluxo por aproximadamente 20 horas sendo acompanhado
por CCD. Apo6s o sistema ser resfriado o mesmo foi filtrado e lavado
com agua gelada em abundancia, apds seco em dessecador o produto foi
avaliado por RMN de *H
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e Com NaHSO;e H,S0,.”

Uma mistura de 30 mg (0,13 mmol) de (41) (MCQ) em 0,8 mL
solucdo de hisulfito de sodio (Vetec) 20%, foi aquecida sob agitacéo por
aproximadamente 2 horas. Apds cessar a liberacdo de bolhas, 0,8 mL de
acido sulfurico sdo adicionados e o sistema é refluxado por mais uma
hora.Apo6s o sistema ser resfriado a temperatura ambiente a mistura é
vertida em gelo picado a fim de ocorrer precipitacdo do produto, este é
filtrado e lavado com agua gelada. O produto obtido foi submetido a
analise por RMN de 'H.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Obtencdo da escopoletina a partir da 6-metoxi-7-
preniloxicumarina.

Observando a  estrutura  quimica da  6-metoxi-7-
preniloxicumarina (7), que foi isolada em grande quantidade da
Polygala sabulosa, ficou evidente ser esta um excelente material de
partida para obtencéo da escopoletina (1) (6-metoxi-7-hidroxicumarina)
pela facilidade com que a ligagdo C-O do grupo prenildxi ligado ao C7
do anel cumarinico pode ser hidrolisado em meio acido gerando um
grupo hidrdxi. Essa reacdo pode ser executada sem maiores dificuldades
sendo o produto obtido facilmente purificado através de recristalizacdo
em acetona obtendo-se um rendimento de 77,4%.

O mecanismo de clivagem ocorre via formacdo de um
carbocéation devido a possibilidade de estabilizacdo pela dupla ligacéo
do grupo preniléxi, formando ao final escopletina e um alcool terciario,
conforme Esquema 12.

HyCO H,CO

)\A S
HzO0"

g m

{ / O\

Esquema 12: Mecanismo de hidrélise da 6-metoxi-7-preniloxicumarina

()

\

\J

H
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A confirmacdo da estrutura da escopoletina (1) se deu através
da analise de espectrometria de IV e RMN de 'H, onde no espectro de
IV (Figura 10) pode-se observar a presenca de uma banda larga na
regido de 3337 cm™ que foi atribuida ao estiramento da ligagdo O-H, e
uma banda intensa em 1701 cm™ referente & ligacdo C=0O da carbonila
o,B insaturada do grupamento lactona. J& no espectro de RMN de *H
(Figura 11), foi possivel observar a presenca de dois dupletos em & 7,60
ppm e 6,27 ppm ambos com integracdo para 1 hidrogénio e constante de
acoplamento J= 9,6 Hz, relacionados aos atomos de hidrogénios ligados
respectivamente aos carbonos C-4 e C-3 da dupla ligacdo endociclica.
Dois simpletos em 6 6,92 ppm e 6,85 ppm ambos com integracdo para 1
hidrogénio relacionados aos hidrogénios ligados aos carbonos C-8 e C-5
respectivamente, além da presenca de um simpleto em 3,95 ppm com
integracdo para trés hidrogénios referente ao grupo metoxila.

i i n
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Wavenumber (cm-1)

Figura 10: Espectro de infravermelho da escopoletina (1) (pastilha
KBr)
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Figura 11: Espectro de RMN *H da escopoletina (1). (CDCls,
400 MHz)

5.2. Obtencéo de derivados da escopoletina

O isolamento inicial de um composto  natural,
independentemente da fonte, ndo é necessariamente tudo que se precisa
para o desenvolvimento de um novo farmaco. Ele pode ser insolivel,
ndo potente o suficiente, ou ndo ser especificamente ativo. Uma vez
determinada a estrutura, a quimica sintética pode ser usada para gerar
derivados analogos que possam ter caracteristicas mais desejaveis para
um farmaco potencial.’®

A substituicdo de um &omo de hidrogénio, em uma molécula
ativa, por um substituinte ou um grupo funcional pode modificar a
poténcia, duracdo e até a natureza do efeito farmacoldgico, além de
afetar varios parametros da molécula tais como coeficiente de particdo,
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densidade eletrbnica, ambiente estérico e consequentemente a interacdo
com o respectivo alvo bioldgico.

Na realidade ¢é impossivel modificar apenas um desses
parametros, pois quando, por exemplo, inserimos um grupo benzoil na
molécula, estamos interferindo na densidade eletronica, coeficiente de
particdo e no ambiente estérico da molécula, tudo ao mesmo tempo.
Entretanto, dependendo do grupo a ser inserido, ou do substituinte
presente neste grupo, um dos parametros podera ser afetado numa
magnitude maior que outro, possibilitando, assim, uma andlise mais
racional para uma relagdo estrutura-atividade.

5.2.1. Derivados benzoilados da escopoletina (31-35).

H;CO.
s \

31

H3C0 H;CO N
H3C0 / omo

OCH,

Esquema 13 : Estrutura dos derivados de escopoletina preparados

Para dar continuidade aos estudos envolvendo a escopoletina

(1), foi inicialmente preparada uma série de derivados benzoilados p-

substituidos com diferentes grupos doadores e retiradores de elétrons.
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As benzoilagcBes da escopoletina foram realizadas em piridina na
presenca de um pequeno excesso de cloreto de benzoila apropriado. As
reacOes foram realizadas sem maiores dificuldades exceto pela
necessidade de um sistema anidro, pois caso contrario o cloreto de &cido
reage rapidamente com a agua do meio fazendo com que o rendimento
fique amplamente prejudicado.

