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Resumo

Nesta dissertacdo, investigou-se reacGes multicomponentes (RMCs) variantes de
Biginelli utilizando o modelo de efeito de solvente baseado nos parametros de Kamlet-
Abboud-Taft (KT). Durante essa analise, foram identificadas inconsisténcias nas
previsdes do modelo de efeito de solvente, o que levou a uma analise abrangentes dos
dados, incluindo espectrometria de massas por ionizagao por electrospray, RMN de 'H e
13C, experimentos bidimensionais de RMN, pontos de fusdo, analises elementares e
andlise de raios-X de monocristais, além de uma investigacdo minuciosa dos dados
apresentados pela literatura. Todas essas analises evidenciaram erros grosseiros na
caracterizacdo estrutural das RMCs relatadas. Aprofundou-se o estudo dos mecanismos
envolvidos na reacdo de sintese das cromenopirimidinonas (CPDs), permitindo a
proposicao de um ciclo catalitico completo. Realizou-se a sintese de derivados de DCs,
submetendo-0s a ensaios bioldgicos que revelaram caracteristicas distintivas desses
compostos. Um novo mecanismo de acdo celular foi revelado para um derivado de DC
obtido, sugerindo similaridade com a conhecida diidropirimidinona, o Monastrol, como
inibidor da Eg5, interrompendo a mitose pela formac&o de fusos mitéticos monoastrais.
Simulac@es de docking e dindmica molecular fortaleceram a hipétese da atuacédo dos DCs
na proteina Eg5. Este estudo destaca a importancia de uma analise critica e
reprodutibilidade nas RMCs, enfatizando a necessidade de uma abordagem cuidadosa na

interpretacdo dos dados presentes na literatura.

Palavras-chave: ReacGes multicomponente, Efeito de solvente, Kamlet-Taft, Biginelli,

Variante de Biginelli, Estudo mecanistico, Estudos biolégicos, Correcdo da literatura.



Abstract

In this dissertation, we explored variant Biginelli multicomponent reactions (MCRs)
using a solvent effect model based on Kamlet-Abboud-Taft (KT) parameters. Throughout
this investigation, inconsistencies in the solvent effect model predictions were identified,
prompting a comprehensive analysis of the data. The analysis included electrospray
ionization mass spectrometry, *H and *C NMR spectroscopy, two-dimensional NMR
experiments, melting points, elemental analyses, and X-ray crystallography. Additionally,
a meticulous examination of literature-reported data was conducted. All these analyses
revealed significant errors in the structural characterization of the reported MCRs. The
study delved into the mechanisms involved in the synthesis of chromenopyrimidinones
(CPDs), leading to the proposal of a complete catalytic cycle. Derivatives of DCs were
synthesized and subjected to biological assays, uncovering distinctive characteristics of
these compounds. A novel cellular mechanism of action was unveiled for a DC derivative,
suggesting similarity to the well-known dihydropyrimidinone, Monastrol, as an inhibitor
of Eg5, disrupting mitosis by forming monoastral mitotic spindles. Docking simulations
and molecular dynamics supported the hypothesis of DCs acting on the Eg5 protein. This
study underscores the importance of critical analysis and reproducibility in MCRs,
emphasizing the need for a careful approach in interpreting data presented in the

literature.

Keywords: Multicomponent reactions, Solvent effect, Kamlet-Taft, Biginelli, Biginelli-

like, Mechanistic study, Biological studies, Literature correction.
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Introducao

A guimica organica sintética € um ramo da quimica que tem como objetivo a criacdo e
sintese de moléculas complexas por meio de rea¢fes quimicas. Ao longo dos séculos,
essa disciplina desempenhou um papel fundamental no desenvolvimento de produtos
quimicos, farmacos e diversos materiais. Com o passar do tempo, comegou a surgir uma
crescente conscientizacao sobre a importancia da sustentabilidade na quimica. O maior
exemplo disso é o conceito da Quimica Verde,® que surge, com seus principios, e traz
uma maior sensibilizacdo para 0s impactos ambientais gerados pela quimica,
principalmente na area da quimica sintética, além de guiar o desenvolvimento e aplicacao

de metodologias de sintese cada vez mais ecologicamente corretos.

Nesse contexto, as Rea¢Ges Multicomponentes (RMCs) se destacam como uma
metodologia promissora para a sintese sustentavel de moléculas organicas. As RMCs sédo
consideradas ferramentas-chave na quimica sintética moderna, pois possibilitam a rapida
e eficiente construcdo de bibliotecas complexas de compostos potencialmente
bioativos.*® Além de sua versatilidade e eficiéncia, as RMCs tém ganhado destaque, pois
apresentam diversas vantagens em relacdo a metodologias lineares,® tais como: (i)
reducdo de etapas de purificacdo, (ii) reducdo na producdo de rejeitos, (iii) reducdo no
consumo de reagentes e solventes, (iv) economia energética, (v) economia de atomos e
(vi) criacdo de bibliotecas moleculares de compostos potencialmente bioativos.” As
RMCs sdo caracterizadas pela realizacdo da sintese em um Unico recipiente, com a adicao
de trés ou mais reagentes, sejam simultaneamente ou em sequéncia, produzindo um Unico
produto. Embora a adicdo simultanea de todos os componentes da reacdo (reagentes,
solventes e catalisador) em um dnico recipiente seja geralmente a op¢do mais vantajosa,

essa condicdo nem sempre é possivel de ser alcancada.®

Uma das caracteristicas mais interessantes das RMCs é a facilidade de criar
bibliotecas de compostos, pois mudando apenas um dos reagentes ou suas proporgoes é
possivel obter a formagdo de novos adutos, de maneira rapida e eficiente. Por outro lado,
uma das caracteristicas distintivas das RMCs é a formag&o de adutos com um nucleo base,
muitas vezes chamado de esqueleto molecular. Mesmo com a possibilidade de variagao
dos reagentes, 0s produtos resultantes apresentam o mesmo nucleo base, diferenciando-
se apenas nas porcdes externas da estrutura. Essa particularidade pode ser vista, em alguns

casos, como uma limitagdo e tem impulsionado o estudo e surgimento de RMCs
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variantes.® Para exemplificar, no Esquema 1 estdo representados algumas das RMCs mais

comuns e as estruturas base dos seus adutos.

RMC de Biginelli
O O (o] ))J(\
+ +
R1JJ\/U\0R2 R3ll\|-| H,N” “NH,
X=0,S
Aduto de Biginelli
RMC de Strecker
o NH, Hy0" NH,
JJ\ * * NH, 1’| 1 OOH
R1 R2 R R2 H20 R R2
Aduto de Strecker
RMC Udgi
3
o 0 O R
Jj\ + + Jj\ + R4—NH, —> R1l]\N)\’
R' “OH R H Lol
R* O
Aduto de Ugi
RMC de Hantzsch
O R O
T 9 7 R20 OR?
2 + + NH; —
R1JJ\/U\OR2 R3lI\H ’ .
R' H R'

Aduto de Hantzsch

Esquema 1. Exemplos de RMCs muito estudadas e seus nlcleos base.

Como mencionado anteriormente, as RMCs tém se mostrado extremamente
promissoras na criacdo de bibliotecas moleculares e a equipe liderada por Alexander
Domling levou essa caracteristica ao extremo.’® Ao invés de seguirem a metodologia
padrdo para criacdo de bibliotecas moleculares, que consiste: (i) na escolha de uma RMC,
(ii) depois, otimizagao das condicGes reacionais e, por fim, (iii) a variacdo dos substratos,
eles decidiram realizar a sintese, em paralelo, de 16 RMCs. Essas RMCs foram escolhidas
pois sdo conhecidas por gerarem estruturas biologicamente ativas. Portanto, utilizando o
equipamento Echo® 555 com 1536 pocos, eles realizaram nada menos que 1536 reagoes

simultaneamente. Embora nem todas as rea¢0es tenham produzido o produto esperado,
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os resultados foram interessantes. Das 16 RMCs testadas, 12 funcionaram em mais de
50% das variagdes, demonstrando a robustez e eficiéncia dessas reacdes, entretanto 4
dessas RMCs néo funcionaram conforme o esperado e em menos de 30% das variagoes

houve a formacéo do produto desejado.

Essa abordagem inovadora permitiu & equipe obter uma quantidade massiva de
dados, que foram analisados para obter informacGes valiosas sobre as limitagcdes e a
compatibilidade dos reagentes. Além disso, essa estratégia de sintese paralela
economizou tempo e recursos, pois permitiu a realizacdo de um ndmero significativo de
reacfes em um curto periodo. Os autores estimaram que com essa abordagem, para a
tentativa de sintetizar os mesmos 1536 compostos, foram economizados centenas de
quilos de reagentes, solventes e materiais para a purificacdo dos compostos. Todo esse
avanco demonstra a facilidade na sintese de estruturas complexas e variadas por RMCs,

além da facil automatizagéo.

Outro importante aspecto das RMCs € que elas sdo consideradas reacOes
convergentes. Isso significa que diferentes componentes reagem, sequencialmente ou
simultaneamente, convergindo para a formacdo do produto desejado em uma Unica
operacao sintética.'>*2 No Esquema 2, tem-se a comparacdo entre uma metodologia de
sintese linear e outra multicomponente. A partir do esquema é possivel notar que um dos
maiores beneficios da metodologia RMC, em comparacdo a metodologia linear, vem do
namero de etapas sintéticas reduzido. Essa reducdo de etapas vai impactar diretamente no
consumo de solventes e reagentes, no consumo de energia e tempo. Vale lembrar que,
geralmente, em cada etapa de uma rota sintética o produto formado deve ser isolado e
purificado para prosseguir com a sintese. Portanto, idealmente, quanto menos etapas

maiores serdo os beneficios.
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Metodologia classica

GF?

1@ GF? E(GFA GF®
GF
) BN

/(V Produto desejado

S

Sintese RMC

GF?
+
GF4
O\GF1 IZ(

Esquema 2. Comparacéo entre uma rota sintética linear e uma rota RMC para obtencéo de um produto em
comum. As siglas GF representam grupos funcionais genéricos, assim como as formas geométricas
representam estruturas genéricas.

Dentre as RMCs mais populares (Strecker, Ugi, Passerini, Biginelli, Hantzsch,
Mannich) a reacdo de Biginelli € uma das mais importantes e notaveis. Ela foi descrita
por Pietro Biginelli, em uma série de quatro artigos preliminares,*® em 1891.
Erroneamente, alguns autores atribuem a data de descoberta da reagcdo ao ano de 1893,

entretanto esse foi 0 ano em que ele publicou dois artigos completos sobre a sua obra. 1’18

A RMC modelo Biginelli, comumente empregada nos estudos sobre a reacéo,
consiste na condensacao de 3 reagentes principais, 0 acetoacetato de etila, benzaldeido e
ureia sob condicdes de catalise acida e refluxo de etanol (veja o Esquema 3), para formar
o nucleo 3,4-dihidropirimidin-2(1H)-ona (DHPM). Conforme apresentado no inicio desta
introdugdo sobre a facilidade de se obter novas estruturas, mudando o aldeido aromatico
e/ou os grupos laterais do composto 1,3-dicarbonilico é possivel obter uma vasta gama
de novas estruturas com o nucleo DHPM. No Esquema 3, estdo representados a reagdo

modelo de Biginelli e os grupos passiveis de alteracdo para a sintese das DHPMs.
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Reacdo geral de Biginelli - N
0O R
o o o) X Rzo}m
+ + Catalisador
R1JJ\/U\OR2 R3JJ\H HZNJ\NHZ > R1 H X
X=0,S8 L Nucleo DHPM )

Esquema 3. Reacdo geral de Biginelli. A reaco atualmente considerada modelo consiste na condensacéo
entre o acetoacetato de etila, benzaldeido e ureia.

A reacdo de Biginelli, desde sua descoberta por Pietro Biginelli (1891), é uma das
formas mais elegantes e diretas de se obter estruturas N-heterociclicas,'® entretanto essa
metodologia foi amplamente ignorada por mais de 70 anos. Somente entre 1970 e 1980
que o interesse da comunidade cientifica gradualmente foi aumentando, pois comecaram
a aparecer algumas evidéncias sobre as atividades farmacologicas das DHPMs. Em
1989% e em 1993,%! Kappe e colaboradores publicaram dois artigos de revisdo sobre a
metodologia. Essas publicagcdes contribuiram para aumentar a visibilidade da reacéo,
resultando em um expressivo aumento no nimero de publicacGes cientificas e patentes
relacionadas ao tema.?? Esse crescimento também foi impulsionado pelas comprovagcoes,

até entdo, recentes das diversas aplicages farmacoldgicas dos derivados das DHPMs.?

Desse modo, ao longo do tempo, a reacdo de Biginelli tem despertado um interesse
crescente, impulsionada pelas notaveis atividades biologicas das DHPMs. Essas
substancias tém demonstrado uma variedade de efeitos farmacoldgicos excepcionais,
abrangendo desde propriedades antivirais, antibacterianas e anti-inflamatérias até
atividades antifangicas, modulacdo de canais de calcio, antagonismo de receptores
adrenérgicos, inibicdo da cinesina mitotica, entre outras.?®> Como forma de exemplificar,
na Figura 1 estdo expressas algumas estruturas DHPMs com atividades farmacoldgicas

comprovadas.
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Figura 1. Exemplos de DHPMs com atividade farmacolégica conhecida.?

Dentre as diversas DHPMs com atividades farmacoldgicas, destaca-se uma em
particular, o Monastrol (ver Figura 1). Em um estudo conduzido por Thomas U. Mayer e
colaboradores, em 1999,% com células epiteliais renais (BS-C-1), essa DHPM mostrou-
se relevante, sendo a Unica, dentre 16.320 moléculas testadas, que demonstrou
permeabilidade celular, sem interferir na polimerizagéo da tubulina e mesmo assim
parava o0 processo de mitose da célula. A presenca do Monastrol resultou na estagnacéo,
de uma grande parcela das células tratadas, durante o processo de mitose, impedindo a
conclusdo do ciclo de divisdo celular. Além disso, observou-se que 90% das células
tratadas exibiam o fen6tipo monoastral (Figura 2A), o que justifica 0 nome Monastrol.?*
Um fato importante deste estudo pioneiro foi o uso do Monastrol em sua forma racémica.

Estudos posteriores demonstraram que o isdmero (S) é o enantidmero biologicamente
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ativo. No entanto, a presenca do isémero (R) ndo prejudicava a acdo do Monastrol que

pode ser utilizado em sua forma racémica.?

O fuso monoastral é caracterizado por um conjunto radial de microtibulos
cercados por um circulo de cromossomos.?® Esse fendtipo é caracteristico da mitose
celular quando ha alguma interferéncia em alguma parte do processo. Esse arranjo pode
ser visto na Figura 2A, em células MCF-7 (células de cancer de mama) tratadas com o
Monastrol. Na Figura 2B, que € o controle negativo, € visivel a separacdo dos
microtibulos em 2 polos, caracteristico da fase na anafase na mitose, portanto
comparando as duas células, fica evidente que o processo da mitose esta afetado na célula
tratada com o Monastrol. A tubulina (em verde) e os cromossomos (em azul) foram

marcados pelo protocolo de imunofluorescéncia.

Figura 2. Fuso monoastral causado pelo tratamento com o Monastrol em MCF-7 (células de cancer de
mama). Imunofluorescéncia: em verde a a-tubulina e em azul as cromatinas. (A) Tratamento com 68 uM
de Monastrol. (B) Controle negativo, tratamento com DMSO. Retirada da referéncia 27 com permisséo da
CCBY 4.0.

No estudo original,?* a hip6tese inicial era de que o Monastrol era um inibidor da
proteina cinesina Eg5, uma das varias cinesinas da familia das proteinas motoras do fuso
mitotico, responsaveis por separar as cromatides irmas e assim continuar o processo de
mitose. Isso foi sugerido pelo fato de que tratamentos com anticorpos especificos para
Eg5 induziam a formacgéo de fusos monoastrais, semelhantes as células tratadas com o
Monastrol.?® Portanto, os pesquisadores decidiram testar os efeitos do Monastrol em
outras proteinas motoras para averiguar a possivel especificidade do Monastrol a proteina

Eg5. Foi entdo constatado que essa DHPM néo afetava essas proteinas e nem agia como
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um inibidor geral dos motores proteicos. Esse resultado estava de acordo com a acgéo

inibidora seletiva do Monastrol sobre a cinesina Eg5.

Essa descoberta foi de grande impacto, uma vez que, até entdo, apenas dois
inibidores de cinesinas eram conhecidos, o 5'-adenil-imido-difosfato?® e um produto
natural marinho,* (para fins comparativos as estruturas estdo apresentadas na Figura 3)
que ndo eram permeaveis as células e afetavam multiplas cinesinas. O Monastrol foi a
primeira molécula pequena, com permeabilidade celular, que inibia a mitose sem ter
como alvo a tubulina.?® Dessa forma, o Monastrol se tornou um candidato promissor para
0 desenvolvimento de medicamentos antitumorais e uma ferramenta valiosa para a
compreensdo do funcionamento da proteina cinesina Eg5 além de outros processos

relacionados a mitose.

e N\ N
o
o//P<o
HO_ |
_P.
HN o\;o
N /=N
0% o N
o \ _/NH,
NN
HOO %
OH
5'-adenil-imido-difosfato Produto Natural Marinho
\ J Y,

Figura 3. Estruturas moleculares dos primeiros inibidores de cinesinas.

A partir dessa descoberta a RMC de Biginelli ganhou uma alta notoriedade no
meio cientifico, sendo essa uma metodologia barata, simples e direta de se produzir
importantes estruturas com atividades biol6gicas, visando, principalmente, no tratamento

de células tumorais.

Apesar da inegével importancia da reacdo de Biginelli, ela estd cercada de
contradicGes, mitos, controvérsias e discussdes.>! Essa reacdo tem sido objeto de
polémicas desde o inicio de seu descobrimento. Um dos exemplos mais emblematicos é
o fato de Pietro Biginelli, ter proposto inicialmente uma estrutura incorreta para o produto

formado.®! Quando Biginelli publicou pela primeira vez, nos artigos preliminares de
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1891,1%16 seus estudos sobre a sintese das DHPMs, ele erroneamente propds uma
estrutura ndo ciclica para o produto formado, no entanto, nas publicagdes seguintes, em
1893,18 ele revisou a estrutura ja com o N-heterociclo. No Esquema 4, esta apresentada a

comparacgao entre a estrutura proposta inicialmente e a estrutura corrigida posteriormente.

OH (o) (@)
1891 \NJ\NJ\)LOH

> H
7 (0] (o)
Estrutura originalmente proposta
Ho I
. OEt
OH
j\ ) OH
HN NH, 1893 > EtO NH

Estrutura corrigida

Esquema 4. Comparacdo entre a proposta original da estrutura da DHPM e a estrutura corrigida
posteriormente.

Mais um importante aspecto da reacdo, que é fortemente discutido e ainda ndo ha
consenso sobre, Sd0 0S possiveis mecanismos reacionais para a formacdo do aduto de
Biginelli. As primeiras propostas mecanisticas foram feitas por Folker e Johnson, em
1933,%2 no artigo publicado, eles mencionam duas rotas possiveis, a rota do iminio e a da
enamina (serdo explicadas em detalhes no proximo paragrafo). As propostas tiveram
como base os intermediarios isolados da reagdo. Com as evidéncias, eles concluiram que
a reacdo comeca com a condensacdo bimolecular entre a ureia e o benzaldeido ou
acetoacetato de etila. Em seguida, um ou ambos desses intermediarios reagem com o
componente restante apropriado resultando na formacdo da DHPM por meio de uma
reacdo de ciclizagdo final. Todavia, na época, as técnicas de caracterizagao e anélise das
reagOes estavam em desenvolvimento e as suas conclusdes foram importantes, mas nao

definitivas.
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Esquema 5. Reacdo de Biginelli geralmente usada como modelo para os estudos.

Atualmente, com base experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
hidrogénio (*H) e carbono (*3C) e experimentos mecanisticos com espectrometria de
massas, sdo considerados 3 rotas principais (apresentadas em detalhes no Esquema 6). (i)
A rota de Knoevenagel, proposta inicialmente pelos pesquisadores Frederick. Sweet e
John Fissekis em 1973.% (ii) A rota do iminio, proposta por Kappe em 19973 e (iii) a
rota da enamina, confirmada s6 em 2007 por Cepanec e colaboradores.® Para elucidar as
rotas mencionadas, tem-se como base a reacao modelo de Biginelli (vide Esquema 5), no
qual os reagentes sdo o acetoacetato de etila (1), o benzaldeido (2) e a ureia (3) sob catélise
acida (HCI).

Inicialmente, temos a rota de Knoevenagel, nessa rota o primeiro passo € a
condensacdo entre 1 e ao benzaldeido (2), formando o intermediario 4 (intermediario
chave da rota de Knoevenagel), seguido pela adi¢do nucleofilica do tipo Michael da ureia
ao intermediario 4, formando o intermediario avancado 5, que por sua vez, passa por uma
adicdo intramolecular com eliminacdo de agua, ciclizando a estrutura e formando a
DHPM.

Ja para a rota do iminio, a primeira etapa consiste na adicdo nucleofilica da ureia
(3) no benzaldeido protonado (2), eliminando agua e formando o intermediario iminio
(6). A partir desse intermediario, podem ocorrer dois eventos, a adi¢cdo de 1, que levara
ao intermediario avangado 5 e posteriormente a DHPM ou uma segunda adi¢do de outra

molécula de 3, a qual levara a formacgéo do subproduto 7.

Por fim, 0 mecanismo da enamina consiste, primeiramente, na adigéo de 3 em 1,
eliminando agua e formando o intermediario enamina 8, que, por sua vez, se adiciona
com 2 para formar o intermediario avancado 9, no qual, posteriormente, ocorre uma

adicdo de Michael intramolecular, ciclizando a estrutura e formando a DHPM.
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Esquema 6. Rotas mecanisticas simplificadas, em catalise &cida, para a formagdo da DHPM comumente
aceitas e debatidas na literatura.

Atualmente, sabe-se que essas vias mecanisticas sdo inteiramente dependentes das
condigdes reacionais. Elas podem ser favorecidas ou desfavorecidas, dependendo do

catalisador utilizado, da temperatura, do solvente ou da estequiometria dos reagentes.'%3

Como exemplo, o trabalho publicado por Cepanec e seu grupo demonstrou que a
RMC de Biginelli passa exclusivamente pelo mecanismo da enamina quando catalisada
por SbCls (um é&cido forte de Lewis) em acetonitrila anidra.?® O mesmo resultado foi
obtido por Litvic e colaboradores, quando eles usaram 10 mol% do catalisador
[AI(H20)6](BF4)3.%

Por outro lado, no artigo publicado pelo grupo de pesquisa liderado por Neto,*
foram utilizados liquidos idnicos como solventes, e foi observado que o mecanismo do
iminio é fortemente favorecido. O estudo mecanistico foi realizado por meio de
espectrometria de massa de alta resolugdo, e apenas o intermediario iminio e seus
derivados foram detectados. A explicagdo para esse favorecimento reside na interagéo de
pares i6nicos entre a parte anidnica do liquido i6nico e o intermediario iminio. Portanto,
fica evidente que as condig¢Oes reacionais tém uma influéncia direta no mecanismo

envolvido na transformacao.
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Outro aspecto interessante a ser discutido é o impacto do solvente RMCs. Embora
muitos estudos tenham observado que a variacéo do solvente influencia nos rendimentos
das reagdes, poucos quantificam esse efeito. Até 0 momento, apenas quatro trabalhos

forneceram uma quantificacéo explicita do efeito do solvente nas RMCs,31:38-40

A avaliacéo desse efeito pode ser conduzida por meio dos parametros propostos
pelos pesquisadores Mortimer J. Kamlet, José Luis Abboud e Robert W. Taft, conhecidos
como parametros de Kamlet-Abboud-Taft ou parametros de Kamlet-Taft (KT). Os
descritores apresentados por eles séo: a, B e ©*. Cada solvente possui valores especificos
associados a esses parametros, os quais foram detalhadamente discutidos em uma série

de quatro artigos*'*** e sero brevemente apresentados neste trabalho.