No mecanismo de esterificacdo proposto para esta reacdo a
piridina abstrai o préton da hidroxila ligada ao carbono C-7 da
escopoletina, tornando este um melhor nucledéfilo, que por sua vez ataca
o carbono carbonilico do cloreto de acido formando um intermediario
tetraédrico. A posterior restituicdo da carbonila libera CI° formando
assim o éster benzoilico da escopoletina como pode ser observado no
Esquema 14.

HyCO N O) H3CO, N
- cl
/—\ HS o ° -0 o o
O R
N +
N

N

[ A
chom chom
[e] < o)
R C

‘o R (31)-R:H
R (32)-R: CI
| ~ (33)-R: Br

(34)-R: OCH,

7 (35)-R: CHj

Esquema 14: Mecanismo de formac&o dos derivados benzoilados da
escopoletina

Para a discussdo a respeito da confirmacdo das estruturas dos
derivados benzoilados da escopoletina, tomou-se como exemplo o
composto  p-clorobenzoilescopoletina  (33). Todos o0s derivados
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apresentaram uma grande semelhanca entre os espetros de RMN,
mostrando diferencas caracteristicas nos sinais referente aos atomos de
hidrogénio do anel aromatico do respectivo grupo benzoil. No espectro
de RMN de 'H (Figura 12) o grupo p-clorobenzoil foi caracterizado
através da presenca de dois sinais na forma de dupleto em & 8,14
(J=8,80, 2H, H-2e H-6") e 7,49 ppm (J=8,80, 2H, H-3’e H-5"). Os
sinais observados do nucleo cumarinico foram um par de dupletos em &
6,43 (J=9,59 Hz, 1H, H-3) e 7,68 ppm (J=9,59 Hz, 1H, H-4), dois
singletos em & 7,20 (1H, H-8) e 7,01 ppm (1H, H-5) e um simpleto em &
3,85 ppm atribuido a metoxila ligada ao C-6.

Chlor‘oform-d

—529
—38
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Figura 12: Espectro de RMN de *H do composto p-
clorobenzoilescopoletina (33) (CDCl3; 400 MHz).

5.3. Sintese de quinolinonas isosteros da escopoletina

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 alcangar a
estrutura-alvo. No entanto, a quimica organica 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 ndo 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
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eficientes para cada etapa e alcangar o produto final com o maior
rendimento possivel.

Dentre todos os compostos isolados a partir da espécie P.
sabulosa, tomamos como alvo a escopoletina por ser o principal
metabolito ativo. Nesse sentido, tomamos a idéia do bioisosterismo para
avaliar as alteracBes no efeito farmacoldgico ao substituir o dtomo de
oxigénio heterociclico da lactona por um grupo NH formando uma
lactama. A diferenca nas propriedades quimicas entre oxigénio e
nitrogénio pode alterar a absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecéo
do composto no organismo e também alterar suas interacdes com o
respectivo alvo bioldgico.

Avaliamos inicialmente, a retroanalise para a sintese do produto
final apresentada no Esquema 15. Esta andlise nos orientou para a
sintese partindo da vanilina. Este composto € um aldeido aromatico que
possui 0 mesmo padrdo de substituicio do anel aromético da
escopletina, 0 que permitiria a obtencéo da respectiva quinolinona e, a
exemplo da escopoletina, a possibilidade de preparar facilmente a
mesma série de derivados.

(o} (o}
H;CO H,CO. H,CO.
¢ X y Xy " SoH ° XY “OCH,CH,
fr—1 —
HO N o HO N o HO N o
H H H
[o] 0 [o]
H,CO. H;CO
3 H H3;CO. H 3 H
fr— > fr—
HO' NH, HO' NO, HO

Esquema 15: Retroanalise da quinolinona iséstere da escopoletina

A idéia central é inserir um grupo amino orto-carboxaldeido
orientado para proceder posteriormente a ciclizacdo através da
condensagdo entre o aldeido e o éster dietilmalnico. A subsequente
hidrélise e aquecimento devem formar o produto descarboxilado de
interesse.

O primeiro passo necessario é a nitracdo da vanilina. Entre os
conceitos de quimica organica basica, destaca-se aqui o efeito
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mesomérico doador de elétrons dos grupos metoxila e hidroxila e o
efeito mesomérico retirador de elétrons do grupo carboxaldeido. Esses
efeitos irdo determinar a reatividade e a regiosseletividade da molécula
em uma reacao de substituicdo eletrofilica aromatica (SEA).

Nesse caso, nosso objetivo é inserir um grupamento nitro na
posicdo C6 do anel aromatico. Na vanilina, existem dois grupos
doadores de elétrons e um grupo retirador de 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 (Esquemas 16 e 17)
maior densidade de carga negativa deve ficar sobre o carbono C5e C6 o
que orienta a SEA nessas posicdes e, consequentemente, a possibilidade
de obtencdo de uma mistura de compostos C5 e C6 nitrados. Nosso
objetivo é a obtencao do respectivo composto nitrado com o grupo nitro
na posicdo C6. Isso pode ser alcancado protegendo eletrdnica e
estericamente a posicdo C5 através da benzilagdo da hidroxila do C4, o
gue devera evitar ao maximo a nitracdo em C5.

s [3) ° o a
H,cE_Y H,CO. 5
H H H,CO, W) ;
-~ D)
HO HO HO 6

o

HO

Esquema 16: Estruturas de ressonéncia da vanilina frente a ativacdo
pelo grupo metoxila

58



<
o o
H4CO H4CO. HiCO_ ¢
H «—>» H «—>» - H
4
& N HO
5 A

HQ A H
o I
H4CO. H4CO.

o
H «—> ¢ H
J

s
HO' HO

Esquema 17: Estruturas de ressonéncia da vanilina frente a ativacao
pelo grupo hidroxila

Em 2002, Tsai e Klinman* prepararam a vanilina nitrada na
posicdo C6, com um rendimento de 100%, protegendo a posi¢cdo C5
com um grupo benzil. O volume maior apresentado pelo benzil impede
totalmente a nitracdo em C5 formando apenas o derivado nitrado na
posicéo 6.

5.3.1. Benzilagdo da Vanilina

Para benzilagdo da vanilina foi utilizada a mesma metodologia
de benzilacdo publicado pelo grupo de Tsai e Klinman.* Inicialmente, a
reacdo de benzilagdo da vanilina apresentou um rendimento de 40% o
gue é considerado extremamente baixo para tal reacdo. Esse resultado
abaixo do esperado foi devido 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%, nimero que pode ser considerado excelente para esta reacao.

A reacdo ocorre via mecanismo de substituicdo nucleofilica
bimolecular (Sn2) (Esquema 18). A base (carbonato) abstrai o préton
da hidroxila da vanilina, tornando-a assim um nucleéfilo mais forte.
Este utiliza seu par de elétrons isolado para atacar o atomo de carbono
do haleto de benzila, levando & formagdo de um estado de transi¢do com
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a ligacdo C-O parcialmente formada e a ligacdo C-Br parcialmente
rompida. De maneira concertada, o Br ~ deixa a molécula levando
consigo o par de elétrons da ligagdo C-Br.

o o . o
H,CO. H,CO. H;CO H4CO.
H H H
H H
— | Bro--Ye o —® o
Ej w/

Esquema 18: Mecanismo de reacdo de benzilagéo da vanilina

O mecanismo Sy2 é favorecido pela presenca de solventes ndo
doadores de ligacdo de hidrogénio, substratos primarios e nucleofilos
fortes. A reacdo em questdo conta com todos estes requisitos, O" um
nucleéfilo forte, acetona um solvente ndo doador de ligacdo de
hidrogénio (ndo estabiliza anions) e um substrato benzilico. Pelo fato de
termos um substrato que formaria um carbocation benzilico altamente
estavel devido a estabilizacdo oferecida pela ressonéncia com o anel
aromatico, poderiamos pensar em um mecanismo Sy1, no entanto, 0 uso
de um solvente ndo doador de ligagdo de hidrogénio (que ndo estabiliza
cations) e um nucledfilo forte, torna o mecanismo Sy2 considerado mais
plausivel.

A confirmacdo da estrutura do composto BVAN (36) foi
realizada através da espectrometria de IV e RMN de 'H e *C. No
espectro de IV (Figura 13) observaram-se bandas de absor¢do em 1677
cm™ referente & carbonila conjugada ao anel aroméatico do grupo
aldeido, 1133 cm™ e 1260 cm™ referentes as ligacdes C-O. No espectro
de RMN 'H (Figura 14), observou-se o mesmo perfil de sinais
mostrados pela vanilina adicionado de um sinal em & 5,25 ppm, com
integracdo para 2 hidrogénios atribuidos ao metileno do grupo benziloxi
e uma seérie de sinais na regido entre & 7,25 e 7,50 ppm confirmando a
presenga do substituinte benzil na estrutura da vanilina. A benzilagdo
também pode ser confirmada pelo aparecimento, no espectro de RMN
de **C (Figura 15), de um sinal em & 71,0 ppm relativo ao carbono
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metilénico do grupo benzil e sinais na regido de 6 130,0 ppm atribuidos
aos carbonos aromaticos do grupo benzil.
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Figura 13: Espectro de IV do composto BVAN (36) (pastilha de KBr)

Figura 14: Espectro de RMN de *H do composto BVAN (36) (CDCl,

400 MHz)
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Figura 15: Espectro de RMN de *C do composto BVAN (36) (CDCls,
100MHz)

5.3.2. Nitracdo do composto O-benzilvanilina

Na etapa seguinte, foi realizada a nitracdo da O-benzilvanilina
(36) (BVAN), para esta encontrou-se novamente problemas iniciais. Nas
primeiras reacOes realizadas, devido ao sistema nitrante ser bastante
energético, utilizou-se banho de gelo e sal para resfriar a solucéo,
mantendo uma temperatura préxima de -10°C. Nessa faixa de
temperatura, observamos que o produto foi obtido com rendimento
médio de 35%. Quando a nitragdo foi realizada apenas com banho de
gelo (sem utilizagdo de sal), deixando a solugdo com uma temperatura
préxima de 0°C, a nitragdo ocorreu satisfatoriamente produzindo o
composto O-benzil-6-nitrovanilina (37) (NBVAN) com um rendimento
de 86%, 0 que pode ser considerado satisfatorio para tal reacdo.

Essa reacdo ocorre via mecanismo de substituicdo aromatica
eletrofilica (Esquema 19), onde um eletréfilo reage com o anel
aromatico e substitui um dos seus atomos de hidrogénio. Nesse caso, 0
eletrofilo em questdo é o fon nitrénio (NO,"), gerado a partir de uma
reacdo acido/base entre 0 HNOz e 0 H,SO,, onde 0 H,SO,4 atua como um
acido de Brgnsted-Lowry doando um préton para 0 HNO; que age como
uma base de Brgnsted-Lowry formando a espécie H,NO;" seguido da
perda de agua para formar o ion nitrdnio (esquema 19). O ion nitrénio
reage com a vanilina para formar um intermediério carbocétion, com a
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subsequente perda de um H* formando o produto de substituicdo neutro,
0 composto 37 (NBVAN).