Os parametros KT tém as seguintes interpretacdes: (i) o pardmetro o reflete a
capacidade do solvente em doar ligacbes de hidrogénio para o soluto, sendo
correlacionado a acidez do solvente. Quanto maior o valor de a, maior a capacidade do
solvente em estabelecer (doando) uma ou multiplas ligacGes de hidrogénio para o soluto.
(ii) O parametro B esté associado a basicidade do solvente, indicando sua capacidade de
doar pares de elétrons ou aceitar ligaces de hidrogénio. Por fim, (iii) o descritor m*
refere-se a polaridade/polarizabilidade do solvente, representando sua capacidade de

estabilizar cargas ou dipolos de reagentes ou intermedidrios.

Para a construcdo da escala e determinacdo dos parametros de KT para cada
solvente sdo utilizados indicadores solvatocrémicos. Alguns exemplos sdo: o 4-
nitroanisol para determinacdo do parametro ©*, o iodeto de 4-carbometoxi-1-etilpiridinio
para determinacdo do pardmetro a, e os indicadores 4-nitrofenol e 4-nitroanilina para

determinacdo do pardmetro B. As estruturas desses indicadores estdo ilustradas na Figura

4,
OH NH,
o
L S
NO, ~ N~
r NO, NO,

4-nitroanisol

Determinagao do parametro 1* lodeto de 4-carbometoxi-1-etilpiridinio 4-nitrofenol 4-nitroanilina

Determinacéo do parametro o Determinac&o do parametro 3

Figura 4. Estrutura dos indicadores solvatocrdmicos utilizados para determinacdo dos pardmetros de KT
dos solventes.
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De acordo com a abordagem proposta de Jessop e sua equipe,*® o pardmetro ©*
pode ser determinado por meio do comprimento de onda maximo de absorgdo (L) no UV-

Vis do corante 4-nitroanisol. Esse descritor pode ser calculado aplicando a Equagéo 1.

4270
= 14,75 —

@)

Améx

Para calcular o parametro a, estabeleceu-se que, para hidrocarbonetos, éteres,
ésteres, aminas terciarias e N,N-amidas dissubstituidas, o valor padrdo é 0,00. No entanto,
uma alternativa é usar o corante iodeto de 4-carbometoxi-1-etilpiridinio, conforme
indicado na Equagdo 2. Note que para a determinacdo do pardmetro a. é necessario

determinar o * previamente.

1386,66
a= (—) — 2,75 — 0,467 )

Améx

Por fim, o pardmetro p pode ser calculando a partir da média dos resultados das
Equacdes 3 e 4. Cada equacéo utiliza indicadores diferentes, sendo a 4-nitroanilina e o 4-
nitrofenol exemplos comuns de sondas empregadas nesse processo. Na Equacao 4, inclui-
se 0 termo & que é uma correcdo numérica para a polarizabilidade dos solventes. Os
valores possiveis para & sao os seguintes: (i) 1,0 para solventes aromaticos; (ii) 0,5 para

solventes (poli)clorados alifaticos; e (iii) 0,0 para solventes alifaticos.

3580
B =11,134 —

max

—1,1257* (3)

3460
B =12,126 —

Améx

—0,57n* — 0,126 4)

A analise desses parametros possibilita uma racionalizacdo acerca dos solventes
que, em principio, sdo propensos a favorecer uma reagdo quimica especifica, aléem de
permitir inferéncias mecanisticas sobre a transformagdo em questdo. Essa abordagem
torna plausivel a inferéncia de rotas mecanisticas ao medir quantitativamente o efeito do

solvente sobre os reagentes, intermediarios e produtos envolvidos em uma dada reagéo.
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Diante da expressividade e versatilidade da reacdo de Biginelli, assim como as
propriedades bioldgicas do ndcleo DHPM, comecaram a surgir reagdes variantes de
Biginelli, sendo que, a maioria dessas variantes visam diversificar estruturalmente o
nucleo base das DHPMs, o que possibilita desenvolver novos adutos biologicamente

ativos.

Uma reacdo variante de Biginelli pode ser caracterizada pela mudanca de um ou
mais componentes base da reacdo modelo (apresentada no Esquema 5). Por exemplo,
alterando o componente acetoacetato de etila por algum outro componente diferente dos
compostos 1,3-dicarbonlicos, conforme ilustrado no Esquema 7 abaixo. Essas
modifica¢Oes permitem a obtencao de moléculas com diferentes estruturas e propriedades

fisico-quimicas e bioldgicas.®

Variacao do componente 1,3-dicarbonilico

..................

Esquema 7. Exemplos de RMCs variantes de Biginelli com a variagdo dos compostos 1,3-dicarbonlicos.

Além da modificacdo do acetoacetato de etila, as RMCs variantes de Biginelli
também permitem a alteracdo da ureia e do aldeido utilizados na reac&o. Por exemplo, em
vez de ureia, pode-se utilizar outros compostos nitrogenados, como a guanidina. Da
mesma forma, o aldeido pode ser. Até mesmo isatinas podem ser substituintes do aldeido,

formando uma estrutura DHPM espiro, conforme demonstrado no Esquema 8 abaixo.*®
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Esquema 8. Exemplos de RMCs variantes de Biginelli com variagdo dos componentes ureia ou aldeido.

Essa versatilidade nas RMCs variantes de Biginelli oferece uma abordagem

altamente modular e customizavel para a sintese de moléculas organicas. Ao modificar a

ureia e o aldeido utilizados na reacéo, é possivel explorar diferentes grupos funcionais, o

nacleo base e as caracteristicas estruturais, visando a obtencdo de compostos com

propriedades especificas desejadas para diversas aplicagGes. Na Figura 5 estdo ilustradas

alguns adutos de reacdes variantes de Biginelli com aplica¢Ges farmacoldgicas.



16

Introducéo

(o)

Ly | o

(0]
N (0]
N)J\H/\/\N F\fLNH
s N A

HO
| N o
HO N___ H
Idoxuridine (S)-L-771688 E 5-Fluorouracil
(Antiviral) (Tratamento de hiperplasia prostatica) (Antitumoral)

Figura 5. Exemplos de alguns adutos de RMCs variantes de Biginelli com atividades farmacolégicas.

Como mencionado anteriormente, a RMC de Biginelli, as variantes de Biginelli e
demais RMCs (Ugi, Strecker, Mannich etc.) desempenham um papel relevante e de
extrema importancia na comunidade cientifica, o que tem impulsionado o crescimento
acelerado dessa area ao longo dos anos. Contudo, esse rapido desenvolvimento também

tem sido acompanhado por alguns desafios significativos.

Entretanto, & medida que as RMCs ganham destaque, também surgem alguns
problemas cruciais. Por exemplo, tem havido um aumento significativo no nimero de
artigos de RMCs retratados, especialmente devido a atribui¢des estruturais incorretas e
questdes de reprodutibilidade, como rendimentos e seletividades.* Essas questdes
representam desafios significativos para a validade e confiabilidade dos resultados

alcancados nessa area tdo promissora.

A maior fonte dos problemas citados esta relacionada com a caracterizacdo
simploria dos produtos sintetizados. Em muitas publicacdes na area os produtos séo
caracterizados apenas pela comparagao entre pontos de fusdo (PF) descritos na literatura.*
Faltam espectros de RMN e/ou espectros de massa de alta resolucdo, técnicas
fundamentais para a atribuicdo correta das estruturas moleculares dos compostos
sintetizados. Sem estas tecnicas, a chance de publicarem artigos com estruturas

equivocadas aumentam.

A respeito das medidas de PF, de fato, sdo muito importantes e Uteis para indicar
a pureza de um composto e, em certa medida, para caracterizar sua estrutura quando se
dispde de PFs confiaveis descritos na literatura. No entanto, € essencial salientar que essa

caracterizacdo fisico-quimica néo é totalmente conclusiva, uma vez que é possivel que
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muitos compostos com estruturas consideravelmente distintas apresentem PFs
semelhantes ou que diferentes PFs sejam observados para a mesma estrutura. Por
exemplo, no caso de um aduto de Biginelli, foram observados varios PFs para as DHPMs,
com variacgdo de até 20 °C. Essa disparidade ndo € exclusiva da reacdo multicomponente
de Biginelli, pois em diversas outras RMCs, os produtos principais podem exibir valores
de PF discrepantes. Essa questdo foi abordada e discutida em um artigo de reviséo

recentemente publicado por nosso grupo de pesquisa.*

O artigo” relata uma pesquisa realizada na base de dados Web of Science (Clarivate
Analytics) usando a palavra-chave “'multicomponent* reaction*"” no titulo, no periodo
de 2018 a 2022, resultando em 592 artigos. Dentre esses, aproximadamente 7% (39
artigos) apresentaram falta de caracterizacdes adequadas, limitando-se a fornecer apenas
medidas de ponto de fusdo (PF) e/ou descricdes de espectros sem apresenta-los de forma
adequada. Em uma pesquisa mais aprofundada, focada no ano de 2019, utilizando a
mesma palavra-chave, mas desta vez como tépico, foram encontrados 913 artigos, dos
quais aproximadamente 10% (91 artigos) apresentaram o0 mesmo problema. Também foi
realizada uma analise em relacdo a "qualidade™ das revistas. As revistas sdo classificadas
em quartis (Q), sendo o Q1 representando as 25% mais influentes e 0 Q2 incluindo as
revistas entre os 25% e 50% mais influentes, assim por diante. Essa classificacdo é
baseada no fator de impacto das revistas, o que significa que as revistas mais renomadas
sdo classificadas em quartis mais baixos. Essa analise foi conduzida para determinar se o
problema estava restrito a revistas menos impactantes ou renomadas, porém esse néo é o
caso, conforme ilustrado na Figura 6. Por exemplo, na pesquisa realizada entre 0s anos
de 2018 e 2022, aproximadamente 31% das publicacdes problematicas foram encontradas

em revistas conceituadas.
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Publicacoes entre 2018-2022 Publica¢oes em 2019
9%
28% =Q1-2 25% . 10% Q1-3
0,
2o Q2-=10 , Q2-9
Q3=16 ‘ Q3=51
Q4=11 Q4=23
(39 artigos) (91 artigos)
56%
41%
Base de dados: Web of Science Base de dados: Web of Science
Palavra-chave: “multicomponent™® reaction®” (Title) Palavra-chave: “multicomponent™ reaction*” (Topic)
Resultado: 692 artigos Resultado: 913 artigos

Figura 6. Resultados referente as buscas realizadas na base de dados Web of Science para a palavra-chave:
““multicomponent™® reaction*’””, como titulo para os anos entre 2018 e 2022 e como topico para o ano de
2019. Adaptada da referéncia 4.

Esses resultados destacam a preocupante falta de caracterizacdes apropriadas, em
porcentagens significativas, de estudos envolvendo RMCs. A falta de uma caracterizagao
completa dos compostos sintetizados pode comprometer a compreenséo, a validacéo e a
veracidade dos resultados obtidos. E essencial que os pesquisadores adotem uma
abordagem mais abrangente e rigorosa ao relatar seus estudos. Isso garantird a
transparéncia, a reprodutibilidade e a confiabilidade dos resultados, promovendo avancos

s6lidos na area.

Nesse contexto, embora as RMCs sejam consideradas uma metodologia
extremamente promissora dentro do campo da Quimica Verde e sustentavel, e sejam uma
abordagem simples para a obtengdo de estruturas complexas, diversificadas, com
potencial atividade farmacoldgica e alto valor agregado, é importante ressaltar que

algumas das RMCs descritas podem néo ser totalmente confiaveis ou verdadeiras.

Considerando esses aspectos, foram selecionadas algumas RMCS variantes de
Biginelli que apresentaram produtos com relatos de atividades bioldgicas atraentes. Uma
dessas reagdes € a sintese das cromenopirimidinonas (CPDs). Estruturas derivadas de
cumarinas s3o conhecidas por apresentarem uma ampla variedade de efeitos bioldgicos,*’
como atividades anticoagulantes,*® anti-inflamatdrias,*® antioxidantes,*>*° antitumorais,
entre outros. Na Figura 7 estdo representados alguns dos exemplos de drogas comerciais

baseadas em cumarinas. Sendo a CPD uma estrutura derivada da cumarina, é esperado
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encontrar alguma atividade biologica relevante. De fato, existem artigos publicados sobre

as CPDs que demonstram atividades antitumorais®? e bactericidas.>®
o
OH OH ‘
CLLTC CLLO
o o 0" o
Warfarin Coumatetralyl
(Anticoagulante) Cumarina (Anticoagulante)

SO N N
K/“\/\::m - /Oro@@/f

Ensaculin
(Potencial tratamento para Deméncia)

Carbochromen
(Vasodilatador)

Bromadiolone
(Anticoagulante, Veneno para rato)

Figura 7. Estruturas derivadas de cumarinas com atividades biologicas comprovadas.

No entanto, é importante destacar que a maioria dos artigos publicados sobre a
sintese das CPDs (vide Esquema 9) apresenta limitacdes no que diz respeito a
caracterizacdo adequada dos compostos. Os dados disponiveis apresentam discrepancias
entre os artigos, além da auséncia de espectros de RMN e/ou espectros de massas. Por
exemplo, para a mesma estrutura molecular (4-fenil-3,4-dihidro-2H-cromeno[4,3-
d]pirimidina-2,5(1H)-diona), foram encontradas faixas de PFs que variam de 160-162
°C,%55 211-213 °C®® até 265-267 °C.5 Essas diferencas significativas nos PFs (variagio
de até 107 °C) ndo sdo explicadas em nenhuma publicagéo, levantando davidas sobre a
confiabilidade dos dados apresentados por esses estudos.

Da mesma forma, essas caracteristicas sdo observadas nas RMCs variantes de
Biginelli para a sintese de difenilpiranocumarinas (DPC), pirano-cromeno-carbonitrilas

(PCN) e tiazo-cromeno-pirimidinona (TCP) nas quais sao relatadas diversas, porem 0s



20

Introducéo

dados referentes a caracterizacdo desses compostos sdo conflitantes. Em vista disso, essas

RMCs representam alvos ideais para um estudo minucioso.
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Tiazo-cromenopirimidinona (TCP)

Esquema 9. Esquemas reacionais para a sintese da CPD, DPC, PCN e TCP.

Embora as RMCs tenham demonstrado produtos com relatos de atividades
bioldgicas interessantes, € crucial adotar cautela devido as limitagdes encontradas na
caracterizagdo adequada desses compostos. As discrepancias nos pontos de fusdo e a falta
de espectros de RMN e espectros de massas suscitam gquestionamentos sobre a validade

dos resultados obtidos. Portanto, € essencial realizar estudos aprofundados nessas RMCs,
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aprimorar os métodos de caracterizacdo e investigar mais detalhadamente os produtos
obtidos, a fim de garantir a confiabilidade dos artigos cientificos e, 0 mais importante, a

relevancia bioldgica desses compostos.
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Objetivo geral:

O objetivo desta dissertagdo foi analisar o efeito de solvente em RMCs variantes de
Biginelli que apresentam divergéncias nos dados relatados na literatura, com o propdésito
de investigar as causas dessas discrepancias e, Se necessario, corrigir 0s possiveis erros
publicados. O estudo buscou compreender as razdes por tras das diferencas observadas e
fornecer uma analise critica dos resultados obtidos, contribuindo para o avanco do

conhecimento e aprimoramento da confiabilidade das informacGes na area das RMCs.
Objetivos especificos:

e Estudar o efeito de solvente em RMCs variantes de Biginelli

e Otimizar as condicOes reacionais dessas RMCs

e Confirmar as atribuicdes estruturais dos adutos reportados na literatura utilizando
as técnicas apropriadas como FTIR, *H e ¥*C RMN e HRMS;

e Verificar rotas mecanisticas operantes na RMC variante de Biginelli;

e Sintetizar adutos das RMCs estudadas;

e Avaliar a atividade bioldgica dos compostos.
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Materiais e Métodos

Medida de ponto de fuséo (PF)

Os pontos de fusdo foram medidos em um equipamento Thomas Hoover da marca

Unimelt. A taxa de aquecimento para as analises foi de 1 °C min™.

Espectrometria de absorgcdo no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de absor¢do no infravermelho foram adquiridos no equipamento
Espectrometro de Infravermelho com transformada de Fourier da marca Varian, modelo
640. As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr e a faixa de nimero de onda
analisada foi de 4000 até 400 cm™.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (*H) e carbono (*3C)
foram registrados em espectrometro Brucker com sonda de didmetro interno de 5 mm. A
frequéncia de operacéo para *H é de 600 MHz ou 300MHz e para *C é de 150 MHz ou
75 MHz. Os deslocamentos quimicos sdo expressos em o (ppm). As amostras foram
preparadas com aproximadamente 20 mg em DMSO-ds ou CDClz como o padrdo TMS
(6 =0,00 ppm). A constante de acoplamento € definida por J e os padrbes de acoplamento
sdo definidos por: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), m (multipleto), dd (duplo dupleto),
dt (duplo tripleto).

Analise elementar (CHN)

A anélise elementar (CHN) foi conduzida utilizando cerca de 2 mg de cada amostra, as
quais foram processadas em um analisador modelo 2400 Series | CHNS/O. A combustéo
completa dos analitos ocorreu a uma temperatura de 925 °C, em uma atmosfera oxidante

composta por oxigénio (Oy).
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Espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS)

As analises de espectrometria de massas ESI(+)-MS(/MS) foram realizadas no
equipamento AB Sciex TripleTOF 5600+, fonte de ionizacdo electrospray (ESI),
analisador quadrupolo e tempo de voo (Q-TOF). Para injecdo no equipamento, as
amostras puras foram diluidas até a concentracdo de 10 mol L™t em agua ou metanol
com 0,1 % (v/v) de &cido férmico. Para 0 acompanhamento das rea¢des, com ou sem 0s
reagentes cationicamente marcados, 1 uL da reacdo foi diluida em 1 mL de &gua ou
metanol. A janela de massa analisada foi de m/z 50 até m/z 1000. Temperatura da fonte

de ionizacdo de 450 °C e voltagem do campo de 5500 V.

Condicdes experimentais nas tentativas de sintese de derivados CPDs

Para a investigacdo da sintese da CPD foram reproduzidas algumas condicOes
experimentais reportadas em alguns artigos. J& as metodologias novas testadas estdo

indicadas com “este trabalho”.

Vale ressaltar que em nenhuma reacdo foi detectada a formacédo da CPD, apenas

foi formado o dicumarol (DC).

Condicdo 1:% Em um tubo de ensaio, foram adicionadas proporcdes equimolares de 4-
hidroxicumarina (1 mmol), benzaldeido (1 mmol) e ureia (1 mmol). Adicionou-se 10
mol% de L-prolina (11 mg) como catalisador e 1 mL de 4gua como solvente. A mistura
foi irradiada com micro-ondas (150 W) e mantida a 70 °C por 10 minutos. Apds a
conclusdo da reacdo, o solido formado foi filtrado, lavado com EtOH/H20 (1:1, v/v), seco

e recristalizado em etanol. Rendimento isolado de 59% (DC-01).

Condic&o 2:* Em um balo de fundo redondo, foram adicionados 4-hidroxicumarina (1
mmol), benzaldeido (1 mmol), ureia (1 mmol), 10 mol% de laurilsulfato de sddio (SLS)
(30 mg) e 5 mL de &gua. A mistura foi agitada por 5 h a 25 °C. O precipitado foi filtrado,
lavado com EtOH/H-0 (1:1, v/v), seco e recristalizado em etanol. Rendimento isolado de
34% (DC-01).

Condicéo 3:%° 4-hidroxicumarina (1 mmol), benzaldeido (1 mmol), ureia (1 mmol), 20
mol% de laurilsulfato de sddio (SLS) (60 mg), 2 gotas de acido acético concentrado e 10
mL de agua foram adicionados em um frasco Schlenk. A mistura de reagdo foi mantida a

100 °C por 6 h. Ao final do tempo, a reacdo foi resfriada a temperatura ambiente e o
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solido precipitado foi filtrado, lavado com agua quente (30 mL, 80°C) e 5 mL de etanol.
Em seguida, o sélido foi seco e lavado com etanol quente. Rendimento isolado: 51% (DC-
01).

Condicdo 4 (este trabalho): Em um tubo Schlenk, foram adicionados 1 mmol dos
seguintes reagentes: 4-hidroxicumarina, benzaldeido, ureia e 5 mol% de catalisador
superécido (MSI1)sPW (0,17 g). Para fins de estudo do efeito do solvente, foram utilizados
diferentes solventes em diferentes reacdes, sendo adicionados 1 mL de cada um dos
seguintes solventes: agua, etanol, metanol, acetato de etila, terc-butanol, acetonitrila,
hexano, THF, dioxano, trietilamina, ciclo-hexano, octanol, 2,2,2-trifluoroetan-1-ol,
acetona, cloroférmio, BMI.PFs, BMI.BF4, BMI.NTf;, diclorometano, tolueno, p-cimeno,
limoneno e sem solvente. A reacdo foi mantida por 1 h a 80 °C. Apos a conclusdo da
reacdo, o precipitado foi filtrado, lavado com &agua quente e depois etanol, seco e

recristalizado em etanol.

Metodologia de sintese do Dicumarol (DC)

Em um tubo de Schlenk selado, foram adicionados 2 mmol de 4-hidroxicumarina, 1 mmol
de aldeido, 5 mol% de catalisador (MSI)3:PW e 1 mL de 4gua como solvente, a 80 °C por
1 h. Ap6s a conclusdo da reacdo, o precipitado foi filtrado e lavado com uma solucéo
quente de EtOH/H0O (1:1, v/v). Em seguida, ap6s a secagem, o produto desejado foi
recristalizado em etanol para obter o produto puro. Rendimento do produto isolado de
89%.

3,3'-(Fenilmetileno)bis(4-hidroxi-2H-cromen-2-ona) - (DC-01): Rendimento 403 mg
(88%) e 2,5 g (93%, para sintese multigrama); Solido branco; PF 230-231 °C; RMN de
'H (600 MHz, DMSO-ds) é ppm 7,92 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,60 (t, J = 8,3 Hz, 2H), 7,38
(d, J =8,3Hz,2H), 7,33 (t, J = 7,9 Hz, 2H), 7,24 (t, J = 7,9 Hz, 2H), 7,17 — 7,14 (m,
3H), 6,39 (s, 1H); 3C{*H} RMN (150 MHz, DMSO-dg) 6 ppm 165,1, 164,9, 152,2, 139,7,
132,0, 128,1, 126,7, 125,7, 123,9, 123,8, 118,0, 116,0, 104,2, 36,0; FTIR (cm™) 3446,
3068, 2736, 2615, 1660, 1616, 1604, 1567, 1495, 1450, 1346, 1299, 1182, 1093, 759;
HRMS (ESI) m/z [M + H]" calculado para [CosH1606 + H]*, 413,1020, encontrado,
413,10109.
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3,3'-((4-Metoxifenil)metileno)bis(4-hidroxi-2H-cromen-2-ona) - (DC-02):
Rendimento 267 mg (89%); Solido brando; PF 247-248 °C, RMN de 'H (600 MHz,
DMSO-dg) 6 ppm 7,92 (d, J=7,9 Hz, 2H), 7,60 (t, J = 7,9 Hz, 2H), 7,39 (dd, J = 7,9, 2,1
Hz, 2H), 7,34 (td, J = 7,9, 2,1 Hz, 2H), 7,07 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,80 (d, J = 8,4 Hz, 2H),
6,31 (s, 1H), 3,70 (s, 3H), *C{*H} RMN (150 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 164,9, 157,4,
152,2, 132,0, 131,2, 127,8, 123,9, 117,7, 116,0, 113,6, 104,5, 55,0, 35,2, FTIR (cm™)
3448, 3068, 3002, 2937, 2836, 2732, 2616, 1668, 1617, 1604, 1560, 1510, 1454, 1353,
1309, 1257, 1178, 1093, 767 HRMS (ESI) m/z [M + H]" calculado para [C2sH1807 + H]*
443,1125 encontrado, 443,1122.

3,3'-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-ylmethylene)bis(4-hydroxy-2H-chromen-2-one)  (DC-
03): Rendimento 232 mg (90%); So6lido amarelo claro; PF 258-260 °C; RMN de *H (600
MHz, DMSO-dg) 6 ppm 7,92 (dd, J =7,9, 1,5 Hz, 2H), 7,59 (td, J = 7,9, 1,5 Hz, 2H), 7,36
(d,J=17,9,2H), 7,32 (t, 7,9, 2H), 6,76 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,71 (s, 1H), 6,62 (t, J = 8,2
Hz, 1H), 6,26 (s, 1H), 5,94 (s, 2H); C{*H} RMN (150 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 165,2,
164,8, 152,3, 147,4, 145,3, 133,7, 132,0, 123,9, 123,8, 119,5, 117,9, 116,0, 107,8, 107,6,
104,4, 100,7, 35,8; FTIR (cm™) 3448, 3081, 2898, 2736, 2615, 1662, 1616, 1602, 1567,
1488, 1436, 1344, 1309, 1236, 1097, 1039, 763; HRMS (ESI) m/z [M + H]" calculado
para [C2sH160s + H]*, 457,0918, encontrado, 457,0916.

3,3"'-((4-bromophenyl)methylene)bis(4-hydroxy-2H-chromen-2-one) (DC-04):
Rendimento 346 mg (89%); Solido branco; PF 267-268 °C; RMN de H (600 MHz,
DMSO-de) 6 ppm 7,89 (d, J=7,9, Hz, 2H), 7,58 (t, J = 7,9 Hz, 2H), 7,38 (d, J = 8,6 Hz,
2H), 7,35 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,31 (t, J = 7,9, 2H), 7,11 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,29 (s, 1H);
B3C{*H} RMN (150 MHz, DMSO-ds) ¢ ppm 165,8, 164,7, 152,3, 140,1, 131,9, 130,8,
129,2, 124,0, 123,7, 118,5, 118,4, 116,0, 103,8, 35,8; FTIR (cm™) 3428, 3070, 2728,
2609, 1668, 1617, 1604, 1560, 1488, 1351, 1307, 1093, 765, HRMS (ESI) m/z [M + H]*
calculado para [C2sH15BrOg + H]*, 491,0125, encontrado, 491,0120.
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3,3'-((4-(Dimethylamino)phenyl)methylene)bis(4-hydroxy-2H-chromen-2-one)
(DC-05): Rendimento 235 mg (85%); Pink solid; mp 200-201 °C; RMN de *H (600 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 7,83 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,52 (t, J = 7,9 Hz, 2H), 7,44 (d, J = 7,9 Hz,
2H), 7,31-7,23 (m, 7H), 6,30 (s, 1H), 3,15 (s, 6H); *C{*H} RMN (150 MHz, DMSO-ds)
o ppm 167,5, 164,4, 1525, 131,2, 128,2, 124,1, 123,0, 119,6, 115,6, 103,0, 45,6, 36,0;
FTIR (cm™) 3434, 3045, 2917, 2792, 1673, 1606, 1540, 1400, 1351, 1043, 755; HRMS
(ESI) m/z [M + H]" calculado para [C27H21NOs + H]", 456,1442, encontrado, 456,1439.

Metodologia de reciclo do catalisador (MSI)sPW

Em uma sintese multigrama do DC-01, empregando 10 mmol de 4-hidroxicumarina, 10
mmol de benzaldeido e 5 mol% do catalisador (MSI)sPW, os reagentes foram
combinados em um baldo contendo 10 mL de &gua e a reacdo foi conduzida a 80 °C por
1 h. Apds o periodo estipulado, o produto precipitado foi filtrado e lavado com 10 mL de
uma solugdo quente de EtOH/H20 (1:1, v/v). A agua-mae, aproximadamente 20 mL, foi
transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e submetida a secagem em evaporador
rotativo. O sélido remanescente no baldo foi lavado com etanol e seco sob pressdo
reduzida. O catalisador recuperado foi utilizado em mais duas reacGes idénticas,
resultando em rendimentos de sintese para o DC-01 de 93%, 93%, e 90%,

respectivamente.

Metodologias de sintese da pirano-cromeno-carbonitrila (PCN)

Método 1: Foram adicionados 5 mmol de benzaldeido, 5 mmol de malononitrila e 5 mol%
de ureia em um baldo de fundo redondo com 5 mL de solu¢do EtOH/H.0 (1:1, viv). A
mistura foi agitada por 20 min a 30 °C e, em seguida, 5 mmol de 4-hidroxicumarina foram
adicionados. A reacdo foi mantida a 30 °C por 6 h. O soélido precipitado foi filtrado e
lavado com a mesma solugdo de EtOH/H20. O sdélido foi recristalizado em etanol.

Rendimento isolado: 78%.

Metodo 2: Em um baldo de fundo redondo, uma mistura reacional foi preparada,
composta por 1 mmol de malononitrila, 1 mmol de benzaldeido e 1 mmol de 4-
hidroxicumarina. Adicionalmente, 10 mol% de um catalisador foram incorporados, sendo
as opgdes disponiveis Na2COg, t-BuOK, HCI, HPW ou 5 mol% do (MSI)sPW. A reacdo
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foi iniciada pela adi¢do de 1 mL de uma solu¢do EtOH/H-0 (1:1, v/v) a mistura reacional.
O sistema foi entdo aquecido a 80 °C e mantido a essa temperatura por um periodo de 30
min. Essa metodologia busca facilitar a sintese desejada, destacando 0s reagentes,
catalisadores e solventes utilizados, além de fornecer informagdes especificas sobre a

temperatura e o tempo de reacéo.

2-amino-5-oxo-4-fenil-4H,5H-pirano[3,2-c]cromeno-3-carbonitrila — (PCN):

Rendimento 1,24 g (78%, Método 1) e 0,24 g (49%, Método 2); Solido branco; PF 257-
259 °C; RMN de 'H (600 MHz, DMSO-dg) 6 ppm 7,91 (dd, J = 8,0, 1,5 Hz, 1H), 7,70
(ddd, J=8,4, 7,5 Hz, 1,5, 1H), 7,48 (ddd, J = 8,0, 7,5, 1,0 Hz, 1H), 7,45 (dd, J = 8,4, 1,0
Hz, 1H), 7,40 (s, 2H), 7,31 (m, 2H), 7,24 (m, 3H), 4,44 (s, 1H); 3C{*H}in RMN (150
MHz, DMSO-de) 6 ppm 159,6, 158,3, 153,5, 152,2, 143,4, 133,0, 128,6, 127,7, 127,2,
124,7,122,5,119,3, 116,6, 113,0, 104,4, 58,0, 37,0; FTIR (cm™) 3378, 3284, 3180, 2198,
1708, 1673, 1608, 1380, 1058; HRMS (ESI) m/z [M + H]" calculado para [C19H12N203 +
H]*, 317,0921, encontrado, 317,0923.

Metodologia de Sintese da 10,10-dimetil-7-fenil-7,9,10,11-tetraidro-6H,8H-

cromeno[4,3-b]Jcromeno-6,8-diona (TCC)

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados: 4-hidroxicumarina (5 mmol), 5,5-
dimetilciclo-1,3-dimedona (5 mmol), benzaldeido (5 mmaol) (MSI)sPW (5 mol%), e dgua
(10 mL). A mistura resultante foi aquecida a 80 °C e agitada a essa temperatura por 2 h
antes de ser resfriada a temperatura ambiente, filtrada e lavada com agua quente para
separar o catalisador. O produto bruto resultante foi purificado por recristalizacdo com
EtOH/CHCI> (1:4, v/v). Rendimento isolado: 68%.

10,10-dimetil-7-fenil-7,9,10,11-tetrahidro-6H,8H-cromeno[4,3-b]cromene-6,8-dione
- (TCC):

Rendimento 1,23 g (63%), Sélido branco; PF 222-224 °C; RMN de H (600 MHz, CDCls)
d ppm 7,81 (dd, J = 7,9, 1,5 Hz, 1H), 7,50 (ddd, J = 8,7, 7,5, 1,5 Hz, 1H), 7,33-7,24 (m,
4H), 7,19 (t, J=7,7 Hz, 1H), 7,09 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 4,90 (s, 1H), 2,63 (9, J = 17,0 Hz,
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2H), 2,23 (q, J = 17,0 Hz, 2H), 1,11 (s, 3H), 1,03 (s, 3H); *C{*H} RMN 6 ppm 196,1,
162,1, 160,7, 154,0, 152,7, 142,6, 132,3, 128,7, 128,4, 127,2, 124,4, 122,6, 117,0, 115,3,
113,8, 106,9, 50,8, 40,9, 33,5, 32,5, 29,3, 27,7; FTIR (cm™) 3425, 3064, 2956, 2869,
1714, 1658, 1365, 1192, 1170, 1055, 761, HRMS (ESI) m/z [M + H]" calculado para
[C24H2004 + H]", 373,1434; encontrado, 373,1438.

Bioensaio de coledptilo de trigo estiolado

Para conduzir o experimento, sementes de trigo da variedade Triticum aestivum cv. Duro
foram inicialmente umedecidas com &gua (15 mL para 100 sementes) e, em seguida,
colocadas em placas de Petri. Essas placas foram dispostas em uma camara de germinacéo
mantida a uma temperatura constante de aproximadamente 25 °C, em completa auséncia

de luz.

Apds decorridas 72 h, foram cuidadosamente coletados fragmentos de coleoptilos
com 4 mm de comprimento. O corte precisou ser realizado imediatamente abaixo dos
primeiros 2 mm da extremidade do coleoptilo, sendo que todo esse processo ocorreu sob

uma iluminacéo verde.

Quanto aos procedimentos de teste, os produtos obtidos da RMC da CPDs e 0s
dicumarois (DCs) foram previamente dissolvidos em DMSO. Posteriormente, essas
solucdes foram diluidas em um tampédo de citrato/fosfato com pH ajustado para 5,6 e
enriquecido com 2% de sacarose. As diluicdes foram preparadas para atingir as 5
concentragdes finais de: (i) 1,0 x 10 mol L, (ii) 3,0 x 10 mol L%; (iii) 1,0 x 10" mol
Lt (iv) 3,0x 10° mol Lt e (v) 1,0 x 10° mol L.

Dois controles foram estabelecidos: um utilizando uma solucdo pura de tampéo
com a adicdo de DMSO (atuando como controle negativo) e outro contendo o herbicida

de referéncia, Logran® (triassulfuron 0,6%), servindo como controle positivo.

Cinco fragmentos de coleoptilos foram ent&o colocados em tubos de ensaio, onde
cada tubo continha 2 mL da solucdo de teste, com trés repetices para cada nivel de
diluicdo. Os tubos foram adequadamente identificados, selados e colocados em
incubacgédo, com agitacdo constante a 6 rpm, em um agitador de cultura Stuart Scientific
SC2, em condig0es de escuridao, a uma temperatura controlada de 25 £ 1 °C, durante um

periodo de 24 h. Apos essa fase de incubacéo, a avaliagdo do aumento no comprimento
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dos coleoptilos foi realizada. Esses coledptilos foram dispostos em uma superficie preta,
sendo divididos em células retangulares de tamanho padréo (40 x 20 mm) e categorizados
de acordo com sua diluicdo e repeti¢do. Os comprimentos dos fragmentos foram medidos

através do software ImageJ.

Bioimageamento celular

A linhagem celular de cancer de mama (MCF-7) foi mantida seguindo as recomendagdes
da American Type Culture Collection (ATCC). O DC-03 e o Monastrol foram diluidos
para 100 uM em Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 0,1%
de DMSO e 10% de soro fetal bovino. Setenta mil células foram semeadas em laminas
de vidro de 13 mm dentro de uma placa de 24 pogos por 48 h, alcangando 75% de
confluéncia. As amostras foram divididas em trés grupos e incubadas nas seguintes
condicdes por 48 h: (A) controle negativo incubado apenas com meio de cultura mais
0,1% de DMSO; (B) controle positivo incubado com Monastrol a 100 uM; e (C) incubado
com DC-03 a 100 uM. Apos 48 h, as amostras foram lavadas trés vezes com PBS morno
(37 °C), pH 7,4, e submetidas a procedimentos de fixacdo em formaldeido a 3,7% por 30
min a temperatura ambiente. O mesmo procedimento foi realizado para o DC-03

contaminado com ureia.

Ensaio de imunofluorescéncia

As amostras fixadas foram permeabilizadas em Triton X-100 a 0,1% por 20 min e, em
seguida, incubadas em uma solucdo de blogueio (PBS, pH 7,4, 1% de leite desnatado,
2,5% de albumina de soro bovino, 8% de soro fetal bovino) por mais 20 min.
Posteriormente, as amostras foram incubadas com um anticorpo primario (anti-o-
tubulina) produzido em camundongo por 16 h a 4 °C. Apos trés lavagens com PBS, pH
7,4, a temperatura ambiente, as amostras foram incubadas por 1 h a 37 °C com um
anticorpo secundario, Alexa Fluor 594 anti-camundongo (5 ug mL-1), no escuro. Apés
trés lavagens adicionais em PBS, pH 7,4, as amostras foram incubadas por 5 min com
DAPI (300 nM) para corar o nucleo celular. Apds mais trés lavagens em PBS, pH 7,4, as
amostras foram montadas em laminas de vidro usando o agente ProLong Gold Antifade

e analisadas usando um microscépio confocal de varredura a laser.
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Métodos computacionais:

Detalhes da Simulacgdo de Docking e Dindmica Molecular (DM):

Etapa de preparacdo: A estrutura 1Q0B foi obtida do Protein Data Bank (PDB), por
meio do UCSF Chimera. A unidade assimétrica inicialmente compreendia um dimero da
Eg5 com duas moléculas de Monastrol e duas moléculas de ADP. Realizou-se a remocao
de um monémero e do excesso de moléculas de &gua cristalizadas, resultando em um
mondmero, ADP complexado com Mg?* e moléculas de agua adjacentes, além do
Monastrol. Para garantir a minimizacdo dos impedimentos estéricos entre os ligantes e a
proteina, a estrutura cristalina foi relaxada inicialmente por meio de uma minimizacéo de
energia e uma breve simulacéo de dindmica molecular restrita a 4tomos pesados (NVT)
a 298 K no GROMACS 2020. A parametrizacdo da proteina foi realizada com o campo
de forca ff14SB, enquanto a dos ligantes foi feita com GAFF2, incluindo cargas AM1-
BCC.

Etapa da simulacdo de docking: Apos assegurar que qualquer impedimento
estérico fosse minimizado, o0 Monastrol foi removido do sitio de ligacdo, e a superficie da
proteina foi gerada utilizando o programa DMS®* com um &tomo sonda de raio de 1,4 A.
Esferas de ancoragem foram geradas dentro do sitio de ligagdo com o DOCK’s sphgen.5?
As grades de energia do 1Q0B foram geradas utilizando o programa grid.%® Cada ponto
da grade possuia um termo de energia coulombiana usando uma dielétrica dependente da
distancia de 4r e um termo Lennard Jones de 6-9. O Dicoumarol foi ancorado usando o
score de grade do DOCKS®, e a melhor pose de ligacdo foi minimizada e reavaliada usando
0 score de Energia Continua (CE) do DOCK®6. O ligante original, Monastrol, foi
minimizado e pontuado com CE. Footprints energéticos foram geradas para as estruturas

minimizadas no sitio de ligag&o.

Etapa de Dinamica Molecular (DM): As poses originais do Monastrol e a
melhor pose pontuada do DC-03 foram preparadas para DM de maneira semelhante a
etapa de preparacdo pré-ancoragem. O receptor foi atribuido com parédmetros ff14SB,
enquanto os ligantes receberam pardmetros GAFF2 e cargas AM1-BCC. Utilizou-se o
programa Tleap para solvatar e neutralizar cada complexo receptor-ligante. A etapa de
producdo de 10 ns foi precedida por uma minimizagao e quatro etapas de equilibracdo. A

minimizagdo de energia foi realizada com um algoritmo steepest descent, com uma
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tolerancia de energia de 10 kJ/mol e passos de 0,01 kJ mol™. A primeira etapa de
equilibracdo (NVT) consistiu em uma simulacdo de 100 ps com um integrador de
Langevin configurado para gerar configuracdes a 298 K, com um passo de 2 fs. Todos 0s
atomos pesados que ndo sdo de moléculas de solvente foram mantidos em seus lugares
por uma restricdo de posicéo de 1000 kJ mol™. A segunda etapa de equilibragio (NPT _1)
foi configurada da mesma forma que a etapa de equilibragdo NVT, com a adigdo de um
barostato de Berendsen para levar a densidade e a pressdo da caixa de simulagéo a
condicdes quase equilibradas a 1 bar. A terceira etapa de equilibracdo (NPT _2) utilizou
0 barostato de Parrinello-Rahman para garantir que a amostragem fosse adequada no
ensemble isotérmico-isobarico. A quarta etapa de equilibracdo (NPT _3) diferiu da NPT _2
pelas restrigdes no receptor. Em NPT_3, o esqueleto foi restrito, e as cadeias laterais
foram permitidas a se mover livremente. A etapa de producédo (PROD) foi executada com
um sistema completamente sem restricGes a 298 K e 1 bar, usando 0 mesmo integrador e
barostato da etapa anterior. Exceto pela etapa de minimizag&o, as ligagdes com hidrogénio
foram constritas usando a implementagdo de LINCS do GROMACS. Interagdes de van
der Waals foram desconsideradas além de um cutoff de 12 A, com uma transicdo em 10
A, e interacBes eletrostaticas foram calculadas usando o método Particle Mesh Ewald
(PME) de ordem 4 com um cutoff no espaco real de 12 A e espacamento de grade de 1,6
A. Condicdes de contorno periddicas foram aplicadas.



33

Resultados e discussao

Resultados e discussao

Estudo de otimizacao e efeito do solvente visando a sintese da CPD

A primeira reacdo estudada nesta pesquisa foi a reacao para a formagdo da CPD, esta esta
ilustrada no Esquema 10. Como etapa inicial da investigagdio da RMC, foram
determinadas as condi¢des reacionais ideais, conduzindo experimentos variando o tempo
de reacdo, a temperatura e a quantidade de catalisador. Quanto ao catalisador, optou-se
pelo (MSI)3PW (estrutura apresentada no Esquema 10), um derivado de heteropoliacido
amplamente utilizado em diversas RMCs, incluindo RMCs de Biginelli e variantes de
Biginelli. Este catalisador demonstrou consistentemente altos rendimentos, por ter
caracteristicas de um superacido, o que resulta em eficiéncia catalitica aprimorada nas

reagOes de Biginelli e suas variantes.®

(0]
OH (o) HNJJ\NH
(o]
A + )J\ + H (MSI);PW _ N
H,N” “NH, o
(o) o 0 0
CPD-01

I\ SO;H
MSI,PW = </N@N\/V ’ >3

PW1,040%

Esquema 10. Esquema geral para a sintese da CPD via RMC baseada nas condicdes descritas na literatura.

Inicialmente, conduziu-se uma reagdo teste utilizando 1 mmol dos reagentes, 5
mol% do catalisador e mantendo a temperatura a 70 °C por 30 min, com o emprego de
agua como solvente. Durante a progressao da reacdo, foi observada a formacdo de um
precipitado branco. Ao término do tempo estipulado, procedeu-se a filtracdo do
precipitado, seguida de uma lavagem com &gua e etanol. Para caracterizar o produto,
realizaram-se analises de pontos de fusio, assim como RMN de *H e *3C. Os resultados

obtidos foram comparados com dados da literatura, apresentando concordancia.

O ponto de fuséo registrado situou-se na faixa de 160-162 °C,%7 no entanto, na
literatura é encontrada uma grande variedade de valores para o PF, como sera discutido
neste trabalho. Os espectros de RMN de *H e 3C foram disponibilizados na Figura 8.

Apesar de algumas pequenas discrepancias terem sido observadas nos sinais e integracoes
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do espectro de *H e o nimero de sinais no espectro de *C, levantando ddvidas sobre a
estrutura do composto, optou-se por considera-la correta, dado que a molécula j& havia
sido amplamente estudada e todo os sinais eram condizentes com 0s sinais relatados na

literatura.ss-7

As atribuicdes dos sinais dos RMNs de 'H e °C apresentadas na Figura 7 sdo:
RMN de H (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 7,91 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,59 (t, J = 8,3 Hz,
2H), 7,38-7,30 (m, 4H), 7,26-7,24 (m, 2H), 7,17-7,14 (m, 3H), 6,37 (s, 1H); *C{*H}
RMN (75 MHz, DMSO-dg) 0 ppm 165,4, 164,9, 152,3, 139,9, 132,0, 128,1, 126,6, 125,6,
124,0, 123,8, 118,0, 116,0, 104,2, 36,0.
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Figura 8. (A) Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg) para o produto formado na reagéo. (B)
Espectro de RMN de **C (75 MHz, DMSO-dg) para o produto formado na reacdo. Note que a estrutura
apresentada é da suposta CPD-01.
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Sendo assim, logo em seguida comegou-se a etapa de otimizagdo das condicdes
reacionais. No inicio do estudo, procedeu-se a variagdo da temperatura de reacdo. Para
isso, foram selecionadas as condigOes iniciais com base em condi¢fes descritas na
literatura.®® As condig@es iniciais foram: escala da reagdo 1 mmol, dgua como solvente
(0,5 mL), o tempo de 30 min e 5 mol% do catalisador (MSI)sPW. Em seguida, explorou-
se uma faixa de temperaturas entre 30 °C e 100 °C, identificando 80 °C como a

temperatura 6tima para o rendimento maximo.

Por conseguinte, promoveu-se a variagdo do tempo, mantendo constantes as
demais condicdes, incluindo temperatura, solvente e quantidade de catalisador. Diversos
intervalos de tempo reacional foram investigados, sendo que uma hora de reacdo se

destacou como o periodo mais eficiente.

Por fim, realizou-se a variagdo da concentragdo do catalisador, comegando com 0
mol% e aumentando até 10 mol%, sem modificar as condi¢des otimizadas anteriormente.

A concentracdo mais adequada foi determinada como sendo 5 mol% de catalisador.

Assim, estabeleceram-se as condi¢Ges ideais para o estudo do solvente,
compreendendo: (i) uma temperatura de 80 °C, (ii) um tempo de reacdo de 1 h e (iii) 5
mol% de catalisador. Na Figura 9 estdo representados graficamente os resultados obtidos

na otimizag&o das condigdes reacionais

Rendimente (%)
Rendimento (%)
Rendimento (%)

T T T T =
=0 40 50 @ 70 0% 1% 2% 5% 7%

Temperatura (*C) Tempo (minutos) Quantidade do catalis ador (mol%)

Figura 9. Representac@es graficas das otimizagdes das condi¢Ges reacionais. A). Otimizagdo da
temperatura B) Otimizacdo do tempo de reacdo. C) Otimizacdo da quantidade de catalisador.