\ (/6 \c|>
10—N' + H,SO0, GnN + HSO; === H,0 + N+
PN = J I
H 10, (o] [e]

ion nitrénio

o]

H;CO. H3CO. H3CO.
H +
> ‘) H A’\ — H,SO,
(0] (0]
NO, HSO4
O=N—/0
+

Esquema 19: Mecanismo de nitra¢do do O-benzilvanilina

A confirmacdo da estrutura do composto NBVAN (37) foi
realizada através da anélise de espectrometria de IV e RMN de *H. No
espectro de IV (Figura 17) observaram-se bandas em 1678 cm™
referente a carbonila do grupo aldeido conjugada ao anel aromatico,
uma banda forte em 1517 cm™ e uma fraca em 1334 cm™ caracteristica
do grupo nitro. No Espectro de RMN de *H (Figura 18) observou-se
uma mudanca no perfil dos sinais observados para os atomos de
hidrogénio aromaticos pela insercdo do grupo nitro na posi¢do C-6 do
anel da vanilina. O surgimento de dois simpletos em & 7,42 e 7,66 ppm
com integracdo de 1 hidrogénio para cada sinal, confirmam a presenca
do grupo nitro na posicéo C-6 do anel.
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Figura 17: Espectro de RMN de *H do composto NBVAN (37) (CDCls,
400MHz)

5.3.3. Reducdo do grupo nitro

A etapa subsequente, e uma das mais delicadas, foi a redugéo
do grupo nitro a amino. Essa etapa exigiu um pouco mais de cuidado na
escolha dos reagentes porque teriamos que impedir a redugdo da
carbonila do aldeido. Raitio et al** conseguiram reduzir o grupo nitro
com um rendimento de 71%, utilizando ferro em uma mistura de
etanol/acido acético e agua.
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Nas primeiras tentativas de reproduzir esse procedimento
obtivemos o composto 6-amino-O-benzil-vanilina (ABVAN) (38) com
um rendimento de 44,0%. Esse baixo rendimento pode ser devido a
dificuldade de solubilizacdo do produto durante a reagao.

Nas tentativas subsequentes realizamos a mesma metodologia
descrita por Raitio et al**, porém tomando alguns cuidados, o principal
deles foi esperar a solu¢do de AcOH/EtOH/H,0 e NBVAN 37 iniciar o
refluxo antes de adicionarmos o ferro e o HCI. Com isso, formou-se
uma solucdo mais homogénea resultando na obtencdo de produto mais
limpo facilitando assim a purificagio do mesmo por coluna
cromatogréfica utilizando silica gel de granulagdo 70-230 mesh (0,063-
0,2 mm) da Merck, obtendo ao final um rendimento de 64,7%.

A reducdo de compostos nitrados implica na substituicdo
progressiva dos atomos de oxigénio ligados ao grupo nitro por
hidrogénios. Para essa reducdo é necessario um sistema redutor formado
aqui por Fe/HCI, onde o ferro fornece elétrons ao sistema sendo
portanto oxidado, enquanto a mistura HCI/H,O fornecem os hidrogénios
necessarios para formacédo do ion anilinio, que é neutralizado pela base
presente na reagéo.

A confirmacdo da estrutura do composto ABVAN (38) foi
realizada através da anélise de espectrometria de IV e RMN de 'H, e
andlise elementar de CHN. No espectro de 1V (Figura 19) observou-se
uma banda bastante larga entre 3200 3500 cm™ que foi atribuido ao
estiramento de ligacdo N-H comprovando a formagdo do grupo amino e
1650 cm™ mostrando que a carbonila permaneceu intacta comprovando
a reducdo apenas do grupo nitro. A diminuicdo de 27 cm™ para o
estiramento da carbonila corrobora com a proposta de grupo amino orto
ao grupo aldeido envolvido em ligacdo de hidrogénio intramolecular.
No espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (Figura
19) observa-se a presenca de um simpleto em & 6,28 ppm relativo aos
hidrogénios do grupo amino. Para se ter maior seguranca sobre a
formacdo do produto realizou-se também andlise de CHN, o resultado
pode ser conferido na Tabela 3 e mostrou-se bastante satisfatério uma
vez que o percentual de carbono, nitrogénio e oxigénio, detectados na
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analise mostraram-se bastante coerentes com a quantidade tedrica de
cada elemento.
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Figura 18: Espectro de IV do composto ABVAN (38) (pastilha de KBr)

-

Figura 19: Espectro de RMN de *H do composto ABVAN (38) (CDCls,
400MHz)
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Tabela 3: Anélise elementar de CHN do composto ABVAN (38)

Andlise nitrogénio carbono Hidrogénio
% desvio padréo 3,12 3,47 11,25

Teorico 5,16 70,83 6,32

ABVAN 5,76 70,31 5,28

5.3.4. Etapa de Ciclizacao

Uma vez obtido o composto ABVAN (38), a proxima etapa foi
a ciclizacdo do anel formando assim o grupamento lactama. Para esta
etapa selecionamos a metodologia descrita por Raitio et al** e Gao et
al®, na qual os autores prepararam 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 (39) (MBCEQ) com 78,2% de
rendimento.

Para essa reagdo ndo encontramos maiores dificuldades, o
produto ¢ facilmente obtido em elevado grau de pureza apds purificacdo
em coluna cromatografica utilizando silica gel de granulagcdo 70-230
mesh (0,063-0,2 mm) da Merck.

O mecanismo proposto para a reagdo de formagdo do composto
MBCEQ 39 pode ser observado no Esquema 20:
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Esquema 20: Mecanismo de reacdo para formacdo do produto MBCEQ
(39).