Apds otimizar a RMC, propusemos a sintese de novos adutos CPDs em agua.
Esses adutos foram gerados por meio da substituicdo do aldeido aromaético e/ou da
tioureia. Os produtos resultantes passaram por caracterizagdo, incluindo determinacao do
ponto de fusdo e analise de RMN de 'H e 3C. A comparagdo dos dados de caracterizagio

obtidos com os dados da literatura revelou concordancia entre eles, mostrando que as
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substancias sintetizadas tratam-se das mesmas estruturas relatadas na literatura. As
estruturas propostas estdo apresentadas no Esquema 11, em conjunto com 0S Seus

respectivos rendimentos.

X
OH J
o X 5 mol% (MSI);PW HN™ "NH
Ntk S
Ar” “H HoN” “NH, 0,5 mL Agua; Ar
o0 o 80 °C:
i 0" o
X=(0, ) 1h.
X=(0, S)
(] s o s
HN™ "NH HN” "NH HN” "NH HNJ\NH
0" o o0 o 0" Yo o~ N o~
CPD-01 CPD-02 CDP-03 CDP-04
94% 90% 85% 84%
o s o o
( I ( ( I t ( X ‘Br ‘ff‘
CPD-05 CPD-06 CPD-07 CPD-08
80% 76% 90% 84%

Esquema 11. Estruturas da sintese dos supostos adutos de CPDs indicados pela literatura cientifica.

Com as condic¢0es reacionais otimizadas, avangou-se para a etapa de varia¢do dos
solventes. Foram selecionados 11 solventes distintos, incluindo alguns considerados
toxicos, para explorar uma ampla gama de pardmetros de Kamlet-Taft (KT),5%72 visando
obter informacgdes mecanisticas. Importante ressaltar que essa analise ndo teve a intencéo
de incorporar esses solventes na RMC ap0s atingir um estado mais sustentavel.
Adicionalmente, foram incluidos 3 liquidos idnicos como solventes para investigar seus
efeitos na RMC para a sintese da CPD-01. A escolha desses liquidos idnicos decorre de
sua viabilidade como alternativa aos solventes organicos moleculares, devido as suas
propriedades fisico-quimicas atrativas, como estabilidade térmica, pressdo de vapor
insignificante, baixa volatilidade e a capacidade de reciclagem, entre outras
caracteristicas.” Testes adicionais foram conduzidos em reacBes que demandavam
excesso de reagentes, focando na compreensdo dos efeitos dos solventes sobre o
mecanismo reacional. Destaca-se que o principal objetivo foi estabelecer condigdes ideais

para a reacdo, evitando excessos e visando a minimizacao do fator E.
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Destaca-se que o fato E é um parametro muito utilizado no conceito da Quimica
Verde atualmente, por ser uma métrica que relaciona a quantidade de rejeito produzida
em um processo. O fator E é definido como a razdo entre a massa de rejeitos pela massa

do produto desejado.® Pode ser calculado através da Equagéo 5.

Massa dos rejeitos totais
Fator E = (5)
Massa do produto

Os solventes empregados estéo listados na Tabela 1 abaixo, em conjunto com 0s
seus respectivos parametros solvatocromicos de KT. Esses parametros serdo discutidos
mais afundo ao decorrer deste trabalho.”*"® Na Tabela 2 estdo disponibilizados os
rendimentos obtidos para as rea¢@es variando o solvente e/ou variando as proporc¢des dos

reagentes.

Tabela 1. Solventes utilizados no estudo na RMC da CPD em conjunto com seus respectivos valores dos
parametros de KT.

Solvente (o} B T* Referéncia
Acetato de etila 0,00 0,45 0,55 45
Acetonitrila 0,19 0,31 0,75 44
Agua 1,17 0,47 1,09 45
BMI.BF, 0,63 0,38 1,04 45
BMI.NTf; 0,62 0,23 0,90 45
BMI.PFg 0,63 0,19 1,02 45
Diclorometano 0,04 -0,01 0,79 45
Etanol 0,83 0,75 0,51 45
Hexano -0,08 0,00 0,00 44
Metanol 0,93 0,66 0,58 45

Tolueno 0,00 0,11 0,54 44
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Tabela 2. Dados de rendimento calculado para a massa da CPD-01 em funcéo do solvente e proporcdo dos
reagentes.

(o}

@\)O\Hl . @le . i 5 mol% (MSI);PW HN)kNH
o H,N” °NH, 0,5 m;;z():l;vente; O X O
1 Hora. (o] (o]
Cumrarina Benzaldeido Ureia CPD-01
Rendimentos (%)
Proporgdo (mmol) | Cumarina : Aldeido : Ureia
Solvente 1:1:1 2:1:1 1:2:1 1:1:2 Fator-E
Acetato de etila 74% 67% 72% 62% 47
Acetonitrila 63% 85% 65% 53% 41
Agua 94% 94% 90% 71% 36
BMI.BF4 69% 93% 83% 77% 38
BMI.NTf2 80% 90% 88% 59% 39
BMI.PFe 71% 94% 75% 64% 37
Diclorometano 74% 79% 80% 75% 44
Etanol 77% 90% 75% 58% 39
Hexano 53% 63% 59% 44% 55
Metanol 65% 92% 82% 52% 38
Tolueno 55% 72% 75% 50% 47

As entradas destacadas indicam rendimentos > 90%.

Foi observado que o maior rendimento foi alcancado ao utilizar a agua como
solvente, um resultado notéavel, considerando que, entre 0s solventes testados, a 4gua é a
uma opcédo ecologicamente amigével, economicamente viavel e ndo depende de fontes
fosseis. Além disso, quando analisado os rendimentos utilizando algum reagente em
excesso, foi notado que, de forma geral, o excesso do reagente 4-hidroxicumarina
favoreceu a reacdo, enquanto o excesso de ureia prejudicou a formagcdo do composto

desejado.

Para analisar o impacto que o solvente tem na reacdo, pode-se utilizar os
parametros solvatocromicos de KT. Esses parametros sdo, respectivamente: (i) a
capacidade de doacdo de ligagdo de hidrogénio, representada por a; (ii) a capacidade
aceptora de ligacdo de hidrogénio ou doadora de pares de elétrons, representada por B; e
(iii) a polaridade/polarizabilidade, representada por ©*. A analise desses parametros de
KT se d& com a correlacdo entre o logaritmo natural da produtividade da reacéo (P),
definida como razdo molar do produto formado (7,rau0) pelo reagente limitante ndo

incorporado(NreagenteLimitante) (EquUacéo 6), com os parametros o, B e ©*. Quando ha uma
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correlacéo linear entre essas duas variaveis (Ln(P) e a. ou B ou &t*) é possivel inferir que

o0 parametro de KT em questéo esta influenciando na reacéo.

nproduto

P = -
(1 - %Rendlmento) * nreagenteLimitante

(6)

Com base nisso, os graficos de Ln(P) em relacdo aos parametros de KT foram
gerados, representados na Figura 10. Em todas as condi¢bes avaliadas, a ureia foi

selecionada como reagente limitante para o célculo de P.
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Figura 10. Gréficos correlacionado de Ln(P) com os parametros de KT para a RMC da sintese da CPD-
01. (A) Reacdo equimolar. Coeficiente de determinacéo: R? (n*) = 0,53; () = 0,50; (B) = 0,02. (B) Reagéo
com excesso do reagente 4-hidroxicumarina. Coeficiente de determinacio: R? (r*) = 0,47; (o) = 0,44; (B)
=0,02. (C) Reacdo com excesso do reagente benzaldeido. Coeficiente de determinagdo: R? (r*) = 0,47; ()
= 0,44; (B) = 0,02. (D) Reacéo com excesso de ureia. Coeficiente de determinagdo: R? (n*) = 0,62; (o) =

0,17; (B) = 0,04.

Atraves da aplicacdo da andlise de regressao linear, € possivel investigar a relacdo

entre os parametros de KT e a produtividade da reacdo, sendo essa relacdo representada

pelo coeficiente de determinacio (R?). Quanto mais proximo o R? estiver de 1, maior é a

influéncia do pardmetro KT para a reacdo. Por exemplo, na Figura 10B, o valor de R?

para o gréfico em relacdo ao parametro a foi de 0,79, enquanto para o grafico em relagédo

ao parametro B foi de 0,15. Isso indica que o parametro o apresenta uma relagédo
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aproximadamente linear com Ln(P), sugerindo que um aumento no valor de a do solvente
esta associado a uma maior produtividade na reacdo. Em contrapartida, o valor de R? para
0 parametro B sugere que ndao h& uma relacdo direta entre esse parametro e a
produtividade, indicando que as variacbes em B ndo explicam as variagbes na

produtividade, tornando B estatisticamente n&o significativo.

Para analisar e compreender os resultados desses ensaios, é imperativo examinar
o0 conhecimento ja consolidado e debatido na literatura. Nesse cenario, iremos discutir 0s
estudos que abordam o impacto do solvente na RMC de Biginelli. Na RMC de Biginelli,
¢ comum utilizar compostos 1,3-dicarbonilico como um dos componentes da reacéo,
sendo o acetoacetato de etila um exemplo classico (conforme ilustrado no Esquema 5)."
8 E reconhecido que, para a reacdo de Biginelli, esse reagente é reativo em sua forma
endlica e ndo em sua forma diceto.®* Essa constatacdo foi consolidada por alguns poucos
grupos que investigaram 0 mecanismo associado com o efeito de solvente nesta
reacdo.31%39 Nesses estudos, verificou-se que a variagio do pardmetro KT a* mantinha
uma relacdo inversamente proporcional a produtividade. Solventes com baixos valores de
n* favoreciam a manutencdo do composto acetoacetato de etila em sua forma endlica,
favorecendo assim, a cinética e a produtividade da transformacdo.®* Esses estudos
permitiram testes com utilizacdo de solventes ecologicamente sustentaveis, como 06leos
vegetais e outros solventes alternativos na RMC de Biginelli, mantendo-se nestas

condigdes, rendimentos que foram significativos.

Na reacdo variante de Biginelli estudada neste trabalho, a sintese da CPD, houve
a substituicdo do reagente 1,3-dicarbonilico pela 4-hidroxicumarina, que por sua vez é
predominantemente encontrada em sua forma endlica devido a manutencdo da estrutura
aromatica nesse estado, notavelmente mais estavel.®® Independentemente do solvente
utilizado e dos parametros de KT, a cumarina é encontrada quase exclusivamente em sua
forma enol e com reatividade nucleofilica consideravel %2 Essa caracteristica sugere que
a reatividade da cumarina permanece independente dos parametros de KT dos solventes
empregados, ampliando assim a gama de oportunidades para explorar diversos outros

solventes, como fora realizado nos experimentos anteriores.

Para compreender as possiveis os efeitos gerados pelos solventes na reacdo, é
preciso entender as trés rotas mecanisticas possiveis para esta reagdo variante de Biginelli.

As trés propostas estdo ilustradas no Esquema 12, e elas tiveram como base 0s
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mecanismos encontradas na literatura.5®%%659% Embora, até 0o momento, nenhuma
evidéncia experimental tenha sido fornecida para a elucidacdo dos mecanismos
propostos. Esses mecanismos serdo discutidos mais profundamente ao decorrer deste
trabalho.

Esquema 12. Representacdo dos mecanismos propostos para a reacdo de sintese da CPD-01 usando-se
uma transformagéo multicomponente variante de Biginelli. Observa-se que o mecanismo da enamina é o
mais improvével tendo a cumarina como um dos reagentes. Nota-se, também, que ha um paralelo entre
estes 3 mecanismos propostos da literatura e os 3 mecanismos debatidos para a reacéo de Biginelli.

Nas consideracdes sobre as rotas vidveis para a transformacdo, focalizam-se
exclusivamente as rotas do iminio e de Knoevenagel. Conforme discutido previamente, a
4-hidroxicumarina predomina em sua forma endlica, sem evidéncias do tautdmero ceto.%

Dessa forma, € plausivel descartar o0 mecanismo da enamina.

Quanto a influéncia dos solventes nas rotas mecanisticas, registros indicam que o
pardmetro KT B assume papel central como descritor primario na assisténcia a rota de
Knoevenagel. Maiores valores de B, conforme documentado, favorecem a formacéo do

produto, presumindo que a rota principal seja a de Knoevenagel.®” Em contraste, outro
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estudo® aponta que, dependendo das condigGes cataliticas, o descritor critico seria o w*,
promovendo a rota do iminio. Solventes de menor polaridade, nesse contexto,
favoreceriam a reacdo, embora 0 mesmo estudo tenha observado que o descritor a ndo

apresentou correlacéo estatisticamente significativa.*®

Ao analisar os dados ilustrados na Figura 10, é evidente que elevados valores do
pardmetro KT a promoveram a formagéo do produto, indicando que a rota favorecida foi
a do iminio. A primeira vista, os resultados de nossos experimentos podem parecer
I6gicos e promissores na elucidacdo da transformacdo. No entanto, como demonstrado
em outro trabalho,® o pardmetro a geralmente ndo estd correlacionado com a
produtividade para reacOes de Biginelli. Portanto, os resultados da reacdo da CPD
contradizem o comportamento esperado derivado de um modelo robusto de efeito de

solvente, tornando 0s nossos resultados questionaveis.

Neste estagio, tornou-se crucial conduzir uma andlise mais abrangente dos
resultados obtidos e empregar técnicas espectroscopicas para compreender e esclarecer

as contradicdes observadas.

Avaliacéo detalhada dos dados espectroscopicos para a CPD.

Em qualquer estudo de sintese molecular, a andlise dos dados espectroscopicos
desempenha um papel fundamental na identificacdo e validagéo da estrutura do composto
sintetizado. E crucial que os resultados espectroscopicos de todas as técnicas empregadas
estejam em conformidade com a estrutura molecular proposta. E importante destacar que
cada técnica ou experimento utilizado para determinar a estrutura de um composto
quimico possui suas proprias vantagens e limitacGes. Portanto, a utilizagcdo de varias
técnicas de analise € uma abordagem prudente para evitar possiveis erros na elucidagédo
da estrutura molecular. Isso garante uma maior confiabilidade nos resultados e uma

compreensdo mais completa das caracteristicas do composto em estudo.

Conforme avangadvamos no desenvolvimento deste estudo, comegaram a surgir
discrepancias significativas nos dados fisico-quimicos e espectroscopicos em relagdo a
estrutura da CPD-01. Essas disparidades se manifestaram ndo apenas no efeito de

solvente, mas também em quase todas as analises feitas para a CPD, isso em relacdo aos
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valores encontrados na literatura, mas também em relacdo a estrutura proposta. A

primeira indicag&o clara disso surgiu durante a analise do ponto de fuséo.

Com relacdo ao ponto de fuséo, a maior parte das medidas realizadas para a CPD-
01 estava em concordancia com os valores encontrados na literatura, situando-se na faixa
de 160-162 °C. No entanto, quando esses valores divergiam dessa faixa, presumia-se a
presenca de impurezas no produto, o que levava a decisdo de recristaliza-lo utilizando
etanol. ApGs 0 processo de recristalizacdo, ao medir novamente o ponto de fuséo,
observou-se uma significativa elevacdo para a faixa de 229-230 °C, bem acima do valor
de referéncia na literatura. Esse fenémeno, até entdo inédito em qualquer dos artigos que
relatavam a sintese da CPD-01, chamou atenc¢do, porém, naquele momento, ainda ndo

havia explicacdes plausiveis para essa notavel alteracdo no ponto de fuséo.

Essa discrepancia também se manifestou nos espectros de RMN de H e *C.
Inicialmente, no espectro de RMN de tH, dois pontos criticos divergiram entre os dados
experimentais e as expectativas tedricas, bem como em relagcdo aos espectros encontrados
na literatura. O primeiro ponto de destaque referia-se ao deslocamento quimico (J) do
sinal do hidrogénio benzilico na estrutura da CPD-01, o qual poderia ser previsto como
um simpleto com ¢ de =~ 4,50 ppm. O segundo ponto destacado estava relacionado as
integracOes dos hidrogénios na estrutura da CPD-01, as quais revelaram uma contagem
de hidrogénios superior ao esperado. Para esclarecer essas discrepancias, os dados
teoricos referentes ao deslocamento quimico dos hidrogénios e a proporcao de integracdo

estdo detalhadamente apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Estimativas para as multiplicidades, integrais e deslocamentos quimicos de um espectro de RMN
de *H para a CPD-01.

Deslocamento
quimico tedrico (J)
(ppm)?
5,13
7,28
7,28
7,29
8,32
7,41
7,70
8 d 1 7,36
@ Deslocamentos previstos no Software ChemDraw Professional 22.

Multiplicidade de  Proporcéo

Hidrogenio sinal do Hidrogénio da Integral

N oW N e
— = O ~ ~ O uw
P P PP NN

De imediato, sdo notadas algumas diferencas entre os dados obtidos

experimentalmente (Figura 8A) e os dados tedricos (Tabela 3), das quais sdo:

» O sinal do hidrogénio benzilico (H1) que era esperado como um simpleto em &
5,13 ppm foi observado em ¢ 6,37 ppm, um valor muito mais elevado do que o
previsto teoricamente e, em principio, sem nenhuma explicacdo adequada.

» Os sinais que a parecem no espectro (Figura 8) em ¢ 7,91 ppm e 6 7,59 ppm, que
sdo do ndcleo da cumarina, deveriam ter integrais para um hidrogénio, foram
observados com integrais para dois hidrogénios, podendo indicar a presenca de 2
cumarinas na estrutura.

» A estrutura da CPD-01 previa a detecgdo de 10 hidrogénios, no entanto, foram

detectados 14 hidrogénios no espectro experimental.

Essas diferencas levantam dividas sobre a correspondéncia entre a estrutura

proposta para a CPD-01 e os resultados experimentais.

Com relacdo ao espectro de RMN de **C (Figura 8B), na estrutura da CPD-01,
existem 15 carbonos quimicamente distintos, esperando-se que apresentem ¢ distintos.
No entanto, nos dados experimentais, foram identificados apenas 14 carbonos

guimicamente distintos. Essa discrepancia pode ser atribuida a natureza aromatica da
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estrutura, 0 que pode resultar na sobreposicdo de alguns sinais de carbonos e,
consequentemente, na contagem reduzida. Todavia, essa diferenca no nimero de sinais
de carbonos também suscita questionamentos sobre a estrutura proposta. Considerando-
se que o RMN de *3C foi adquirido em uma frequéncia de 75 MHz e 150 MHz, a
possibilidade de sobreposicdo dos sinais de dois carbonos desta estrutura simples é ainda

mais reduzida.

Neste contexto, foram propostos experimentos adicionais com o objetivo de
realizar uma caracterizacdo estrutural mais abrangente das CPDs. Até o momento, a
caracterizacdo havia sido realizada principalmente por meio de comparagc6es com dados
da literatura, incluindo medidas de ponto de fusdo e analises dos espectros de RMN de
'H e 13C, que por sua vez eram em grande parte concordantes. Os experimentos adicionais
propostos foram: (i) analise elementar CHN e (ii) espectrometria de massas de alta
resolugédo (HRMS).

Até o momento, os dados espectroscopicos ndo forneceram evidéncias
inquestiondveis para confirmar ou refutar a estrutura proposta da CPD-01. Portanto, os
experimentos adicionais propostos servem para esclarecer essa questdo. O primeiro
experimento adicional consistiu na analise elementar de CHN, que foi conduzida para as
oito estruturas CPDs (estruturas ilustradas no Esquema 11). Ja nesse experimento, 0s
resultados obtidos ndo se mostraram consistentes com nenhuma das estruturas propostas.
A comparagdo entre os dados experimentais e tedricos estdo apresentados na Tabela 4
abaixo.

Tabela 4. Comparacdo entre os dados experimentais e tedricos das analises elementares CHN para as

estruturas CPDs. Os valores destacados em vermelho so para enfatizar a diferenca significativa (& > 70%)
entre os valores experimentais e tedricos.

Dados Experimentais Dados Teoricos
Estrutura Carbono  Hidrogénio  Nitrogénio | Carbono  Hidrogénio  Nitrogénio

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
CPD-01 64,62 3,92 2,90 69,86 4,14 9,58
CPD-02 63,59 3,47 0,48 66,22 3,92 9,08
CPD-03 68,65 3,95 0,13 67,08 4,38 8,69
CPD-04 53,33 2,85 0,06 63,89 4,17 8,28
CPD-05 67,29 3,36 0,07 64,29 3,6 8,33
CPD-06 64,04 3,25 0,01 61,36 3,43 7,95
CPD-07 56,01 2,82 1,32 55,01 2,99 7,55
CPD-08 70,53 4,49 2,98 68,05 5,11 12,53
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A proporc¢do de atomos de CHN em nenhum dos casos estava em concordancia
com as estruturas das CPDs. A maior discrepancia foi observada na proporcdo de
nitrogénio, que em todos os testes se encontrava significativamente abaixo do valor
esperado. Em trés casos especificos (CPD-04, CPD-05 e CPD-06), o valor chegou a se
aproximar de zero, considerando a margem minima de erro do equipamento. Esses
resultados indicam que a estrutura formada pode ndo corresponder a estrutura esperada
para as CPDs. Portanto, é imperativo explorar outras técnicas para confirmar a verdadeira

estrutura dos compostos obtidos.

Diante disso, buscou-se realizar o experimento de HRMS para determinar com
exatiddo a massa dos compostos formados. Essa técnica demonstra uma notavel precisao
e sensibilidade, capaz de detectar moléculas mesmo em concentrac@es extremamente
baixas. Devido a sua capacidade de alta resolucdo, a técnica permite a caracterizacdo
precisa da composicdo elementar do composto e, por meio das fragmentagdes, uma

caracterizagdo estrutural da molecular.®®

Para 0 experimento de HRMS, a primeira técnica empregada foi a ionizagéo por
electrospray (ESI), acoplada a um analisador Q-ToF. Nessa técnica, as moléculas sdo
protonadas e detectadas como adutos de hidrogénio, sendo representadas como [M+H]*,
0 que resulta em uma massa detectada com 1 Da a mais. Em algumas situacdes, elas
podem ser detectadas como adutos de sodio ([M+Na]*) ou até mesmo como dimeros
protonados ou sodiados. Todavia, apesar das variagcbes nas concentracfes e solventes
utilizados, nenhum dos ions esperados para as oito estruturas das supostas CPDs foi

detectada por meio dessa técnica.

Uma outra tentativa foi feita para deteccédo das estruturas, a fonte de ionizacao foi
alterada, utilizando a técnica de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI). No

entanto, mais uma vez, nenhum dos ions esperados pdde ser detectado.

Apos os resultados negativos obtidos anteriormente, decidiu-se realizar uma outra
mudanca na fonte de ionizagdo e na técnica empregada. Foi optado por utilizar um
espectrometro de massas com fonte de ionizagdo por elétrons, com injecdo direta das
amostras. No entanto, mesmo com essa alteracdo, ndo houve resultados positivos, e

nenhuma das oito estruturas das CPDs foram confirmadas.
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Diante desse desafio, partiu-se para uma ultima tentativa, utilizando a técnica de
dessorcgdo/ionizacdo a laser assistida por matriz (MALDI). Contudo, também n&o foi
possivel detectar nenhuma das estruturas esperadas.