A confirmagdo da estrutura do composto MBCEQ (39) se deu
através da analise de espectrometria de IV e de RMN de H. No espectro
de IV (Figura 20) pode-se observar uma banda bastante larga na regido
entre 3300-3600 cm™ que foi atribuido ao estiramento de ligacdo N-H,
uma banda bastante intensa em 1733 cm™ referente & carbonila do grupo
éster conjugada ao anel aromético e uma banda em 1660 cm™ que foi
atribuida a carbonila do grupamento lactama. No espectro de RMN de
'H (Figura 21) foi observada a presenca do etil éster representado pelo
sistema de spin formado por um tripleto em & 1,27 ppm (3H, J=7,02 Hz)
e quarteto em & 4,21 ppm (2H, J=7,02 Hz). O simpleto em 8,43 ppm
com integracéo para 1 hidrogénio foi atribuido ao H-4 do anel lactdmico
e o simpleto em $ 11,87 ppm com integracdo para 1 hidrogénio referente
ao hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel lactamico.
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5.3.5. Hidrolise do grupo éster

Nessa etapa foi necessaria a hidrdlise do grupo éster do
composto MBCEQ (39) para formar entdo o composto MBCQ (40).
Para isto, selecionamos a metodologia descrita por Gao et al*, os quais
preparam o &cido de quinolinona através da reacdo com HCI 2mol/L a
60 °C com um rendimento de 55,0%. A metodologia foi reproduzida e o
composto 6-metoxi-7-benziloxi-3-carboxi-2-quinolinona (40) foi obtido
com 53,3% de rendimento.

Essa etapa foi executada sem maiores dificuldades onde o
produto foi obtido com elevado grau de pureza sem a necessidade de
purificagdo por cromatografia em coluna ou recristalizagdo, sendo
apenas lavado com agua gelada no proprio funil de Buchner no
momento da filtracéo.

Essa é uma reacdo de hidrolise de éster catalisada por acido
(Esquema 21) onde a protonacdo da carbonila a ativa frente ao ataque
do nucled6filo (agua nesse caso), resultando em um intermediario
tetraédrico. A transferéncia de um préton transforma o grupo etil em um
bom grupo de saida. A seguinte expulsdo do alcool gera o grupo
carboxilico e regenera o catalisador acido.
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Esquema 21: Mecanismo de reagéo de hidrélise do grupo éster.
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A confirmagdo estrutural do composto 40 (MBCQ) se deu
através da analise de espectrometria de IV e RMN de *H. No espectro de
infravelho (Figura 22) podemos observar uma banda bastante larga
entre 3300-3600 cm™ referente ao estiramento de ligagdo N-H e ao
estiramento da ligacdo O-H do grupo carboxilico, uma banda bastante
intensa em 1688 cm™ referente & carbonila do grupo 4cido e uma banda
em 1672 cm™ referente & carbonila do grupamento lactama. No espectro
RMN de 'H (Figura 23) podemos observar principalmente que em
relacdo ao espectro da figura 19 ndo se observa a presenca dos sinais
referentes ao grupo etil do éster, um tripleto em 1,26 ppm e um quarteto
em 4,20 ppm com integracdo para 3 e 2 hidrogénios respectivamente. A
presenga de um simpleto em 14,94 ppm com integragdo para 1
hidrogénio pode ser atribuido ao hidrogénio hidroxilico do grupo
carboxilico. Estes resultados nos mostram claramente que a hidrélise do
grupo éster ocorreu formando assim um grupamento &cido.
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Figura 22: Espectro de 1V do composto MBCQ (40) (pastilha de KBr)
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Figura 23: Espectro de RMN de *H do composto (40) MBCQ (DMSO,
200 MHz)
5.3.6. Debenzilacao

Apos ter alcangado o produto 40 (MBCQ) com sucesso, as
proximas etapas necessarias para se obter a quinolinona isostere da
escopoletina sdo a debenzilagdo e descarboxilagdo. Para a debenzilagéo
selecionamos a metodologia descrita por Tsai e Klinman,*? na qual os
autores realizaram a debenzilagdo da O-benzilvanilina utilizando uma
solucdo de acido acético glacial e acido bromidrico 48,0% a 85°C e
obtiveram um rendimento de 60,0%. Reproduzimos essa metodologia
alcangando rendimentos que ficaram entre 51-70,0%.

Nessa etapa novamente ndo encontramos dificuldades, o
produto foi facilmente purificado através de filtracdo seguida de
lavagem com agua gelada. Na primeira sintese realizada, o rendimento
obtido foi de 51%, rendimento pouco abaixo do reportado na
literatura.** As sinteses seguintes foram realizadas fazendo-se alguns
ajustes, principalmente na temperatura com a finalidade de obter o
produto com melhores rendimentos. Com os resultados apresentados na
Tabela 4, pode-se observar que a reagdo ocorre mais satisfatoriamente a
uma faixa de temperatura proxima dos 90°C.
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Tabela 4: Resultados obtidos na debenzilagdo do (41) MCQ

Temperatura (°C) Tempo (horas) Rendimento
110 18 51%
90 18 70%
80 18 62%

A clivagem &cida de éteres é uma reacdo tipica de substituicdo
nucleofilica. Os éteres com grupo alquila primario e secundario reagem
por mecanismo Sy2. No entanto, os éteres terciarios, benzilicos ou
alilicos sofrem clivagem por meio de um mecanismo Syl ou E1, uma
vez que esses substratos podem produzir intermediarios carbocatibicos
estaveis. Nesse caso, trata-se de um substrato benzilico, portanto, sofre
clivagem por meio de um mecanismo Sy1 levando assim a formacédo de
um alcool e brometo de benzila (Esquema 22).

i HyCO i 1 5
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Esquema 22: Mecanismo de hidrolise acida de éter

A confirmacdo estrutural do composto MCQ (41) foi realizada
através da analise de espectrometria de 1V e RMN de *H. No espectro de
IV (Figura 24), pode-se observar uma banda bastante larga e intensa na
regido entre 3300 e 3650 cm™ que corresponde & sobreposicdo dos
estiramentos de ligacdo N-H e O-H presentes na molécula, pode-se
observar também a presenca de duas bandas bastante intensa e 1718 cm’
' e 1629 cm™ referentes & carbonila do grupo 4cido e da lactama,
respectivamente. No espectro de RMN de 'H (Figura 25) pode-se
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observar a auséncia do simpleto em & 5,21 ppm referente aos 2
hidrogénios do carbono metilénico do grupo benzilico, além da auséncia
de uma série de sinais na regido de & 7,40 ppm referente aos hidrogénios
do anel aromético do grupo benzilico. Estes resultados mostram
claramente que o objetivo da reacdo foi alcangado, ou seja, a hidrolise
do grupo benzil ocorreu com sucesso.
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Figura 24: Espectro de IV do composto MCQ (41) (pastilha de KBr).
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Figura 25: Espectro de RMN de *H do composto MCQ (41) (DMSO,
200 MHz).
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5.3.7. Etapa de descarboxilagdo

Apos ter obtido todos os produtos anteriores com sucesso, a
préxima etapa necessaria para se obter uma quinolinona iséstere da
escopoletina com 0 mesmo padrdo de substituicdo é a descarboxilagéo.
Para tal selecionamos cinco metodologias amplamente descritas na
literatura com a finalidade Unica de se obter o composto 7-hidroxi-6-
metoxi-2-quinolinona (42).

'd N\
HsCO N
HO N @]
@ §
\\ J

Figura 26: Estrutura do composto 7-hidréxi-6-metoxi-2-
quinolinona (42)

A descarboxila¢do é uma reagdo altamente conhecida na sintese
organica. Entretanto, enquanto a descarboxilacdo de acidos carboxilicos
altamente ativados, como por exemplo, acido maldnico, B-ceto acidos,
acido difenilacético e acidos benzéicos polifluorados possuem
rendimentos razoavelmente bons mesmo sem a presenca de um
catalisador, a descarboxilagdo de acidos benzoicos desativados é muito
dificil e complicada.

A descarboxilagdo de &cidos arométicos ocorre mais
frequentemente pelo aquecimento na presenca de cobre e quinolina.
Entretanto, dois outros métodos podem ser utilizados em certos
substratos. O primeiro trata do aquecimento do sal do acido (ArCOQ), e
no segundo o &cido carboxilico é aquecido na presenca de um &cido
forte, mais frequentemente o &cido sulfurico. No entanto, este método é
acelerado pela presenca de grupos doadores de elétrons na posi¢do orto
e para.”

Com a descarboxilagéo seja do composto MBCQ (40) ou MCQ
(41) espera-se observar no espectro de RMN de 'H do produto
descarboxilado a presencga de um par de dupletos na regiéo de & 8,0 ppm
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e 6,5 ppm, com constantes de acoplamento em torno de 9 Hz (Jgs),
referente aos hidrogénios 4 e 3 do anel lactama a, 3, insaturado.

e Descarboxilagdo com benzilamina
A primeira metodologia testada foi descrita por Ukrainets et
al®®, na qual os autores utilizaram benzilamina em DMF para realizar a
descarboxilacdo do composto 4-amino-3-carboxi-2-quinolinona (Figura
27) com 95,0% de rendimento.

4 1\
NH, o}
X OH
N o}
H
4-amino-3-carboxi-2-quinolinona
. v

Figura 27: Estrutura do composto 4-amino-3-carboxi-2-quinolinona

Reproduzimos essa mesma metodologia descrita por Ukrainets
et al*® a fim de conseguir realizar a descarboxilacio do composto MCQ
(41), porém nao obtivemos sucesso, pois no espectro de RMN de *H n&o
foi observada qualquer alteracdo nos sinais ja apresentados na figura 25,
comprovando assim a ndo descarboxilagdo do composto MCQ (41).

Essa € uma reacdo de descarboxilacdo catalisada por base, na
qual inicialmente, a benzilamina (base) abstrai o préton do grupo
carboxilico (CO,H) liberando assim CO,, onde o par de elétrons deixado
por este forma a dupl ligacdo entre os carbonos C-3 e C-4 do anel
quinolindnico seguida da restituicdo do substituinte amino para formar o
composto descarboxilado de interesse como mostrado no Esquema23.
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Esquema 23: Mecanismo de descarboxilacdo catalisado por base

e Descarboxilagdo térmica

A segunda metodologia testada para descarboxilacdo do
composto 41 (MCQ) foi descrita por Catherine et al,* na qual os
autores realizaram a descarboxilagdo do composto 4-amino-3-carboxi-2-
quinolinona (figura 26), através do aquecimento a 295 °C durante 10
minutos sem a presenca de solvente.

Reproduzimos esta metodologia utilizando banho de areia para
atingir tal temperatura. Porém, apds analise de espectrometria de RMN
de 'H ndo foi observada qualquer alteracdo nos sinais referentes ao
espcpetro do composto MCQ (Figura 25) mostrando que a
descarboxilagdo ndo foi alcangada.
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Esta metodologia vai de encontro com 0 que estd escrito no
livro Quimica Organica de John Mc Murry™2:

“a descarboxilacdo nédo é uma reacao geral de &cidos
carboxilicos.  Preferencialmente é dnica para
compostos que tem um segundo grupo carboxilico
distante de dois atomos do —CO,H. Isto &, apenas
acidos malbnicos e os f-cetoacidos sofrem perda de
CO, sob aquecimento. A reagdo de descarboxilagéo
ocorre por um mecanismo ciclico (Esquema 24) e
envolve a formacdo inicial de um enol, portanto
justificando a necessidade de ter um segundo grupo
carbonila apropriadamente posicionado.”