Explorando uma abordagem alternativa, tentou-se realizar a deteccdo de uma
estrutura ionicamente marcada (com carga permanente),'® considerando que a estrutura
ja apresentava uma carga positiva, espera-se aumentar a sensibilidade da técnica, por
aumentar a razdo sinal ruido do analito, para que a sua deteccdo seja facilitada. A
metodologia de sintese das CPDs foi empregada, e a reacdo correspondente foi conduzida
conforme o Esquema 13. Vale ressaltar que essa ideia de utilizar um aldeido ionicamente
marcado ja fora utilizado anteriormente pelo nosso grupo e foi um crucial para a
elucidacdo dos mecanismos operante para a RMC de Biginelli.®! Entretanto, ao injetar o
produto da reacdo no espectrébmetro de massas (ESI-QToF), mais uma vez, ndo foi

possivel detectar a massa do produto esperado e sim outros sinais de intermediarios da

reacao.
o)
o HNJ\NH
OH | (MS1);PW (5mol%)
L, Ao TCLLTC

N + " gua (1 mL);

~f HZNJ\NHZ 1 hora; o o N~
oo 80 °C >

Produto esperado
m/z = 350,1500

Esquema 13. Condi¢Oes reacionais utilizadas para tentar formar uma CPD cationicamente marcada. O
produto formado ndo foi o produto esperado indicado no esquema.

Para investigar os eventos que se desenrolam durante a reacdo, optou-se por
monitora-la por meio de ESI(+)-MS(/MS) durante 45 min, uma técnica reconhecida por
sua eficcia no acompanhamento de RMCs.1% Inicialmente, conduziu-se a reagio
conforme delineado no Esquema 10 com as condigOes otimizadas, com a ressalva de que
aliquotas foram coletadas em diferentes momentos para analise por essa técnica. Durante
0 curso da reagdo, foram coletadas amostras nos periodos de 5, 15, 30 e 45 min. Os
espectros de ESI(+)-MS correspondentes as amostras dos tempos 5 e 45 min séo

apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Monitoramento por ESI(+)-MS da RMC para a sintese da CPD-01. (A) 5 min de reac¢do. (B) 45
min de reacdo. (C) Estruturas detectadas e suas massas exatas calculadas.

Durante o acompanhamento da reacdo, foram detectados sinais significativos e de
interesse, como: (i) o benzaldeido protonado de m/z 107; (ii) a cumarina protonada de m/z
163; (iii) o intermediario de Knoevenagel de m/z 251; (iv) o bisureida de m/z 209 que é
originado do ion iminio de m/z 149; (v) o ion sodiado de m/z 333 no qual é referente ao
intermediario avancado da RMC e (vi) a presenca de um derivado de dicumarol m/z 413
e 435 para o derivado sodiado. Vale salientar que todos esses sinais foram detectados ja
no tempo inicial. No espectro correspondente a amostra coletada aos 45 min, 0s sinais
identificados previamente foram observados novamente, com a distingdo de um aumento
na intensidade do sinal de m/z 311, relacionado ao intermediario avancado. Esse aumento
sugere que a concentracdo desse intermediario no meio reacional também havia

aumentado.

Os ions com m/z 311 e m/z 333 correspondem ao Ultimo intermediario
(intermediario avancgado) a partir do qual a ciclizacdo deve ocorrer para gerar o aduto

final da RMC, ou seja, a CPD-01. No entanto, em nenhum momento do acompanhamento
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foi identificado o ion da CPD-01. Essa andlise cinética foi conduzida para os 11 solventes
listados na Tabela 2. No entanto, em todas as tentativas de observacdo do derivado CPD-
01, os resultados foram infrutiferos. O acompanhamento da reacdo também foi realizado
com o uso do aldeido marcado (grupo amonio), mas esses dados serdo apresentados e

discutidos posteriormente nesta dissertacéo.

Com esses resultados, tornou-se evidente que a reagdo ndo formava o produto
esperado, a CPD-01, e que em todas as condicGes testadas anteriormente o produto
formado foi o dicumarol. A literatura apresenta um relato documentando a falha na sintese
da CPD-01, resultando no produto DC-01. Contudo, os autores ndo exploraram essa

observagdo, mantendo o problema inexplorado.1%2

A confirmagdo mais robusta da estrutura do produto, identificado como DC-01,
ocorreu quando estavamos conduzindo, simultaneamente, estudos sobre outra RMC
especifica. Essa reacdo refere-se a sintese de difenilpiranocumarinas (DPCs) (Esquema
14).

OH (o) (o) (MSI);PW (5mol%)

N . ! + Agua (1 mL);
1 hora;
(0} (o] 80 °C

Esquema 14. CondicOes experimentais para a RMC para sintese da DPC. Contudo, o produto formado néo
foi a DPC esperada.

Difenilpiranocumarina (DPC)

O produto resultante da reacdo com a DPC apresentava-se como um precipitado
branco, semelhante ao precipitado da CPD-01. Contudo, ao medir o ponto de fuséo desse
solido, verificou-se uma discrepancia significativa em relacéo aos valores encontrados na
literatura. A realizacdo de uma recristalizacéo foi acompanhada de uma mudanca notavel,
elevando o ponto de fusdo para aproximadamente 230 °C, o mesmo valor obtido apés a

recristalizacéo da CPD-01.

Outra semelhanca notavel entre esses dois sélidos estava relacionada aos espectros
de RMN de *H. O espectro do produto formado a partir da reacido com a DPC mostrou-

se idéntico ao espectro da CPD-01, incluindo os deslocamentos quimicos dos sinais e
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suas integracdes. Isso confirmou de forma inequivoca que o produto formado em ambas

as reacdes era 0 mesmo.

X
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Figura 12. (A) Espectro de RMN de *H para o produto obtido na reagdo da CPD (300MHz, DMSO-ds).
(B) Espectro de RMN de *H para o produto obtido na reagdo da DPC (300MHz, DMSO-ds). Note que todos
os deslocamentos quimicos dos sinais, as integragdes dos sinais e multiplicidades sdo muito semelhantes,
indicando a formacdo do mesmo produto em ambas as reagées.
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Durante o processo de recristalizacdo do produto resultante da reacdo com a DPC,
foi obtido um cristal que foi submetido a andlise por difracdo de raios-X. Essa anélise
eliminou quaisquer davidas remanescentes e revelou que as reacdes tanto da CPD-01
quanto da DPC ndo geravam o0s produtos esperados, mas sim uma outra estrutura,
denominada derivado dicumarol (DC-01). Os resultados da difracdo de raios-X e a

estrutura do DC-01 estéo apresentados na Figura 13 abaixo.

Dicumarol (DC-01)

Figura 13. Estrutura para o produto formado na reacéo e raios-X de monocristal do DC-01.

Com esse resultado decidiu-se realizar a sintese do DC-01 por meio de uma reagdo
bimolecular (Esquema 15). As condi¢cdes reacionais utilizadas foram as mesmas
determinadas para a até entdio RMC da “CPD”. Ap0s o término da reacdo, o precipitado
branco foi filtrado e lavado com &gua e etanol. O DC-01 foi obtido com um rendimento
de 89%.

OH Q  (MS);PW (5 mol%)
2 N + 80°C; 1 hr;
o o Agua

Esquema 15. Condigdes reacionais para a sintese do dicumarol (DC-01).

Para se certificar se a estrutura formada na reacdo foi de fato o DC-01, foram

realizados diversos experimentos de caracterizacdo. Portando, para o0 DC-01 foram feitos:
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(i) ponto de fuséo; (ii) RMN de H e *C; (iii) HRMS; (iv) RMN bidimensionais (COSY,
HSQC e HMBC).

Iniciando pelo ponto de fusdo, o valor encontrado para a estrutura do DC-01 foi
de 230-231 °C, esse valor é condizente com os valores encontrados na literatura.'%1% Qs
espectros de RMN de 'H e 13C estdo apresentados na Figura 14. Notavelmente, no
espectro de RMN de *H, todos os deslocamentos quimicos dos sinais coincidiram com os
valores tedricos, e suas integracdes permitiram uma contagem precisa dos atomos de
hidrogénio. O mesmo nivel de consisténcia foi observado no espectro de RMN de *3C, no
qual foram identificados os 14 sinais de carbonos quimicamente distintos conforme o

esperado.

Os experimentos de RMN bidimensionais (2D) apresentaram resultados
semelhantes, esses estdo ilustrados na Figura 15 até a Figura 17. No experimento de
sequéncia de pulsos COSY (*H-RMN de *H), foi possivel identificar os sinais referentes
ao nucleo da cumarina, uma vez que os hidrogénios estavam acoplando entre si e ndo com
0 hidrogénio benzilico da estrutura. Além disso, foi possivel diferenciar os sinais dos
hidrogénios do grupo fenila. Os experimentos 2D de HSQC e HMBC (*H-RMN de C)

também confirmaram a consisténcia com a estrutura proposta para o DC-01.
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Figura 17. RMN de 2D HMBC (600 MHz e 150 MHz, DMSO-ds) para o0 DC-01.

No experimento de HRMS também foi possivel detectar a estrutura do DC-01.
Realizou-se a espectrometria de massas para o0 DC-01 utilizando a técnica ESI(+)-
MS(/MS). No experimento, a estrutura foi detectada protonada [M+H]" com massa de
413,1019 Da, apresentando um erro de -0,2 ppm em relacdo a massa exata teorica de
413,1020 Da (o erro é calculado a partir da Equacao 7). Além disso, também foi detectado
0 aduto do DC-01 com sédio [M+Na]*, com massa de 435,0841 Da. Os espectros de
HRMS (MS e MS/MS) do DC-01 estéo exibidos na Figura 18.
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Figura 18. A) Espectro de ESI(+)-MS do DC-01. B) Espectro de ESI(+)-MS/MS do DC-01.
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Portanto, todos esses dados espectroscopicos confirmam que tanto na reacdo da

"CPD-01" quanto na reacdo da DPC, o produto formado foi o DC-01. Isso se deve ao

fato de que todas as técnicas utilizadas forneceram resultados consistentes apenas com

essa estrutura.

Com esses resultados de que a formacdo da CPD-01 ndo ocorreu, surgem algumas

duvidas acerca dos resultados encontrados na literatura. Existem diversos artigos que

estudaram esta reacéo e afirmam ter chegado no produto esperado (CPD-01). Desse modo

pareceu razoavel investigar a fundo esses artigos e verificar se eles de fato chegaram na

estrutura da CPD-01. O topico a seguir é uma investigacdo detalhada dos artigos sobre

esta RMC.
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Investigacdo relacionadas a literatura que descrevem a sintese da CPD

Foram investigados os artigos cujo foco € a sintese da CPD-01 (Figura 19). Para isso, foi
realizado um levantamento das publicacGes que abordam o processo de sintese dessa
substancia. A pesquisa foi conduzida em 12/06/2023, utilizando a base de dados do
SciFinder, com a estrutura alvo sendo a 3,4-Dihydro-4-phenyl-2H-[1]benzopyrano[4,3-
d]pyrimidine-2,5(1H)-dione. Na busca, foram identificados 23 artigos na base de dados,

dos quais 21 estdo disponiveis para consulta.

o

PR

HN NH

CLLC
0" "0
3,4-Dihydro-4-phenyl-2H-[1]benzopyrano[4,3-d]pyrimidine-2,5(1H)-dione

(CPD-01)

Figura 19. Estrutura da CPD-01 que foi pesquisada na base de dados do SciFinder.

Em seguida, foi feita uma analise detalhada dos dados de caracteriza¢do da CPD-
01 apresentados em cada trabalho, incluindo as técnicas utilizadas para caracterizar a
estrutura, parametros fisico-quimicos, descri¢cGes e/ou apresentacdo dos espectros. Para
andlise dos dados, foram assumidas como essenciais as técnicas de PF, FTIR, H e 13C
RMN, espectrometria de massa e analise elementar (CHN).

Inicialmente, cabe destacar a andlise dos PFs. Observou-se que, em quase a
totalidade das publicacdes, foram efetuadas medicdes dos PFs da CPD-01, com excecéo
do primeiro artigo datado de 2003, o qual ndo apresentou quaisquer outros dados de
caracterizacdo. E notavel que a faixa de temperatura mais frequentemente reportada se
situa entre 160-162 °C (conforme documentado em 9 artigos). Contudo, é importante
salientar que existem registros com variagdes substanciais, alcancando valores t&o
elevados quanto 265-267 °C. Tais informacdes estdo devidamente catalogadas na Tabela
5, a qual também assinala a presenca de descri¢Bes e/ou espectros de FTIR nos artigos. A
analise relativa aos espectros de FTIR serd posteriormente abordada, ap6s a minuciosa

avaliacdo dos PFs.
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Tabela 5. Artigos encontrados na base da dados do SciFinder sobre a sintese da CPD-01 e os PFs relatados
para a estrutura. Na tabela esta indicado se estes artigos mostram as descri¢Ges e/ou os espectros de FTIR.

FTIR
Ano PF (°C) . Referéncia
Descricdo  Espectro
2003 - - - 106
2006 162 Sim Néao 107
2008 162-163 Sim Néo 108
2014 210-212 Sim Néao 109
2015 265-267 Sim Néo 57
2016 162-163 Sim Néao 93
2016 160-162 Sim Néo 110
2017 160-162 Sim Né&o 111
2018 160-162 Sim Néo 112
2018 160-162 Néo Néo 68
2018 206 Sim Néo 113
2018 160-162 Néo Néo 55
2018 238-240 Sim Sim 52
2019 165-167 Né&o Né&o 114
2019 160-162 Sim Néo 58
2020 163-165 Sim Né&o 115
2020 211-213 Néo Sim 56
2020 160-162 Sim Néo 65
2022 162-163 Sim Néo 66
2022 160-162 Sim Sim 67
2023 214-216 Sim Sim 116

Sobre a variacdo PFs para a CPD-01, existem diversas raz8es que podem levar
moléculas idénticas a apresentarem PFs diferentes. E importante listar essas causas a fim
de compreender as variagOes observadas. As principais influéncias incluem: (i) diferencas
nas condicBes experimentais, como taxa de aquecimento, variacdo do equipamento e
possiveis erros humanos; (ii) presenca de impurezas na amostra; (iii) a possibilidade de
diastereoisémeros; e (iv) polimorfismo. Esses fatores podem contribuir para as
discrepéncias nos pontos de fusdo reportados, ainda assim, alguns desses podem gerar
variagcdes maiores ou menores, desse modo vale analisar quais fatores podem explicar
essas variacdes. Para facilitar a discussao, na Figura 20 estd expresso um histograma das
faixas de PFs reportadas e suas respectivas frequéncias. As colunas de mesma cor
representam que as faixas de PF estdo proximas entre si e de cores diferentes significam

que estéo distantes entre as demais.
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Nimero de publicactes

Faixa do ponto de fuséo (°C)

Figura 20. Histograma relacionando as faixas de ponto de fusdo (°C) relatadas para a CPD-01 com o
namero de publicagdes em que aparecem. As faixas de PF proximas entre si séo representadas pelas colunas
de mesma cor, enquanto as distantes entre as demais sao representadas pelas cores diferentes.

Para elucidar as pequenas variagdes nas faixas de PF, pode-se considerar que elas
possam ter origem nas diferencas experimentais, como a taxa de aquecimento e possiveis
erros humanos. Apesar disso, esses fatores ndo conseguem explicar as grandes diferencas
observadas nos PFs. Nesse sentido, os outros fatores podem desempenhar um papel

importante e explicar as consideraveis variacdes observadas.

Uma possivel explicacdo para as grandes diferencas nos PFs seriam 0s
diastereoisémeros, dos quais podem apresentar PFs bastante distintos. Ndo obstante, no
caso da CPD em questdo, a estrutura proposta possui apenas um centro quiral, o que
significa que s6 sdo possiveis a existéncia de enantibmeros, que possuem as mesmas
propriedades térmicas. Portanto, embora 0s diastereoisdmeros possam Ser responsaveis
por diferencas significativas nos PFs de algumas moléculas, no caso da CPD, a presenca
desses isdbmeros ndao € uma explicacdo plausivel para as variagcGes observadas nos PFs.
Outros fatores, como polimorfismo ou impurezas, podem desempenhar um papel mais

significativo nessas diferencas de PFs para a CPD em questdo.

Polimorfismo € um fendmeno em que um composto pode existir em diferentes
formas cristalinas, ou seja, pode adotar diferentes arranjos moleculares na estrutura

cristalina.’'” Essas diferentes formas podem apresentar propriedades fisico-quimicas
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distintas, incluindo PFs diferentes. Considerando as variacGes nos PFs relatados para a
CPD, inicialmente poderiamos pensar que o polimorfismo poderia ser uma explicagdo
para essas diferengas. No entanto, ao analisar os artigos em que a CPD foi mencionada,
observa-se que na maioria deles a CPD foi purificada de forma semelhante, em grande
maioria por recristalizacdo em etanol, logo € improvavel que as diferencas significativas

nos PFs sejam resultado do polimorfismo.

A presenca de impurezas é o fator mais provavel para explicar as discrepancias
nos pontos de fusdo relatados. A técnica de medicdo de pontos de fusdo € altamente
sensivel a impurezas, tornando-a excelente para verificar a pureza de um composto. De
fato, as impurezas tém o potencial de reduzir ou ampliar significativamente a faixa de
pontos de fusdo de um composto, devido & formacao de fases eutéticas.''® E importante
ressaltar que as impurezas podem exercer um efeito significativo nas medidas de pontos
de fusdo, mesmo em concentracbes muito baixas. Por consequéncia, a presenca de
impurezas deve ser considerada como um fator importante na explicacdo das variacoes

nos PFs relatados.

Para testar se esse abaixamento da temperatura era causado por impureza foi
realizada uma cromatografia em camada delgada (CCD) nos produtos obtidos, a fim de
identificar as possiveis impurezas. Essa técnica é conhecida por sua sensibilidade na
deteccdo de impurezas. Para fins de comparacdo, uma amostra conhecida de DC-01
também foi adicionada na mesma CCD. O eluente utilizado foi uma mistura de acetato
de etila com diclorometano na proporgéo 1:1 (v/v). A revelagéo da plaquinha foi feita em
uma camara escura com lampada com emissdo em 365 nm. A CCD obtida pode ser

visualizada na Figura 21.

Figura 21. Cromatografia de camada delgada feita para os produtos obtidos nas reacdes de sintese da
suposta CPD-01. Os trés primeiros pontos (da esquerda para a direita) representam os produtos da reagéo
da suposta CPD-01, o tltimo ponto a direita é 0 DC-01 puro.
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Através da analise por CCD, foi possivel constatar que os produtos que fundiam
em temperaturas muito menores do que o PF do DC-01, estavam contaminados com
impurezas que foram retidas no inicio da placa. A partir da analise de CHN (Tabela 4) foi
possivel estimar que a suposta CPD-01 é uma mistura composta por 2 equivalentes do

DC-01 com um equivalente de ureia.

Com relacdo as técnicas espectroscopicas, o FTIR foi amplamente utilizado nos
artigos para caracterizar a CPD, sendo em alguns casos a unica técnica empregada. O
FTIR fornece informacGes valiosas sobre a presenca de grupos funcionais em uma
molécula, tornando facil a identificacdo de grupos como carbonilas, nitrilas, hidroxilas e
aminas. Todavia, em muitos casos, essas informagdes ndo séo suficientes para determinar
com precisdo a estrutura completa da molécula. Embora a maioria dos artigos descreva
espectros de FTIR semelhantes, indicando a presenca dos mesmos grupos funcionais nas
estruturas sintetizadas, é digno de nota que os autores ndo disponibilizam os espectros
para os leitores. Essa omisséo prejudica a transparéncia e a replicabilidade dos estudos.
A divulgacdo dos espectros de FTIR seria fundamental para uma melhor compreenséo e

validacao dos resultados, além de possibilitar comparac@es e analises mais detalhadas.

Das quatro publicacdes que disponibilizaram o espectro de FTIR, é evidente a
presenca de uma carbonila de éster conjugada a uma ligacdo dupla devido ao sinal em
torno de 1655 cm™, assim como a presenca de uma ligagido C=C pelo sinal em 1600 cm
! No entanto, ao analisar os nimeros de onda mais energéticos, os dados comegam a ser
contraditérios. Em todas as publicacGes, sdo observados sinais de banda larga em torno
de 3000 cm, que podem indicar a presenca de hidroxila (-OH), a qual ndo € esperada na
estrutura proposta para a CPD. Além disso, em alguns espectros, ndo é observado o sinal
referente ao N-H da amida, esperado em torno de 3300 cm™, enquanto em uma publicagio
é observado um sinal dupleto em 3300 e 3200 cm™, caracteristico dos estiramentos N-H
de amidas primérias (R-CONH2), o que poderia ser explicado pela presenca de ureia.

Essas observagdes fortalecem a hipdtese de impurezas nas amostras.

Partindo agora para a técnica de espectrometria de massas e ao analisar os dados
fornecidos pelos artigos (indicados na Tabela 6), é inegavel que existem inconsisténcias
de consideravel gravidade, o que nos leva a questionar a integridade das publicagdes. Para
uma compreensao mais profunda, € crucial esclarecer a distin¢do entre massa molecular

e massa exata de um composto, bem como adentrar nas complexidades das técnicas
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empregadas na espectrometria de massas e no processo de deteccdo das moléculas por

essas técnicas.

Tabela 6. Artigos encontrados na base da dados do SciFinder sobre a sintese da CPD-01. Na tabela esta
indicado se estes artigos mostram as descri¢des e/ou 0s espectros de massas.

Espectro de massas L
Ano L Referéncia
Descrigdo  Espectro
2003 - - 106
2006 Néo Néo 107
2008 Sim Né&o 108
2014 Néo Néo 109
2015 Né&o Né&o 57
2016 Néo Néo 93
2016 Sim* Né&o 110
2017 Néo Néo 111
2018 Né&o Né&o 112
2018 Sim* Sim* 68
2018 Né&o Né&o 113
2018 Sim* Sim* 55
2018 Sim* Né&o 52
2019 Néo Néo 114
2019 Sim* Sim* 58
2020 Sim* Né&o 115
2020 Né&o Né&o 56
2020 Néo Néo 65
2022 Sim* Né&o 66
2022 Néo Néo 67
2023 Né&o Né&o 116

* = Indicam a massa molecular da estrutura detectada
(massa errada).

A massa molecular de um composto é calculada como a média ponderada das
massas dos atomos que o compdem, levando em consideracdo as abundancias relativas
dos isotopos presentes na estrutura. Por outro lado, a massa exata de um composto
considera apenas as massas especificas dos isotopos, sem levar em conta suas proporcoes.
Vamos utilizar a CPD-01 como exemplo para ilustrar esse conceito. A formula molecular
da CPD-01 é C7H12N203. Calculando a massa monoisotdpica (massa exata considerando
0s isotopos mais abundantes) com alta exatiddo, obtemos 292,0848 Da. No entanto,
devido & presenca natural de is6topos mais pesados dos 4&tomos de carbono, hidrogénio,
nitrogénio e oxigénio, é possivel que a molécula contenha pelo menos um desses atomos

mais pesados, 0 que resulta em um aumento de 1 Da na massa total da molécula ou até
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mesmo 2 Da, comumente visto em moléculas com muitos atomos de oxigénios, devido
ao isétopo 80. Levando em conta a abundancia desses isotopos, também ¢ possivel
estimar a porcentagem de moléculas de CPD-01 que possuem pelo menos um desses
isdtopos mais pesados em sua estrutura. Para a CPD-01, essa estimativa seria a seguinte:
82,6% das moléculas teriam massa exata igual a 292,0848 Da, 15,4% teriam massa igual
a293,0881 Da e 2,0% teriam massa igual a 294,0915 Da. Esse padrdo de distribuicdo de
massa é conhecido como padrdo isotopico e é extremamente importante e Util para
caracterizacdes moleculares. Por outro lado, para determinar a massa molecular da CPD-
01, é feita a média ponderada das massas, considerando as abundancias relativas dos

is6topos. Portanto, a massa molecular da CPD-01 seria aproximadamente 292,28 g mol
1

Nesse contexto, é importante ressaltar que as técnicas de espectrometria de massas
ndo detectam a massa molecular de um composto, pois esse valor € uma média ponderada.
Nos espectros de massas, sao detectadas as massas exatas dos ions dos compostos. Nesse
contexto, por exemplo, em uma analise de massas para a CPD-01 por meio da ionizacdo
por impacto de elétrons (IE), em um equipamento com resolucdo de até duas casas
decimais, seria esperado detectar uma massa proxima de 292,08 Da. Caso o experimento
seja conduzido em um equipamento com ionizagdo por electrospray (ESI), a massa
detectada seria de 293,09 Da, pois nessa técnica a molécula é ionizada quimicamente e
sua estrutura € protonada. Nesse caso, a notacdo para as estruturas detectadas seria
[M+H]".

Apds essa breve explicacdo sobre esses conceitos, vamos agora analisar os dados
de massa apresentados nos artigos. Dos oito artigos que relatam terem realizado
espectrometria de massas, sete indicam a detec¢cdo de uma massa de 292,30 Da, um valor
que se aproxima consideravelmente da massa molecular da CPD-01. No entanto, €
importante ressaltar que tal valor ndo pode ser obtido por meio de uma analise de massas
quando se utiliza um equipamento calibrado. Além disso, nos artigos € mencionado que
a técnica utilizada foi a ESI-MS, o que indica que a massa que deveria ser encontrada
seria [M+H]", totalizando 293,09 Da e ndo 292,30 Da. Por fim, chama a atenc¢do o fato

de que trés dos artigos apresentam espectros idénticos.>>58:8

Com essa andlise minuciosa dos dados de massa mencionados nos artigos,
conclui-se que os valores de massa informados ndo correspondem a CPD-01, levantando

duvidas em relacdo a veracidade dos dados apresentados.
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Ao analisar os dados de CHN apresentados nas publicagcdes (conforme indicado
na Tabela 7), é notavel que, em sua maioria, esses dados refletem com acurécia as
proporcdes esperadas para a formula molecular da CPD. Contudo, é relevante observar
que em dois dos artigos revisados, os valores obtidos ndo correspondem ao esperado.
Além disso, chama a atencéo o fato de que em trés dessas publicacdes, os valores de CHN
sdo idénticos, esses valores estdo marcados em vermelho na Tabela 7. Essa repeticéo
notavel de dados suscita dividas quanto a confiabilidade dos resultados apresentados,
uma vez que é pouco comum que analises de caracterizacdo quimica resultem em valores
absolutamente idénticos. Adicionalmente, é notavel que em uma das publicacGes, o valor
experimental coincide exatamente com os valores tedricos esperados, o que implicaria

em uma acurécia de 100% - algo raro e dificil de se alcancar nesse tipo de analise.

Esses resultados corroboram para o indicativo de que os resultados apresentados

n&o séo fidedignos para a estrutura da CPD-01.
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Tabela 7. Artigos encontrados na base da dados do SciFinder sobre a sintese da CPD-01. Na tabela esta
indicado se estes artigos mostram as descri¢fes para a anadlise CHN, a acuracia com relagdo aos valores
esperados para a estrutura CPD-01.

Andlise elementar (CHN) .
Ano Referéncia
Descricdo Acuracia Calculado (%) Encontrado (%)

2003 - - - - 106
C 69,88; C 69,80;

2006 Sim Sim H 4,10; H 4,01; 107
N 9,58 N 9,49
C 69,86; C 69,85;

2008 Sim Sim H 4,10; H 4,14; 108
N 9,58 N 9,56

2014 Né&o - - - 109
C 69,86; C 69,67;

2015 Sim Sim H 4,14; H 4,11; 57
N 9,58 N 9,61
C 69,86; C 69,64,

2016 Sim Né&o*(a) H 4,14; H 3,96; 93
N 9,58 N 9,69

2016 Né&o - - - 110

2017 Né&o - - - 111

2017 Nao - - - 112
C 69,86; C 70,02;

2018 Sim Sim H 4,14; H 4,18; 68
N 9,58 N 9,69

2018 Né&o - - - 113
C 69,86; C 70,02;

2018 Sim Sim H 4,14; H 4,18; 55
N 9,58 N 9,69
C 69,86; C 70,00;

2018 Sim Sim H 4,14; H 4,27; 52
N 9,58 N 9,60

2019 Né&o - - - 114
C 69,86; C 70,02;

2019 Sim Sim H 4,14; H 4,18; 58
N 9,58 N 9,69
C 69,86;

2020 Sim Sim Né&o informado H4,14; 115
N 9,58;

2020 Né&o - - - 56
C 69,86; C 69,92;

2020 Sim Sim H 4,14; H 4,22; 65
N 9,58 N 9,70
C 69,86; C 69,85;

2022 Sim Né&o*(b) H 4,10; H 4,14; 66
N 9,58 N 5,30

2022 Néo - - - 67

2023 Né&o - - - 116

* = Férmula quimica calculada baseada no CHN experimental: (a) C17H11N2Os;
(b) C31H22N207. Os resultados das analises elementares em vermelho destacam
que os valores estdo duplicados. O valor destacado em azul indica que o valor
obtido é exatamente igual ao valor tedrico.



68

Resultados e discussao

Prosseguindo com a discussdo sobre os artigos e as técnicas espectroscopicas
utilizadas, na Tabela 8 estdo indicados se o0s artigos apresentam as descrigdes dos dados
'H e/ou RMN de 3C e se disponibilizam os espectros. De inicio, é possivel observar a
vasta auséncia dos espectros nas analises de tanto de *H quanto para RMN de 3C. Além
disso, cerca de 50% das publicacdes descrevem apenas os espectros de RMN de *H, o que
restringe severamente a avaliagdo e compreensdo por parte dos leitores. Ainda mais
preocupante é o fato de que 0s poucos espectros apresentados estdo em baixa resolucgéo,
dificultando uma analise criteriosa. E alarmante perceber que, das poucas publicacdes que
mostraram 0s espectros (apenas 7), 4 delas apresentam espectros duplicados, no qual os
deslocamentos quimicos, as integraces e até mesmo os ruidos sdo idénticos,>>°868:110
Essa observacdo levanta questionamentos sobre a confiabilidade dos dados apresentados.
A pratica de copiar e colar os espectros em publicacbes cientificas € altamente
condenavel. Com relacdo aos dados espectroscopicos apresentados nos artigos, €
importante ressaltar que ha um sinal comum em todos os trabalhos de RMN de *H, um
sinal simpleto em torno de 6,1 ppm quando o experimento é realizado em CDClIs e cerca
de 6,3 ppm quando realizado em DMSO-ds. O deslocamento deste sinal, como visto
anteriormente € caracteristico do hidrogénio benzilico do DC-01 (veja o espectro de RMN
na Figura 14) e o valor esperado para o hidrogénio benzilico da CPD-01 deveria aparecer
em torno de 5,13 ppm.
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Tabela 8. Artigos encontrados na base da dados do SciFinder sobre a sintese da CPD-01. Na tabela esta
indicado se estes artigos mostram as descricdes e/ou os espectros de RMN de 'H e ©°C.

RMN de H RMN de *C
Ano L L Referéncia
Descrigdo Espectro | Descricdo Espectro
2003 - - - - 106
2006 Sim N&o N&o N&o 107
2008 Sim N&o N&o N&o 108
2014 Sim N&o Sim N&o 109
2015 Sim Né&o Sim Né&o 57
2016 Sim Né&o Né&o Né&o 93
2016 Sim Sim* Sim Sim 110
2017 Sim Né&o Né&o Né&o 111
2018 Sim Nao Sim Nao 112
2018 Sim Sim* Sim Sim* 68
2018 Sim Nao Sim Nao 113
2018 Sim Sim* Sim Sim* 55
2018 Sim Sim Sim Né&o 52
2019 Sim Sim Né&o Né&o 114
2019 Sim Sim* Sim Sim* 58
2020 Sim Né&o Sim Né&o 115
2020 Né&o Né&o Né&o Né&o 56
2020 Sim Né&o Sim Né&o 65
2022 Sim Né&o Né&o Né&o 66
2022 Né&o Né&o Né&o Né&o 67
2023 Sim Sim Né&o Né&o 116

* = indicam os artigos que tém os espectros duplicados entre si.

Em resumo, nas técnicas analisadas, constatou-se consistentes discrepancias entre
as publicacdes no que diz respeito a estrutura da CPD-01, o que levanta questdes
significativas sobre a validade da estrutura proposta. Além disso, identificou-se auséncia
de dados e erros substanciais que minam a confiabilidade das informacdes. Além disso,
vale ressaltar a presenca de sinais diagnosticos do DC-01 nos espectros de RMN de 'H
(sinal simpleto em 6~6,3 para DSMO-ds € 6~6,1 para CDClIz). A partir desses indicios,
torna-se evidente que, nos artigos examinados, a sintese da CPD-01 néo foi efetivamente

alcancada, resultando na formagéo do DC-01 como o principal produto.
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Tentativas de reproducéo da literatura para a sintese da CPD-01

As evidéncias espectroscopicas disponibilizadas nos artigos investigados indicaram
fortemente a formacéo do DC-01 ao invés da CPD-01 por parte dos pesquisadores. Por
conseguinte, optou-se por replicar algumas das condi¢fes experimentais descritas em

diferentes publicacOes, a fim de verificar e validar a estrutura proposta para a CPD-01.

Nesse sentido, a primeira abordagem seguiu 0s parametros apresentados por
Pramod K. Sahu e colaboradores,® que empregou 5 mmol dos reagentes (4-
hidroxicumarina, benzaldeido e ureia), 10 mol% de L-prolina como catalisador, 10 mL
de &gua como solvente e utilizou radiacdo de micro-ondas (300 W) por 10 mina 70 °C.
Ressalta-se que Sahu descreveu, em seu trabalho, uma metodologia de sintese assimétrica
para a CPD-01 e reportou valores de excesso enantiomérico (ee) substanciais, superiores
a 95%. Essas condicOes foram adaptadas no laboratdrio, com uma pequena variagao na
escala de reacdo, empregando 1 mmol dos reagentes e 2 mL de &gua para reproduzir a
reacdo. Foi constatada a formacdo de um precipitado branco ap6s o tempo de reacéo, 0

qual foi purificado conforme a metodologia indicada no artigo original.

No entanto, apds a analise de P.F. e dos espectros de RMN de *H e 13C, verificou-
se que o produto obtido correspondia ao DC-01. O P.F. atingido situou-se na faixa de
230-321 °C, e os espectros de RMN exibiram o sinal simpleto caracteristico do DC-01
em 0 ~ 6,3 ppm, confirmado a formagdo do DC-01 em detrimento da CPD-01. Este
desdobramento experimental levanta indagacdes em relacdo a capacidade de Sahu de
obter um alto ee com a metodologia mencionada, visto que o produto formado (DC-01)
ndo apresenta centros quirais, suscitando davidas sobre a validade dos valores de excesso

enantiomérico previamente relatados.

Outras tentativas de reproducdo das condi¢des mencionadas na literatura foram
realizadas, com foco em dois artigos especificos. Os referidos artigos, publicados por
Hossein Mehrabi e colaboradores,®® bem como por Pramod K. Sahu e colaboradores,>
detalhavam a utilizacdo do surfactante SLS como facilitador da reacdo, em combinacgéo

ou ndo com catalisadores acidos.

No protocolo proposto por Mehrabi, 1 mmol dos reagentes 4-hidroxicumarina e
benzaldeido, juntamente com 1,5 mmol de ureia, foram misturados em 10 mL de &gua

como solvente, mantendo uma temperatura de 100 °C por 6 h. Duas gotas de acido acético
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foram adicionadas como catalisador, juntamente com 20 mol% de SLS. Essas condic¢des
foram reproduzidas no laboratério, resultando na formacdo do composto DC-01. A
confirmacéo da estrutura formada foi obtida por meio de analises de P.F. e espectroscopia
RMN de *H.

Em seguida, o protocolo descrito por Sahu envolveu o uso de 2 mmol dos
reagentes, 10 mL de &gua como solvente, manutencdo da temperatura ambiente por 4,5 h
e a presenca de 10 mol% de SLS. Apesar da reproducéo rigorosa dessas condicGes, 0
produto formado, mais uma vez, consistiu no DC-01, sem qualquer indicio da formacao
da CPD-01.

Em resumo, embora nem todas as condicdes descritas nos 21 artigos que abordam
a formagéo da CPD-01 tenham sido reproduzidas, a concluséo geral permanece a mesma:
a sintese da CPD-01 ndo foi alcancada e o produto formado nos artigos analisados é o
DC-01. Isso é evidenciado pelos dados espectroscépicos fornecidos nas publicacfes, que
indicam claramente que o produto formado foi o DC-01, além das reproducdes das
condigdes descritas ndo levarem ao produto desejado, colocando a reprodutibilidade das
condicBes em questdo. Até 0 momento da pesquisa, todas as condi¢des testadas levaram
a formacdo da DC-01, conforme expresso no Esquema 16. Diante dessa constatacdo, €
valido realizar um estudo mais aprofundado desta reacdo, a fim de explorar a
possibilidade de sintetizar a CPD-01.

OH lo)
| (o} s
A + + )j\ Condigoes
H,N”~ “NH,
0~ "0

Esquema 16. Em todas as condic@es testadas o produto formado foi 0 DC-01.
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Estudo mecanistico, efeito de solvente e acompanhamento da reacdo da CPD
por ESI(+)-MS

Com o intuito de aprofundar a investigacao desta reacdo, é uma estratégia valida explorar
0s mecanismos e intermediarios que surgem durante esta RMC. E relevante discutir os
possiveis mecanismos envolvidos na formagdo da CPD-01 e conduzir experimentos para
detectar seus intermediarios-chave. Essas informacfes se mostrardo essenciais para

determinar a viabilidade de obter a estrutura CPD-01 sob as condi¢cdes da RMC.

Incialmente, é imperativo analisar os possiveis mecanismos que podem conduzir
a formacdo da CPD-01. Com base nos trés mecanismos tipicos de uma reacao de Biginelli
(Knoevenagel, iminio e enamina), como apresentado anteriormente, essas propostas
mecanisticas podem ser adaptadas para algumas variacdes da reacdo de Biginelli, uma
vez que os reagentes apresentam semelhangas funcionais. Portanto, examinamos as trés
propostas mecanisticas para a sintese do DC-01. As possiveis rotas mecanisticas estao

apresentadas no Esquema 17.

o

OH
)CL Catalise acida (H*)
S + H + —_—
H,N” “NH,
[e] (e]

(2] B

Y

ota de Knoevenaagel P .

H,N"NH,
= 2

Intermediario avangado

Intermediario avangado

Esquema 17. Representacdo dos mecanismos propostos para a reagdo de sintese da CPD com os
subprodutos possiveis da reacdo. Os mecanismos da enamina ndo foi representado por nao ser viavel nas
condicGes reacionais.
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Com relacdo aos mecanismos apresentados apenas a rota de Knoevenagel e do
iminio estdo sendo considerados. Haja visto que a 4-hidroxicumarina esta
predominantemente em sua forma endlica e ndo ha evidéncias da presenca do tautdmero
ceto,*® logo, é possivel descartar o mecanismo da enamina, uma vez que esse caminho

requer que a cumarina esteja na forma ceto.

Analisando as rotas, é possivel identificar intermediarios-chave. Na rota de
Knoevenagel, o intermediario-chave ¢ a estrutura o aduto de Knoevenagel, a partir da
qual a reacao pode seguir por dois caminhos. (i) A adi¢édo da ureia,levando a formacéo da
CPD e (ii) uma segunda adicdo de cumarina que leva a formacéo do DC-01. A principio,
a segunda adicdo da cumarina parece ser favorecida, visto que o produto real das reagoes
é 0 DC-01. Caso ocorra a adi¢do da ureia neste intermedidrio, isso levaria a formacéo de
outro intermediario-chave (intermediario avancado), a partir do qual ocorreria uma

ciclizagéo intramolecular para formar a CPD.

Na rota do iminio, o intermediario-chave € a estrutura do iminio, deste
intermediario a rota se divide. (i) Pode ocorrer a formacgdo do subproduto bisureida, a
partir de uma segunda adigdo de ureia ou (ii) a adicdo da cumarina para gerar o

intermediario avancgado, que, por sua vez, levaria a formacao da CPD.

Nesse contexto, é notavel que podem ocorrer a formagdo de dois subprodutos, o
DC-01 e o bisureida, antes da formacdo da CPD. Também € importante ressaltar que o
intermediario avancado (ver Esquema 17) é comum as duas rotas, sugerindo que, mesmo
que a reacao ocorra exclusivamente pelo caminho do iminio, ainda é possivel a formacéo
do DC-01, uma vez que todas as adi¢des sao reacdes de equilibrio. No entanto, espera-se
que se areagdo ocorrer exclusivamente pelo caminho do iminio, o intermediario avangado
seria formado preferencialmente e haveria uma maior probabilidade de ocorrer a

ciclizagédo intramolecular e formar a CPD.

ApoOs compreender todas as possiveis rotas e seus intermediarios-chave para a
formacédo da CPD, sabe-se também que o solvente utilizado em uma reacdo pode exercer
influéncia nas rotas mecanisticas, especialmente em reacfes de multiplos caminhos
possiveis, como as RMCs. Portanto, no contexto da RMC da CPD, a estratégia de variar
o0 solvente para favorecer a rota do iminio e/ou dificultar a rota de Knoevenagel, bem

como a segunda adi¢do da cumarina ao intermediério de Knoevenagel no qual acabaria
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por formar o DC-01, apresenta-se como uma abordagem interessante na busca pela
formagéo da CPD-01.

Seguindo essa légica, como o intuito é desfavorecer a rota de Knoevenagel ou a
segunda adi¢do da cumarina no intermediério iminio (ver Esquema 17) qualquer das
condigdes deveria refletir no rendimento da sintese do DC-01. Portanto, a reagdo
bimolecular da DC-01 foi conduzida em diversos solventes (ver Esquema 18), com o
objetivo paradoxal de identificar os solventes que resultariam nos rendimentos mais

baixos.

OH (o)
I

2 A + 80°C; 1 hr;
Solvente (1mL)

(MSI);PW (5 mol%)

Esquema 18. Condigdes de sintese do DC-01 com a variacéo dos solventes.

Foram avaliadas um total de 24 condi¢bes distintas, das quais 22 envolviam
solventes diferentes. Os resultados de rendimento obtidos para cada variagdo de solvente
estdo detalhados na Tabela 9. Nos testes realizados, alguns solventes causaram uma
reducdo significativa no rendimento da reacdo. Destaca-se, por exemplo, o p-Cimeno, o
qual, nas condicdes de reacdo, levou a formacao do DC-01 com um rendimento de apenas
1%. Os solventes que resultaram nos menores rendimentos estdo identificados em
amarelo na Tabela 9. Esses resultados evidenciam o papel ativo dos solventes na reacéo,
uma vez que foi observado uma grande variagéo dos rendimentos em fungdo da mudanca

do solvente.
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Tabela 9. Valores de rendimento na sintese da DC-01 em fungdo do solvente utilizado na reagéo. Os
solventes destacados em indicam os piores rendimentos, abaixo de 20%.

Solvente (1mL) Rendimento Solvente (1mL) Rendimento
BMI.BF4 95% Acetonitrila 36%
Agua 88% Dioxano 27%
Sem Solvente 87% Diclometano 27%
Etanol 86% Tetraidrofurano 26%
BMI.PFs 85% Trietilamina 26%
BMI.NTf; (0,2mL) 85% Tolueno 19%
Metanol 72% Acetato de etila 18%
t-Butanol 67% Hexano 14%
Agua (sem catalisador.) 61% Limoneno 13%
n-Octanol 59% Ciclohexano 11%
Acetona 59% CHCl3 11%
2,2,2-Trifluoroetanol 52% p-Cimeno 1%

Ao examinar os solventes que resultaram nos rendimentos mais baixos na sintese
do DC-01, foi observado que eles exibiam valores mais baixos do parametro KT a em
comparagao com os demais solventes. Os valores dos parametros de KT para os solventes
destacados estdo expressos na Tabela 10. Esses dados estdo em consonancia com 0s
resultados do primeiro estudo de efeito de solvente realizado para a sintese da "CPD-01"
(consulte a Figura 10B), que indicou que valores elevados do parametro KT o estavam
associados aos maiores rendimentos. Portanto, a reducdo desse parametro esta

correlacionada com rendimentos mais baixos.

Tabela 10. Valores dos pardmetros de KT (a, B e *) para os solventes que induziram os piores rendimentos
para a sintese do DC-01. Note que o pardmetro o € igual a zero para a maior parte dos solventes.

Solvente o B Tk
Acetato deetila 0,00 045 0,55
CHCls 0,20 0,10 0,58
Ciclohexano 0,00 0,00 0,00
Hexano 0,00 0,00 -0,04
Limoneno 0,00 0,00 0,16
p-Cimeno 0,00 0,13 0,39

Tolueno 0,00 0,11 0,54
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Desse modo, como o p-cimeno foi o solvente que levou ao pior rendimento da
DC-01, indicando que ele prejudica de forma substancial a rota de Knoevenagel e/ou a
segunda adicdo da cumarina no intermediéario de Knoevenagel gerando a DC-01, com
iSsO pensou-se que com esse solvente seria possivel chegar na estrutura da CPD-01.

Portanto, ele foi usado para a tentar chegar na sintese da CPD-01.

Foram realizados diversos experimentos com a intengédo de sintetizar a CPD-01,
utilizando o p-cimeno como solvente nas condi¢fes descritas no Esquema 19. Os testes

incluiram variacdes nos tempos de reacdo, na temperatura e na ordem de adicdo dos

reagentes.
(0]
OH o 5 mol% (MSI);PW HNJ\NH
9 0,5 mL p-cimeno
N oo+ s o0 mep X
H2N NH2 80 - 100 °C O O
(0] (o) 1-24h (o) o
CPD-01

Esquema 19. Tentativa de sintese da CPD-01 utilizando o p-cimeno como solvente. Contudo, o produto
formado nessas sinteses foi o DC-01.

Inicialmente, as reagdes foram conduzidas com a adigdo simultanea dos trés
reagentes em um baldo e mantidas a 80 °C por diferentes periodos: 1, 2 e 4 h. No entanto,
em nenhum desses testes, a formacao da CPD-01 foi detectada por analise de HRMS. Em

todas as condicdes, o produto detectado foi o DC-01.

Em seguida, outra reacdo foi realizada com a adi¢do simultanea dos reagentes,
mas a temperatura foi mantida a 100 °C por 2 h. Novamente, a analise por HRMS nédo

detectou a presenca da CPD-01.