H
06 o ) OH o)
-CO,
'y —2>| R__F J—> R
o R R R
H H
B-cetoacido enol

Esquema 24: Descarboxila¢do de um B-cetoacido

O mecanismo apresentado no Esquema 24 corrobora com a
estrutura de uma quinolinona como a que estamos trabalhando, a qual
possui uma carbonila na posicdo B em relagdo ao grupo carboxilico.
Acreditamos portanto que o resultado esperado para esta rea¢do nao foi
alcancado devido a uma possivel enolizagdo da estrutura (Esquema 25)
preferencialmente a ressonancia do par de elétrons da ligacdo do grupo
carboxila com a g carbonila (Esquema 24).
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Esquema 25: Equilibrio entre as formas ceto-endlica da molécula de

quinolinona

o Descarboxilagdo com Cu’ e quinolina
Apbs ndo ter obtido sucesso nas duas tentativas anteriores de
descarboxilagdo, decidimos testar a metodologia descrita por Fossa et
al,®® na qual o autor utiliza Cu’ em p6 e quinolina em refluxo sob
agitacdo por 6 horas para realizar a descarboxilacdo de uma série de
quinolinonas com o esqueleto apresentado na figura 28.

(" N\

(e}

HN

4

X
Figura 28: Estrutura base da série de quinolinona estudada por Fossa et
a|48

Reproduzimos esta mesma metodologia descrita por Fossa et

al®, no entanto, o objetivo principal ndo foi alcancado. Realizada a
purificacdo através de coluna flash, as fracBes recolhidas foram
analisadas por CCD e as que apresentaram Rf superior ao de produto de
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partida foram submetidas & analise por RMN de *H, sendo que nenhuma
das fragdes foi identificada como sendo o produto descarboxilado de
interesse.

A reacdo de descarboxilagdo utilizando cobre foi primeiramente
descrita em 1930 por Shepard et al,>® os autores descobriram que 4cidos
furano carboxilicos halogenados podem ser descarboxilados em altas
temperaturas na presenca estequiometrica de cobre. Posteriormente esse
método foi utilizado por Nilsson,** * Shepard® e Cohen®” *® para
realizar a descarboxilacdo de 4&cidos benzdicos ativados, 0s quais
evidenciaram que uma o-ligacdo Cu-aril deve estar envolvida no
processo. No entanto, 0 mecanismo exato dessa reacdo continua sendo
objeto de estudo e discussdo. Entretanto, a reagdo possui uma
desvantagem, os acidos arenocarboxilicos devem ser orto-substituidos
contendo um grupo retirador de elétrons como um nitro ou um
halogénio, ou conter um heteroatomo para ocorrer a descarboxilagcdo em
bons rendimentos.

. Descarboxilacéo catalisada por H,SO,

Continuando a busca pela descarboxilagdo da quinolinona,
decidimos testar a metodologia descrita por Ukrainets et al.** O autor
realizou a descarboxilagdo de quinolinonas em presenca de &cido
sulfdrico 96%. Apds o término da reacdo nenhuma alteracdo de Rf ou no
espectro de RMN de 'H foram observadas em relagdo ao composto de
partida.

Essa metodologia concorda com o que esta escrito no item
5.3.7 onde segundo o livro do March® a descarboxilagdo de &cidos
aromaticos pode ser realizada por agquecimento na presenca de &cidos
fortes, mais comumente o &cido sulflrico, porém essa reacdo é
favorecida pela presenca de um grupo doador de elétrons orto ao grupo
carboxil.

Neste mecanismo de descarboxilacdo proposto, inicialmente
ocorre a protonacdo do anel aromatico formando o ion arénio, como o
CO, é um melhor grupo de saida que o0 COOH, este perde um proéton
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antes de abandonar o anel aromatico deixando o par de elétron da
ligacdo C-Ar (Esquema 26).

+

. H,0%o . .
g H: ) é 0
g G
( ) H C H
H
I'a ~
OH o )
 — —_—
— +

G=grupo doador de elétron

Co,

Esquema 26: Mecanismo de descarboxilacdo de acidos aromaticos com
acido sulfurico.

e Descarboxilagdo com NaHSO; e H,SO,

A (ltima tentativa (até entdo) se deu com a metodologia descrita
por Adams et al.>*® O autor utiliza bissulfito de sédio 20,0% sob
aquecimento por aproximadamento duas horas, seguida da adi¢do de
acido sulfarico concentrado e refluxo por mais uma hora, para realizar a
descarboxilagédo da 3-carboxicumarina.

Reproduzimos essa mesma metodologia com nosso substrato,
no entanto ao término da reacdo o produto foi analisado por espectro de
RMN de "H sem que novamente fosse observada qualquer alteragéo em
relacdo ao produto de partida.

Nesta reacdo com bissulfito de sédio forma-se o sal de acido
carboxilico, seguida do aquecimento em meio acido para provocar a
descarboxilacdo, através da liberacdo de CO,. Esta metodologia vai de
encontro com 0 que estd escrito no item 5.3.7 onde diz que a
descarboxilagdo de &cidos arométicos pode ocorrer através da
transformacéo em sal de &cido carboxilico seguido de aquecimento.
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6. Conclusdes

e Obtencédo de derivados da escopoletina

Para fins de transformagdes estruturais e sintese de derivados, a
obtencdo da escopoletina diretamente da P. sabulosa torna-se inviavel
por ser um componente minoritario da espécie, requerendo uma grande
guantidade de planta com altos gastos nos procedimentos de extracédo e
isolamento. No entanto, essa planta produz grandes quantidades de 6-
metoxi-7-preniloxicumarina que pode ser utilizada como material de
partida para obtencéo da escopoletina.

A hidrdlise 4cida da 6-metoxi-7-preniloxicumarina foi
facilmente realizada com bom rendimento, possibilitando a obtencéo de
grandes quantidades de escopoletina para realizagdo das transformagdes
estruturais e viabilizar posteriores estudos de correlagdo estrutura
atividade.