Em seguida, conduziu-se mais uma reagdo, porém, com uma alteracdo na
sequéncia de adigdo dos reagentes. Inicialmente, apenas a ureia e o benzaldeido foram
introduzidos na mistura reacional, e essa combinagédo foi mantida a 80 °C por 1 h, com o
objetivo de favorecer a formacéo preferencial do intermediario iminio e direcionar
completamente a rota do iminio. Apds o término do primeiro periodo reacional, a
cumarina foi adicionada, e a reagdo prosseguiu por mais 1 h. Posteriormente, a mistura
reacional passou por analise por HRMS, e mais uma vez, ndo foi detectada a formacéo da
CPD-01, mas sim a formagéo do DC-01.
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Diante da falta de sucesso dos experimentos anteriores na formacéo da CPD-01,
adotou-se uma abordagem alternativa para detectar a molécula em nivel trago, caso ela
fosse formada, usando HRMS. Essa técnica é reconhecida por sua robustez e eficécia para
o acompanhamento de RMCs.1%! Nessa estratégia, a reacio foi realizada empregando um
aldeido cationicamente marcado, a fim de amplificar os sinais no equipamento e facilitar

a detecgdo dos intermediérios e do produto, que naturalmente estariam na forma catibnica.

Nessa nova abordagem, buscou-se também favorecer a rota do iminio, evitando a
formacéo imediata do DC-01. Inicialmente, a reacdo foi iniciada com a ureia e o aldeido
marcado cationicamente, visando a formacédo preferencial do intermediario iminio (ver
Esquema 17). Em seguida, a cumarina foi adicionada para gerar o intermediario avangado
e, por fim, produzir a CPD-01 desejada. O processo da reacdo e suas condicdes

experimentais estdo detalhados no Esquema 20.

o] o]
o]
] o (MS1);PW (5mol%) INJJ\NHZ OH HNJ\NH
+ p-cimeno (1 mL); + N x >
~h HZNJ\NHZ 20 min; ~
- 80 °C ~ 0~ o N
| P 0" Yo ril\

Esquema 20. Reacdo para acompanhamento por HRMS para deteccdo da CPD.

—Z+

Para monitorar o progresso da reacdo, amostras foram coletadas em intervalos de
tempo predeterminados. Durante a primeira etapa da reacdo bimolecular (2CR), as
amostras foram retiradas nos tempos de 5, 10 e 20 min. Posteriormente, com a adi¢édo da
cumarina, a reacdo tornou-se tricomponente (3CR), e amostras foram coletadas nos
tempos de 40, 50, 60, 90, 120 e 240 min. As amostras foram submetidas a8 HRMS, e 0s
espectros resultantes estdo apresentados na Figura 22. Com base nos intermediarios
discutidos nos possiveis mecanismos, a Tabela 11 exibe as estruturas moleculares que

poderiam ser detectadas, juntamente com suas respectivas massas exatas.
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Figura 22. Monitoramento dos intermedidarios reacionais por HRMS. Reagentes: 4-hidroxicumarina, ureia,

4-formil-N,N,N-trimetilbenzenaminium. Solvente: p-cime
bimolecular e 3CR indica reacdo com 0s 3 componentes.

no. Temperatura: 80°C. 2CR indica reacdo
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Tabela 11. Estruturas moleculares possiveis de serem detectadas no monitoramento por HRMS e suas
respectivas massas exatas e adutos de sodio. Nos adutos sodiados ocorre a substituicdo de um &tomo de
hidrogénio por um atomo de sodio.

[M]* [M + Na]* (M [M + Na]”

Estrutura molecular Estrutura molecular

(Da) (Da) (Da) (Da)
o o
| HZNXNH o]
164,1070 - O/KNXNHQ 266,1612  288,1431
\N+ N H
. o
OH, OHHN)kNHZ
©\)1 163,0390  185,0209 O N O 368,1605  390,1424
o0 o 0o r‘v(
0 o
NLNHZ HN)kNH

|
206,1288 228,1107 N 350,1499 372,1319
oy COLCL,

470,1598  492,1418

O d O 308,1281 ;
o) ITJ*/

Com esse experimento forma obtidos dados importantes, por isso vamos analisa-
los em parte. Nos espectros da primeira etapa da reacdo, no qual os reagentes eram apenas
a ureia e o aldeido marcado, foram detectados majoritariamente o aldeido marcado
(164,1070 Da) e o aldeido com uma adicdo de metanol (195,1330 Da), esse metanol
advém do equipamento de HRMS. Esses sinais estavam muito intensos e suprimiram 0s
demais, mas foi possivel detectar, ja nos minutos iniciais da reacdo, os sinais para o
intermediario iminio (206,1288 Da) e para o subproduto bisureida (266,1612 Da), porém
com intensidades baixas. A deteccdo desses sinais indica que a reacao estava progredindo

conforme o planejado.

Na etapa subsequente, ap0s a adicdo da cumarina, foi observada a formagéo do
DC marcado ionicamente nos primeiros 10 min, como evidenciado pelo sinal a 492,1418
Da. Essa descoberta revela que, mesmo com a formacéo do intermediario avangado (ver
Esquema 17), o equilibrio favorece a formagdo do DC marcado. Surpreendentemente, o
sinal do intermedi&rio avangado foi detectado com intensidade mais significativa somente
apos 20 min da adicdo da cumarina. Essa observacao indica que, uma vez formado o
intermediério, ele rapidamente elimina a ureia e forma o intermediario de Knoevenagel.

A auséncia de deteccdo inicial do intermediario avancado, mas a formacdo do DC
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marcado nos minutos iniciais, sugere um equilibrio fortemente inclinado em direcéo a

formacdo do intermediario de Knoevenagel e, posteriormente, a do DC.

A caracterizacdo por fragmentacdo (MS/MS) do intermediario avancado foi
realizada, conforme apresentado na Figura 23. O espectro de MS/MS mostra uma perda
preferencial da ureia neutra, gerando o intermediario de Knoevenagel. Essa preferéncia é

indicada pela intensidade do sinal produzido pelo fragmento.
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Figura 23. Espectro de ESI(+)-MS/MS do intermediario avangado. Note que a perda neutra de ureia é
preferencial devido ao sinal mais intenso do fragmento desta perda.

Em relagcdo a estrutura da CPD, ndo foi detectada em nenhum ponto do
experimento, 0 que sugere que a etapa limitante para a sua formacdo é a ciclizacdo
intramolecular. Isso € indicado pelo fato de que o intermediario avancado € formado, mas,
a partir desse ponto, a reacdo nao prossegue para a formacédo da CPD. Vale ressaltar que
este acompanhamento também foi conduzido em durante 24 h, entretanto os resultados

foram os mesmos e a CPD néo foi detectada em qualquer intervalo.

O acompanhamento da reacdo foi repetido usando o aldeido marcado
cationicamente, mas desta vez com limoneno como solvente. Os resultados foram
idénticos: o intermediério avancado foi detectado desde o inicio da reacdo, no entanto, a

estrutura da CPD nao foi observada em nenhum dos intervalos analisados.

Assim, ficou demonstrado que, mesmo quando se favorece completamente a rota

do iminio e/ou se dificulta a formacdo do DC, uma vez que o intermediario avangado é
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formado, € cineticamente mais favoravel que ele elimine uma ureia, gerando o
intermediério de Knoevenagel, e que com a segunda adi¢do da cumarina, 0 DC seja
formado. Essa observacao pode ser extrapolada para a reacdo com os reagentes da reacéo

modelo e esta ilustrada no Esquema 21.

o
HZNJJ\NH JOL
N NH
H 2
(o]
HZNJLNHZ
[o]
HZNJLNHZ
H,0 o ! j\ '
+ v
OH 2 . OH : . :
o A HNJ\NH2 : HO H,N” “NH, !
H * JJ\ _— | + A _—_ '
H,N” “NH, H ; N ;
o~ o ! E
: 0 Yo :
Intermediario H Intermediario '
H Iminio | Avangado

H* H e
H Intermediario
H Knoevenagel

Esquema 21. Rota mecanisticas e seus intermediario observados no experimento de acompanhamento
reacional por HRMS.

Ap0s o insucesso de ao se tentar detectar a formacao da CPD, optou-se por uma
abordagem alternativa para explorar uma reacdo semelhante, substituindo a 4-
hidroxicumarina pela 4-hidroxi-6-metil-2-pirona, a fim de verificar se 0 comportamento
seria andlogo ao observado na sintese da CPD. O Esquema 22 ilustra essa reagdo. Nesse
experimento, os trés componentes foram adicionados simultaneamente, utilizando agua
como solvente, e a reagdo foi monitorada ao longo de 3 h. Amostras foram coletadas nos
seguintes intervalos de tempo: 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120 e 180 min, e todas foram

submetidas a analise por HRMS.
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0
o)
OH [ o 5 mol% (MSI),PW HNJ\NH
| N + + J 80°C; 3 h X
N+ HzN NHZ P |
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I 0”0 N*

| ~N

Esquema 22. Reacdo para monitoramento por HRMS para deteccdo da estrutura analoga a CPD.

Como se trata de uma reacdo analoga a CPD, pode-se assumir que 0os caminhos
reacionais seriam os mesmos (Knoevenagel e iminio) para chegar ao produto. As rotas
mecanisticas possiveis foram ilustradas no Esquema 23, portanto, buscou-se nos
espectros de MS os possiveis intermediarios dessas rotas. Diferentemente do Esquema
23, no experimento conduzido, empregou-se o aldeido cationicamente marcado para
aumentar a sensibilidade do experimento e assim como a probabilidade de detectar o

produto analogo a CPD.
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Esquema 23. Possiveis rotas mecanisticas e seus intermediarios para a formacéo do produto analogo a
CPD. Nesse esquema 0s subprodutos bisureida e andlogo ao dicumarol foram omitidos, mas sdo produtos
possiveis a partir dos intermediarios de cada rota.

Os resultados desse experimento foram intrigantes e compartilharam algumas
semelhancas com os resultados do experimento envolvendo a CPD. No inicio da reacéo,
foi possivel detectar os trés intermediarios possiveis dessa rea¢do, mas 0 ion
predominante correspondeu ao intermediério avancgado. No entanto, apesar da formagéo
eficaz do intermediério avancado, ndo foi possivel detectar o produto andlogo a CPD, o

que indica que, nesse caso, a etapa de ciclizagdo intramolecular também atua como etapa
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limitante na formacéo do produto. No entanto, o produto analogo ao DC foi detectado

nos primeiros min da reacdo. Os espectros de MS desse experimento podem ser

observados na Figura 24.
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Figura 24. Monitoramento dos intermediarios da reacdo por HRMS. Reagentes: 4-hidroxi-6-metil-2-
pirona, ureia, 4-formil-N,N,N-trimetilbenzenaminium. Solvente: agua. Temperatura: 80 °C.
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Essa reagdo parece apresentar um comportamento semelhante ao observado na
sintese da CPD em relacdo ao intermediario avangado. Portanto, foi realizado uma analise
do espectro de MS/MS do intermediario avangado, que revelou uma clara tendéncia a
perda neutra de ureia como a perda preferencial. Isso leva a formacdo do intermediario
de Knoevenagel, possibilitando, assim, a formacdo do andlogo ao DC. O espectro de

MS/MS do intermediério avancado encontra-se representado na Figura 25.
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Figura 25. Espectro de ESI(+)-MS/MS do intermediario avancado da hidroximetilpirona. Note que a perda
neutra de ureia é preferencial devido ao sinal mais intenso do fragmento desta perda.

Assim, em ambos 0s experimentos, observou-se que 0s mecanismos das RMCs
nas duas reacdes conduzem a formacdo do intermediario avancado. Entretanto, a partir
desse ponto, a ciclizacdo intramolecular necessaria para a formacao do produto desejado

ndo ocorre. Em vez disso, ocorre preferencialmente a eliminag&o da ureia.

Com base nos dados e nas estruturas detectadas nos experimentos de HRMS, foi
possivel propor um ciclo catalitico para a RMC em quest#o, ilustrado Esquema 24. E
importante notar as setas de equilibrio, indicando que a formacéo preferencial do DC-01

ocorre, independentemente de o mecanismo ser o do iminio ou de Knoevenagel.
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OH

*.,, Ciclo Principal &
... ....l +0H

L0
0~ 0

Esquema 24. Proposta de ciclo catalitico para a RMC entre a cumarina, ureia e o benzaldeido em meio
acido. Note que independente do caminho o equilibrio leva para a formagdo do DC-01.

Nesse sentido, € inegdvel que as tentativas de sintetizar a CPD através da
metodologia de RMC, tanto com as condigcfes reacionais testadas quanto aquelas
previamente descritas nos artigos, se mostraram infrutiferas. Diante desse desafio, para
atingir a estrutura da CPD, torna-se imperativo uma mudanca drastica de estratégia,

requerendo uma abordagem sintética consideravelmente mais complexa ou inovadora.
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Metodologia alternativas testadas para tentar sintetizar a estrutura CPD-01

Conforme evidenciado nos experimentos anteriores, nao foi possivel sintetizar a CPD por
meio da metodologia de RMC, utilizando a 4-hidroxicumarina, ureia e benzaldeido como
reagentes. Com base nisso, foram realizadas diversas tentativas de sintese da CPD sob

diferentes condicdes para alcancar a estrutura desejada.

Uma das abordagens consistiu na substituicdo da catalise acida por uma catalise
béasica. Utilizou-se t-BuOK (10 mol%) como catalisador basico e as condi¢des reacionais
permaneceram as mesmas, mantendo a reacdo a 80 °C por 1 h. O solvente utilizado foi
agua em uma replicata e p-cimeno em outra. Ap6s o término da reagdo, a mistura
resultante foi analisada por HRMS. Novamente, a CPD-01 ndo foi detectada, e o Unico

produto formado foi 0 DC-01. Conforme demonstrado no Esquema 25.

o

J

HN NH

(0]
N | (0] 10 mol% t-BuOK
+ +
HzNJ\NH2 80°C; 1h
o” "0 1 mL (H,0 ou Cimeno)

Esquema 25. Tentativa de sintese da CPD-01 por meio de catalise basica.

Uma alternativa adotada foi elevar a temperatura da reacdo para 140 °C. Essa
estratégia foi inspirada em uma metodologia de sintese de cromenoquinolina-6-onas por
meio de RMC, que empregava reagentes semelhantes, incluindo 4-hidroxicumarina,
benzaldeido e anilina (conforme ilustrado no Esquema 26).1t° No artigo de referéncia, um
catalisador acido de Lewis, especificamente uma ze¢lita em nanotubos (HNT), foi
utilizado. No entanto, a sintese nesse caso demonstrou ser sensivel a temperatura, com a
formagdo do produto ndo sendo alcancada a temperaturas abaixo de 100 °C. A
temperatura otimizada para essa sintese foi de 140 °C. Dessa forma, essa mesma

temperatura foi aplicada em alguns experimentos na tentativa de obter a CPD-01.
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OH (o] NH, ‘
| 80 mg HNT N™X
X + + > |
140 °C =
fo) (o) Sem solvente O O
(o)

1h

Esquema 26. Metodologia de sintese da cromenoquinilina-6-ona. Referéncia 119.

As reacles a 140 °C foram conduzidas com dois catalisadores distintos, o &cido
(MSI1)sPW e o basico t-BuOK, fazendo uso de agua, p-cimeno como solvente, e uma
reacao sem solvente também foi incluida na avaliacdo. As reacGes permaneceram por 3 h
a essa temperatura elevada, e posteriormente, as misturas reacionais foram analisadas por
HRMS. Contudo, em nenhuma das condicdes testadas, foi possivel detectar a formacao
da CPD-01.

(0]
A + | + J\ Catalisador
H,N NH,  Solvente;
0" 0 140 °C;

3h

Esquema 27. Condigdes reacionais testadas para tentar sintetizar a CPD-01.

Em uma Gltima tentativa alternativa de sintese por meio de uma RMC, optou-se
por utilizar 4-aminocumarina em vez de 4-hidroxicumarina. A preparacdo da 4-
aminocumarina envolveu uma reacdo que exigiu alta temperatura e presséo, permitindo
que a amonia realizasse uma substituicdo nucleofilica na cumarina, como mostrado no
Esquema 28. A necessidade de condicOes tdo vigorosas para efetuar essa substituicdo
indica que a barreira energética para a substituicdo na posicdo 4 da cumarina €
consideravel. Isso reforga a compreensdo do motivo pelo qual a CPD ndo foi formada nas

condicBes experimentais testadas até 0 momento. A ureia € significativamente maior que
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a amonia, o0 que a sujeita a efeitos estéricos na adi¢do nucleofilica, além de que ela é um

nucleofilo menos eficaz em comparagdo a aménia.

OH NH,
N 5 eq. NH,OAc > N
160 °C;
0" Yo Sem solvente; 0" Yo
4 h.

Rendimento = 65%

Esquema 28. Sintese da 4-aminocumarina. Note as condicdes drasticas para substituir a hidroxila por uma
amina.

Apos a sintese da 4-aminocumarina, a reacdo de multicomponentes (RMC) foi
conduzida usando 1 mmol dos reagentes (4-aminocumarina, benzaldeido e ureia),
juntamente com 5 mol% do catalisador (MSI)sPW, 1 mL de agua como solvente, e a
reacdo foi mantida a 100 °C por 2 h. Durante a reacdo, um precipitado amarelado se
formou, o qual, apds lavagem com etanol e 4gua, passou por caracterizacdo. As analises
revelaram que o produto resultante da reacdo era um analogo do DC-01, conforme
ilustrado no Esquema 29. Detalhes adicionais, incluindo os espectros dessa estrutura,

podem ser encontrados nos Anexos.

(o]
| (o) 5 mol% (MSI);PW
A + + )]\ ,o (MShs
H,N NH, Agua;
0o~ o 100°C; 2 h

Esquema 29. Tentativa de sintese da CPD a partir da aminocumarina.

Seguindo as diversas tentativas frustradas de sintetizar a estrutura CPD, decidiu-
se abandonar a metodologia RMC para esse fim. Como evidenciaram 0s experimentos

anteriores, a etapa critica € a adicdo da ureia a posicdo 4 da 4-hidroxicumarina e,
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subsequentemente, a ciclizagdo do intermediario avancgado (consulte o Esquema 24). Essa

etapa revelou-se energeticamente desfavoravel, favorecendo a eliminacéo da ureia.

No que diz respeito as rotas mecanisticas possiveis para a sintese da CPD-01,
tanto as rotas de Knoevenagel quanto a do iminio foram exaustivamente testadas,
resultando em todos os casos na formagdo do DC-01. A rota da enamina, que ja havia
sido previamente descartada, mostrou-se promissora ao analisar mais profundamente sua
viabilidade. A razdo para a reticéncia em relagdo a essa rota era a predominancia da
cumarina na forma enolica, pois esse tautdmero evidencia ainda mais a aromaticidade da
estrutura e, assim, tornando-a mais estavel. No entanto, ao considerar a rota da enamina,
ela se revela como um caminho ideal para a sintese da CPD-01, como ilustrado no
Esquema 30. A partir da formacéo do intermediario enamina, espera-se que a reacado com
0 benzaldeido ocorra de maneira favoravel, dada a nucleofilicidade mantida do nucleo
cumarina. Em seguida, a etapa subsequente seria uma adicdo de Michael intramolecular,

no qual sabe-se ser termodinamicamente favorecida.

Rota da Enamina

o) : o o
"OH : “oH :
o H HN” “NH, | : HNG (NH, " HN” “NH
+ - . W = | N
HN” ONH, N N : TN >
0" o H,0 : H0 !
0 No ! : ) 0 o

Uintermedidio T ' cPo

Enamina Michael
Intramolecular

Esquema 30. Rota da enamina para a sintese da CPD-01. O intermediério enamina esta destacado, assim
como a reacao de ciclizagdo para formar a CPD-01.

Teoricamente, a rota da enamina mostra-se promissora para a sintese da CPD-01.
Contudo, decidiu-se realizar as reacbes com o intuito de isolar os intermediarios e
caracterizad-los antes de progredir na rota sintética. Nesse contexto, procurou-se,
primeiramente, métodos para formar o intermediario enamina, conforme ilustrado no
Esquema 30. Para isso, realizou-se uma extensa pesquisa na literatura em busca de
procedimentos experimentais que permitissem a adicdo de uma ureia ou tioureia a posi¢cdo
4 da cumarina. No entanto, apenas um procedimento experimental foi encontrado,

destinado a sintese de tiocumarina.'?® Nesse artigo, a reacdo partia da 4-aminocumarina,
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que reagia com o tiocianato de amonio sob catalise acida com HCI. Dado a simplicidade

do procedimento, optou-se por replica-lo, como ilustrado no Esquema 31.

NH, HCI(Smol%) ( , P
75> HN
B + Etanol;
Refluxo; AN
(o o) 12 h
o~ "0

Esquema 31. Condigdes reacionais para a sintese da tiocumarina com base na referéncia 120.

A fim de economizar tempo e recursos, antes de proceder com o isolamento do
produto, a mistura reacional foi submetida a caracterizacdo por HRMS, considerando que
somente se o produto fosse detectado, valeria a pena o esforco de isola-lo. Todavia, apesar
de relatado na literatura, a reacdo para obter tiocumarina ndo produziu o resultado
esperado. Apos 12 h, o que se encontrava no baldo reacional eram apenas os reagentes de

partida.

Como as condicdes do artigo de referéncia ndo obtiveram éxito, outras trés
abordagens experimentais foram consideradas. Estas foram: (i) utilizando 5 mmol de 4-
aminocumarina e 7 mmol de tiocianato de amdnio, com acetato de etila como solvente, a
reacdo foi mantida a temperatura ambiente por 48 h. (ii) com as mesmas quantidades de
reagentes e solvente da condicdo (i), porém, a reacdo ocorreu sob refluxo por 6 h. (iii)
empregando 1 mmol de 4-aminocumarina, 5 mmol de tiocianato, sem a adicdo de
solvente, e a reacdo foi mantida a 130 °C por 6 h. No entanto, nenhuma dessas novas

condigBes permitiu a detecgdo de tiocumarina. Portanto, essa estratégia foi abandonada.

Dado que ndo havia referéncias disponiveis para a sintese da tiocumarina a partir
de uma cumarina, foi realizada uma pesquisa em busca de estruturas semelhantes, e a
naftilamina e anilina surgiram como uma alternativa viavel. Durante essa busca, foram
identificadas algumas metodologias para a formagéo de fenil-ureias ou tioureias, assim
como naftil-ureias ou tioureias, que poderiam ser adaptadas para alcangar o objetivo de

sintetizar a tiocumarina.

Uma das metodologias que parecia promissora foi adaptada de um estudo
conduzido por Madhavi N. e sua equipe.t? Em um baldo de 25 mL, foram adicionados 2
mmol de 4-aminocumarina, seguidos da adi¢cdo de 5 mL de dimetilformamida (DMF).

Lentamente, 10 equivalentes de dissulfeto de carbono (CS2) foram introduzidos, seguidos
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da adicdo de 1 equivalentes de bicarbonato de sodio (NaHCO3). A mistura foi agitada por
2 h a temperatura ambiente. Apos esse periodo, 2 mmol de cloreto de ferro (111) (FeCls)
foram adicionados, resultando na formacé&o de um precipitado preto, seguido da adigéo
de mais 2 mmol de NaHCOs. A mistura foi agitada a temperatura ambiente por mais 2 h.
Finalmente, ap6s o tempo de reacdo, 2 mmol de hidréxido de amdnio (NHsOH) foram
adicionados, e a mistura foi mantida a temperatura ambiente por mais 1 h. Toda essa rota
sintética esta ilustrada no Esquema 32. Ao término de toda a sequéncia sintética, uma
aliquota da reacéo foi analisada por HRMS, no entanto, nenhum sinal da tiocumarina foi

detectado. Logo, essa estratégia foi descartada.
1. CS, (10 eq.), NaHCO; (1 eq.),

DMF, r.t., 2 h; /o HN/
X 2. FeCl, (1 eq.), NaHCO; (1 eq) < °
rt., 2 h; =
o Yo
o Yo

3.NH; (1 eq.), r.t., 1 h.