Os derivados benzoilados da escopoletina foram obtidos em
bons rendimentos, exceto o p-bromobenzoilescopoletina, fato que
demonstra a eficiéncia do método utilizado.

e Sintese de quinolinona isdstere da escopoletina

Para a sintese de um is6stero andlogo a escopoletina
selecionamos uma rota que envolve metodologias classicas, 0 que nos
permitiu alcangar o composto MCQ (41) através de reagbes que
apresentaram bons rendimentos, demonstrando a eficiéncia da rota
escolhida.

Porém, a Gltima etapa, que seria a descarboxilagcdo do composto
MCQ (41), gerando uma quinolinona isostere com 0 mesmo padrédo de
substituicdo da escopoletina ainda ndo foi alcangada. Postulamos que o
insucesso das metodologias testadas para essa Ultima etapa se deve
principalmente a dois fatos. O primeiro € a auséncia de um grupo doador
de elétrons na posicdo orto ao grupo carboxilico, fato que dificulta a
realizacdo das metodologias que utilizavam como reagantes benzilamina
ou acido sulfirico, pois essas reagdes ocorrem via um mecanismo que é
favorecido pela presenca de tais grupos doadores na respectiva posicao
como apresentado no Esquema 27. O segundo é devido a existéncia do
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par de elétrons livre no nitrogénio do anel lactama, isto dificulta a
descarboxilagdo através de metodologias que necessitam da conjugacdo
dos elétrons do grupo carboxilico com um grupo B-ceto presente na
molécula (como no caso da descarboxilacdo térmica), uma vez que 0s
elétrons livres do nitrogénio participam do equilibro ceto-endlico
presente na molécula conforme mostrado no Esquema 28.

+ .
(G o &
H
H3CO A H H,CO.
OH 57 3 AN )
b + CO,
HO N ° HO N o
H H

G=grupo doador de clétrons

Esquema 27: Mecanismo de descarboxilacdo na presenca de um grupo
doador de elétrons orto ao grupo carboxilico

H3CO \ H,CO
a)
e

Esquema 28: Ressonancia do par de elétrons do nitrogénio com a
carbonila do anel lactamico.
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7. Perspectivas
7.1 Preparo de novos derivados da escopoletina
Considerando os resultados promissores encontrados para a

atividade antidepressiva de alguns derivados semi-sintéticos da
escopoletina, o trabalho podera em sua continuidade ser focado na
sintese de um maior nimero de benzoil derivados analogos a
escopoletina seguindo a arvore de decisdo de Topliss (Esquema 29),
incluindo também, derivados de cadeia aberta linear ou ramificada. Isto
permitira futuros estudos de correlacdo estrutura atividade com a
avaliacdo dos efeitos hidrofobicos, estéricos e eletronicos.

4l
| ‘| '
3,4-Cl,
E M

4-OMe 4-CH;
L r M L r !

/ 4-But 3-CF3-4-Cl
|

3-Cl 3-Cl 4-CF3 or 4-Br or 4-| 3-CF3-4-NO;
[_ —| L £ | M |
. ) 2,4-Cl;

M 3NMe; 3.CH;  3-CFsor 3-Bror3- |
N S 4-NO,

=

See central
branch 2-cl

4-NMe;
L E M 4-NO; 3-NO;

3,5-Cl,

3-Me-4-NMe; 4-F
4-NH>

Esquema 29: Arvore de decisio deTopliss

7.2. Sintese de novos isdsteres analogos da escopoletina
incluindo benzoil e acil derivados com a avali¢do do
bioisosterismo

As perspectivas de trabalhos que envolvam o is6stere da
escopoletina sdo muito boas. A descarboxilacdo do composto MCQ
(41) leva ao is6stere 7-hidroxi-6-metoxi-2-quinolinona e ao preparo das
mesmas séries de andlogos, 0 que permitira um amplo estudo voltado ao
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bioisosterismo na obtencdo de novos compostos ativos com promissoras
acOes terapéuticas.

Nesse ponto, a etapa chave é a descarboxilagdo do composto 7-
hidroxi-6-metoxi-3-carboxi-2-quinolinona MCQ (41). Postulamos que o
insucesso da descarboxilacdo, deve-se a auséncia de um grupo doador
de elétrons orto ao grupo carboxilico em nosso sistema. Propomos uma
nova metodologia envolvendo numa primeira etapa a hidrogenacdo da
dupla ligacdo entre os atomos de carbono C3 e C4 do anel lactamico,
quebrando assim a aromaticidade do sistema, e numa segunda etapa a
descarboxilagdo propriamente dita (Esquema 30).

o o
H,CO
H,CO
X OH ° oH
H, Pd/C
--------- »
HO N o HO N o
H
MCQ 41) primeira etapa
o
H3CO. H4CO.
OH X
-------- >
HO N S HO N o]
H
segunda etapa

Esquema 30: Tentativa futura de descarboxilagdo

Outra linha de investigacdo de grande perspectiva é a juncéo do
nicleo quinolindnico com o nicleo xanténico que poderd ser inserido
nos estudos dos derivados aminoxantdnicos que vém sendo investigados
pelo nosso grupo de pesquisa.

Nesse aspecto, podera ser trabalhado a jungdo da quinolinona
MBCQ (40) com aminoxantonas (42) (AX) ja sintetizadas pelo nosso
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grupo de pesquisa, dando origem a compostos contendo nucleos
xantonicos unidos a grupos quinolinbnicos através de uma ligacdo
amidica (43) (CQX). A estratégia proposta para obtencdo de 43 (CQX)
envolve o preparo do cloreto de 4cido a partir da reagdo do composto
MBCQ (40) com cloreto de tionila seguida da reacdo com uma
aminoxantona utilizando piridina como solvente (Esquema 31).

H4CO.
H4CO.
SOC]
© MBCQ L :
O, ‘

7 s

AX 42

Esquema 31: Fusdo do composto MBCQ (40) com uma aminoxantona
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