Esquema 32. Rota sintética para tentar sintetizar a tiocumarina baseada na referéncia 121.

Uma outra metodologia viavel, baseada no trabalho de Rahul V. P. e sua equipe,
buscava produzir um intermediario que, ap6s hidrdlise, levasse a formacdo da N-naftil-
tioureia.'??> O Esquema 33 ilustra a rota sintética. Inicialmente, em um balo, foram
adicionados 3 mmol de NH4SCN juntamente com 5 mL de acetona. Em seguida, 2 mmol
de cloreto de benzoila foram adicionados lentamente. A mistura foi refluxada por 15 min
para formar o intermediario 1, conforme indicado no Esquema 33. Ap0s esse tempo, no
mesmo bal&o, foram acrescentados 2 mmol de aminocumarina, e a mistura foi refluxada
por mais 30 min. Ao final da reacdo, a mistura reacional foi lentamente vertida, sob
agitacdo vigorosa, em agua gelada. Isso resultou na formacgédo de um precipitado de cor
bege, que foi filtrado e lavado com agua. Esse precipitado foi caracterizado por HRMS,
confirmando ser o Intermediario 2 (ver espectro de ESI-MS(/MS) em Anexos),

conforme ilustrado no Esquema 33.
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0 i o i NH, 5 :
: | : ; SNH !

cl o+ —_— D+ A —_— H
Acetona; ! ' Acetona; H 7 !

Refluxo; ; ‘ 0" X0 Refluxo; :

1 (o) (0] '

15 min e 30 min
Intermediario '

T T Intermediario
2

Esquema 33. Rota sintética baseada na referéncia 122 para sintetizar a tiocumarina.

Apos a confirmacdo da sintese do Intermediario 2, a etapa de hidrolise foi
iniciada (Esquema 34). Um mmol do intermediario 2 foi adicionado a 10 mL de uma
solucdo de NaOH a 10% (m/m). Essa mistura foi aquecida a 80°C por 30 minutos. Ao
término do tempo de reacdo, a solucao quente foi filtrada para remover pequenos solidos
insolUveis e deixada esfriar até atingir a temperatura ambiente. Em seguida, a mistura foi
acidificada com HCI até atingir um pH de 2, levando a formacdo de um precipitado
amarelo. Posteriormente, o pH foi ajustado para 8 por meio da adi¢do de NH4OH, visando
solubilizar o &cido benzoico formado durante a hidrélise. Mesmo a pH 8, persistiu a
presenca de um precipitado, que foi filtrado e lavado com agua. Tanto o precipitado
quanto a fase aquosa foram submetidos a analise por HRMS, e em nenhuma das fracdes
foi detectada a presenca de tiocumarina. No entanto, foi observado que o precipitado
formado, o produto da hidrolise, era a 4-hidroxicumarina. Portanto, essa metodologia

também ndo serviu para formar a tiocumarina.
HN
S NS
o}
L L o Yo
NH NaOH 10% (m/m)
= 80 °C;
rj@ 30 min oH
0” o
— 1)L
0" Yo

Esquema 34. Reagdo de hidrdlise do Intermediario 2.
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As tentativas de sintetizar a tiocumarina ndo foram bem-sucedidas. Diante disso,
a estratégia foi redirecionada para a sintese da ureia-cumarina. As metodologias
encontradas empregavam o uso de cianato de sodio (NaOCN) em catélise &cida para
formar naftilureias forneceram a base para a investigacdo.?>?* Foram testadas as
seguintes condic¢des experimentais: (i) 1 mmol de aminocumarina e 1,5 mmol de NaOCN
foram adicionados a 10 mL de uma solugéo de H»O : Acido acético (1:1, v/v). A mistura
foi agitada por 12 h a temperatura ambiente. (ii) As proporc¢des dos reagentes foram
mantidas, mas a mistura foi aquecida a 80 °C por 12 h. (iii) 1 mmol de aminocumarina e
1,5 mmol de NaOCN foram colocados em um tubo de Schlenk selado com 1 mL de
CHCIs, e amistura foi aquecidaa 70 °C por 12 h. A progressao das reacdes foi monitorada
por meio de cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando uma mistura de AcOEt
: CH2Cl2 (2:1, v/v) como eluente. Em todos os casos, ndo foi observada a converséo da
aminocumarina, e nenhuma nova mancha surgiu na CCD, sugerindo que as reacdes ndo

tiveram éxito, demonstrado no Esquema 35.

Esquema 35. Reacdo testada baseada nas referéncias 123,124 para sintetizar a ureia-cumarina.

As metodologias racionais descritas em artigos se esgotaram, sem serem capazes
de produzir a ureia-cumarina ou a tiocumarina. Diante disso, optou-se por desenvolver
metodologias proprias para alcancar a estrutura proposta. Com base na reagdo de sintese
da aminocumarina (Esquema 28), a escolha foi reagir a ureia diretamente com a 4-
hidroxicumarina em alta temperatura e pressdo. Devido a ureia ser menos nucleofilica
gue a amOnia, a reacdo foi realizada com uma proporc¢éo de 20 equivalentes de ureia para

cada equivalente de cumarina.

A primeira reagdo testada ocorreu em um reator Fischer Porter, selado, sem
adicéo de solventes, a uma temperatura de 150 °C, mantida por 24 h. Durante a reacdo, a
mistura solida fundiu a uma temperatura proxima de 130 °C, transformando-se de um
liquido incolor para uma mistura liquida amarela escura, indicando uma transformagéo

quimica. Apds o tempo de reacdo, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente,
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solidificando-se. Posteriormente, o sélido foi solubilizado em etanol. Inicialmente, uma
CCD da reacdo mostrou principalmente a formagdo de 4-aminocumarina, mas algumas
manchas fluorescentes indicaram a presenca de outros produtos. Assim, a mistura foi
analisada por HRMS. ApGs varias reacdes infrutiferas, foi a primeira vez que a ureia-
cumarina foi detectada. No entanto, ndo foi a Unica estrutura formada; a analise de HRMS
revelou quatro produtos de interesse: (i) 4-aminocumarina, (ii) 4-ureia-cumarina, (iii) 4-
guanidina-cumarina e (iv) 4-carbamato-cumarina. O Esquema 36 ilustra a reagéo

realizada juntamente com os produtos detectados por HRMS.

NH, L

HN” “NH,
N
X
0 o
o 0o
o (i) (i
X + 20 -~ +
©fi HZNJ\NHZ 150 °C; NH 0
0" Yo 24 h;

Sem solvente HN NH, O)]\NHZ

(iii) (iv)

Esquema 36. Produtos detectados por HRMS da reacéo entre a 4-hidroxicumarina e ureia a 150 °C. (i) 4-
aminocumarina. (ii) ureia-cumarina. (iii) guanidina-cumarina. (iv) carbamato-cumarina.

A partir da deteccdo bem-sucedida da ureia-cumarina, buscou-se isola-la. A
primeira tentativa foi realizada com apenas 1 mmol de 4-hidroxicumarina e 20 mmol de
ureia. Ao separar a mistura reacional por uma coluna de silica flash, utilizando AcOEt
como eluente, observou-se que a estrutura predominante formada foi a 4-aminocumarina,
com um rendimento de 80%. Nas fragdes contendo as outras estruturas (ii), (iii) e (iv),
indicadas no Esquema 36, ndo havia massa suficiente para analises alem do HRMS, pois

a massa isolada era menor que 0,1 mg e ndo estavam completamente puras.

Diante disso, optou-se por realizar uma reagdo com maior quantidade de material
e algumas modificagbes na metodologia, como na temperatura e propor¢éo de ureia. A
temperatura de 150 °C foi considerada alta, levando a degradacédo da ureia, que ocorre a
partir de 135 °C. Essa degradacao gera amonia, explicando por que a 4-aminocumarina
foi o produto principal. A proporcdo entre ureia e cumarina foi ajustada para 10

equivalentes para um. Assim, uma reacao foi conduzida com 1 g de 4-hidroxicumarina (6
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mmol), 3,6 g de ureia (60 mmol), mantendo a mistura a 135 °C por 24 h. Essa temperatura
foi escolhida para que a mistura fundisse e houvesse energia suficiente para ocorrer a

adicdo nucleofilica da ureia na cumarina.

ApOs a nova reacdo, a separacao por uma coluna cromatografica revelou que,
apesar das alteracGes nas condigdes reacionais, a 4-aminocumarina permaneceu como o
produto majoritario. Entretanto, desta vez, foi possivel isolar um pouco menos de 5 mg
da guanidina-cumarina. As outras estruturas permaneceram nas mesmas fracdes da

coluna e ndo foi possivel separa-las de forma eficaz.

Apesar da quantidade limitada da guanidina-cumarina isolada, optou-se por
conduzir uma reacdo dela com o benzaldeido. Assim, em um baldo de 5 mL, foram
adicionados 4 mg da guanidina-cumarina (= 0,03 mmol), juntamente com 6 mg de
benzaldeido (~ 0,06 mmol) e 5 mol% do catalisador (MSI)sPW em 100 uL de H.O. A
mistura reacional foi aquecida a 80 °C e mantida nessa temperatura por 1 h. Ao final da
reacdo, o precipitado foi filtrado e lavado com 2 mL de &gua para remover o catalisador.
Em seguida, uma CCD foi realizada para identificar se o precipitado consistia nos
reagentes iniciais. Inicialmente, as manchas indicaram que a reacdo ndo formou novos
produtos, pois apresentavam a mesma altura que as dos reagentes. No entanto, 0
precipitado foi analisado por HRMS, revelando indicios substanciais de que o caminho
da enamina é a rota adequada para obter a CPD, pois foi detectado o sinal da estrutura
analoga a CPD-01. As condicOes da reacdo estdo ilustradas no Esquema 37, e 0 espectro
de ESI-MS(/MS) do sinal referente a estrutura analoga a CPD-01 esta apresentado na

Figura 26.

NH NH

i )J\NH
X

HN™ “"NH; | 5 mol% (MSI);PW HN
+ -
D 80 °C;
H,0;
0~ o 1h 0~ o

Estrutura detectada por ESI(+)-MS
Caracterizada por ESI(+)-MS/MS

Esquema 37. Condigdes reacionais para a sintese da estrutura analoga a CPD-01.
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Figura 26. (A) Espectro de ESI(+)-MS da estrutura analoga a CPD-01. (B) Espectro de ESI(+)-MS/MS da
estrutura andloga a CPD-01.

Até onde se verificou, este é o primeiro relato da sintese de uma estrutura anéloga

a CPD. A massa exata do composto, aliada ao padrdo de fragmentagdo molecular, esté de

acordo com a estrutura proposta, proporcionando evidéncias robustas da efetiva formagéo

desse aduto. Este avanco representa um ponto de partida promissor para 0

desenvolvimento de metodologias mais eficientes na obtencdo de estruturas CPDs. Na

tentativa de se obter derivados de CPDs, a rota mecanistica considerada improvavel no

inicio deste estudo (rota da Enamina, conforme Esquema 12) foi a que tentou-se favorecer

nas diversas tentativas apresentadas e conduziu a formacdo da estrutura desejada.
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Investigacdo das reacfes de sintese da pirano-cromeno-carbonitrila (PCN) e

da tiazo-cromenopirimidinona (TCP)

Adicionalmente a investigacédo da reacdo da CPD, em paralelo, foram realizados estudos
de outras duas reacfes que apresentaram desafios semelhantes. Estas reacfes visavam a
sintese da pirano-cromeno-carbonitrila (PCN) e da tiazo-cromenopirimidinona (TCP), as

reacOes citadas estdo representadas no Esquema 9.

No que tange a sintese da TCP, uma variedade de condicdes foi testada com base
na literatura disponivel. Diversos catalisadores, incluindo catalisadores acidos, como HCI
e (MSI)sPW, um catalisador basico (t-BuOK) e a adigdo de surfactante (SLS), foram
investigados. As reacdes foram conduzidas em temperaturas variando de 25 °C a 80 °C e
em diferentes solventes, como &gua ou etanol. Cada uma dessas reacGes foi submetida a
anélise de HRMS na tentativa de detectar a TCP, no entanto, em todas as condi¢fes
testadas, o produto formado foi consistentemente o DC-01, sem qualquer sinal

identificavel da TCP. As condicdes reacionais testadas estdo expressas no Esquema 38.

OH ? N TCP
N + . ©: \>—NH2 Condigbes

S
o~ "0

Condigées:

1 =10 mol% SLS; 5 h; agua; t.a.

2 =5 mol% (MSI);PW; 2 h; agua; 50 °C
3 =10 mol% HCI; 1 h; etanol; 80 °C

Esquema 38. Condigdes reacionais testadas para a sintese da TCP. Em todas as condigdes o produto
formado foi 0 DC-01.

Sobre a literatura disponivel com relacdo a reacdo da TCP, é importante observar
que essa é uma reacdo pouco explorada. Na base de dados do SciFinder, até a data de
15/10/2023 (chave de busca “7-Phenyl-6H,7H-/1]benzopyrano[4'3':4,5]pyrimido[2, 1-

b]benzothiazol-6-one”), continha apenas 7 artigos relacionados a essa reagio.68:110:125-129
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Nos artigos analisados, torna-se evidente que os espectros de RMN de 'H
atribuidos a TCP, na verdade, correspondem ao DC-01. Isso se baseia na presenca do
sinal simpleto diagndstico em & ~ 6,3 ppm, que é caracteristico do DC-01 e ndo da TCP,
em que o sinal simpleto deveria estar situado em 5~ 4,6 ppm. E notavel que, em todos 0s
artigos em questdo, o espectro de RMN de H claramente corresponde ao DC-01,
sugerindo, mais uma vez, uma confusdo na identificagdo do produto das reagdes.

Portanto, esse é mais um caso de equivoco na caracterizacdo da estrutura sintetizada.

No que diz respeito a sintese da PCN, uma dindmica diferente se manifestou. Esta
reacdo se provou viavel; no entanto, a obtencdo do produto desejado dependeu da

aplicacdo das condicdes cataliticas adequadas.

Inicialmente, quando se investigou a sintese da PCN, as condi¢des de reacdo
utilizadas foram aquelas otimizadas para a CPD (utilizacdo de 5 mol% de (MSI)sPW,
temperatura de 80 °C, tempo de reacdo de 1 h e agua como solvente). No entanto, nessas
circunstancias, o produto resultante foi o DC-01. Foram feitos testes com outros
catalisadores acidos, como HCI e HPW, no entanto, o resultado manteve-se inalterado, e

0 produto obtido permaneceu sendo o DC-01.

Posteriormente, quando se recorreu a catalisadores basicos ocorreu a formacao da
PCN. A primeira tentativa com um catalisador bésico baseou-se nas condi¢des descritas
na literatura,*® utilizando ureia como catalisador (10 mol%). No entanto, a rea¢io no
foi conduzida no formato ideal de uma RMC, ja que comegou com a reacdo entre a
malononitrila e o aldeido, para formar o intermediario reacional da condensacdo desses
dois reagentes. Somente ap6s 20 min de reacdo que o terceiro componente (4-
hidroxicumarina) foi adicionado, essa reacdo esta representada no Esquema 39. Sob essa
metodologia, um rendimento de 78% foi alcancado para o produto isolado. E importante
salientar que esta ndo € a condicao 6tima para uma RMC, visto que o conceito envolve a
adicdo simultanea de trés ou mais reagentes. Outro aspecto intrigante para analise é o uso
da ureia como catalisador na sintese da PCN, que resulta na formacdo do produto
desejado. Isso contrasta com a reagdo da CPD, na qual a ureia é empregada como um dos
reagentes. Este contraste serve como uma evidéncia adicional de que a reagdo da CPD
ndo gera o produto desejado, uma vez que, se 0 processo fosse eficaz, a ureia ndo poderia

ser utilizada como catalisador na sintese da PCN, ja que seria consumida na formacdo da
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CPD. Inicialmente o produto foi detectado por HRMS (Figura 27), mas em seguida o
derivado PCN foi caracterizado por RMN de H e *C (Figura 28).

[o] ' \
| Ureia (10 mol%) ! ' o
+ ! T+ X —_— A
EtOH:H,0 (1:1, v/v); ' H 6 h;
| H (o) (o) t.a.
[ o)

20 min; oo ‘

ta. Intermediario

Esquema 39. Reacdo de sintese da PCN utilizando ureia como catalisador.
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Figura 27. (A) Espectro de ESI(+)-MS da PCN. (B) Espectro de ESI(+)-MS/MS da PCN.
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Figura 28. (A) Espectro de RMN de *H da PCN (600 MHz, DMSO-ds). (B) Espectro de RMN de *3C para

a PCN (150 MHz, DMSO-d).
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Em seguida, com o intuito de realizar a sintese em uma RMC classica, também
foi testada a adicdo dos trés reagentes simultaneamente, juntamente com 10 mol% de
ureia como catalisador. Essa nova abordagem resultou em uma mistura de produtos, 65%
do produto formado sendo o DC-01 e apenas 35% sendo a PCN. Foram testados outros
catalisadores bésicos, sendo eles o t-BuOK e o Na,COs. O uso desses catalisadores
resultou apenas na formacédo da PCN, sem a producgéo de subprodutos. Assim, para essa
reacdo, torna-se evidente que a utilizacéo de catalisadores &cidos leva a formacéo do DC-
01 como produto principal, enquanto o uso de catalisadores basicos conduz a formagéo

da PCN Essa constatacdo esta apresentada no Esquema 40.

Esquema 40. Obtenc¢do de produtos diferentes pela mudanca do catalisador. Em catalisadores acidos a DC-
01 ¢é formado e em catalisadores basicos a PCN é formado.

No que diz respeito ao espectro de RMN de 'H da PCN, ele é prontamente
distinguivel do espectro da DC-01. Essa diferenciacdo € viavel porque o sinal do
hidrogénio benzilico da PCN surge em torno de ¢ 4,4 ppm, enquanto o da DC-01 ¢
encontrado aproximadamente em ¢ 6,4 ppm. Essa discrepancia nos deslocamentos

guimicos dos sinais é ilustrada na Figura 29.
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Figura 29. Comparagéo entre os sinais de RMN de *H (600 MHz, DMSO-dg) dos hidrogénios benzilicos
do DC-01 (espectro de cima) e da PCN (espectro debaixo). Note que os deslocamentos desses sinais sdo
bem afastados entre si.

Portanto, a RMC para a sintese da PCN provou ser eficaz, ao contrario das outras
RMCs testadas. E importante notar que a obtenc&o da estrutura proposta é viavel, contanto

que a catalise basica seja empregada na sintese.

Decidiu-se, por fim, investigar uma dltima RMC, mais especificamente a sintese
de um derivado de tetraidro-cromeno-cromenodiona (TCC), conforme ilustrado no
Esquema 41. Esta reacdo foi realizada sob condicdes de catélise &cida, empregando 5
mmol de cada reagente e 10 mL de dgua como solvente. A mistura foi aquecida a 80 °C
e mantida nessa temperatura por 2 h. A analise por meio de RMN de H permitiu a
identificacdo da formacéo tanto do TCC quanto do DC-01, com uma proporcao de 7:3
de TCC para DC-01. O TCC foi facilmente purificado por recristalizagdo usando uma
mistura de EtOH/CH.Cl, (1:4, v/v), resultando em um rendimento de 63% do produto
isolado. Assim, esta RMC demonstrou eficacia mesmo sob condicdes acidas. Os dados

espectroscopicos correspondentes podem ser encontrados na secao de Anexos.
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OH lo)
| o,
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Rendimento: 62%

Esquema 41. Condigdes reacionais testadas para a sintese da TCC.

Sintese de novos adutos DCs e aplicacéo biolédgica

Com base na tentativa de sintese dos supostos adutos CPDs (Esquema 11), optou-se por
sintetizar derivados do DC-01 para avaliar suas propriedades bioldgicas. Os DCs séo
reconhecidos por apresentarem propriedades bioldgicas notaveis, conforme destacado em
uma revisdo recente.!3! Essas propriedades incluem (i) agdo antibacteriana, 3 (ii) inibicao
de enzimas lipoxigenases,t*® (iii) efeitos anticoagulantes,®* (iv) beneficios

antidiabéticos,*® dentre outros.

Quanto as condicOes reacionais para a sintese dos novos adutos DCs, foram
empregadas as condi¢Bes otimizadas para a sintese da suposta CPD-01 (Figura 9). Optou-
se por utilizar 4gua como solvente, apesar de se obterem rendimentos ligeiramente
superiores ao empregar liquidos idnicos. Essa escolha foi motivada pela facilidade de
remocdo do produto do meio reacional, uma vez que 0s DCs sdo insoltveis em agua. Tal
abordagem permitiu a recuperacéo eficiente do catalisador, viabilizando sua reutilizacédo
por até trés vezes, com rendimentos superiores a 90%, pois o catalisador utilizado
permanecia solivel em fase aquosa. Detalhes sobre a metodologia de recuperacdo do
catalisador podem ser encontrados na sessdao Materiais e Métodos. As condicdes
reacionais e os DCs sintetizados, juntamente com seus respectivos rendimentos, estdo

ilustrados no Esquema 42.
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Esquema 42. Sintese dos derivados de DC.

E relevante observar que na literatura existem alguns artigos que investigaram as
atividades bioldgicas dos alegados derivados de CPD, destacando atividades
interessantes, como antiviral'®® e antituberculosa.*® N&o questionamos a eficacia das
atividades bioldgicas reportadas; no entanto, € necessario reavaliar a estrutura
genuinamente ativa. Como evidenciado, as CPDs eram DCs que apresentavam algum
grau de contaminacdo por ureia/tioureia. Portanto, optamos por avaliar a atividade
bioldgica tanto dos compostos puros quanto dos contaminados, a fim de determinar se

apresentam alguma influéncia significativa.

O bioensaio selecionado inicialmente para este estudo foi o de coledptilos de trigo
estiolados, que € conhecido por sua rapidez (resultado em apenas 24 h) e sensibilidade.
Macias e colaboradores propuseram essa técnica como 0 primeiro passo na busca por

potenciais novos herbicidas,'® devido a sua alta sensibilidade.**

Foram avaliados oito adutos das supostas CPDs (DCs contaminados com ureia ou
tioureia) e quatro estruturas de DCs sem contaminac6es. Os resultados estdo expressos
como porcentagem de inibicdo de crescimento em comparagdo com o controle negativo.

As informagOes provenientes dos tratamentos com as DCs puras estdo ilustradas na
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Figura 30, enquanto os resultados relacionados ao tratamento com as DCs contaminadas

(representadas na ilustracdo como CPDs) estdo apresentados na Figura 31

Durante os ensaios, observou-se que a maioria das CPDs inibiu significativamente
o crescimento dos coledptilos, com destaque para as CPDs 3 e 4, que exibiram um ICsg
inferior ao do Logran®, utilizado como controle positivo. Uma excegéo foi observada na
CPD-08, que ndo apresentou atividade significativa. Em relacdo as amostras puras, ndo
foram observadas diferencas significativas em comparacdo com as contaminadas, e

ambas inibiram de forma expressiva o crescimento dos coledptilos de trigo.
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Figura 30. Resultados de inibigdo de crescimento dos coledptilos para os tratamentos com as DCs puras.
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Esses resultados sugerem um notavel potencial para a atividade bioldgica desses
adutos DCs, uma vez que a maioria dos compostos demonstrou inibir o crescimento dos
coledptilos. No entanto, é importante ressaltar que este ensaio representa apenas um
estagio preliminar, tornando essencial a conducdo de estudos adicionais para avaliar, de

forma mais abrangente, a atividade herbicida desses produtos.

A literatura cientifica apresenta varios relatos sobre as atividades antitumorais de

131

derivados de DCs, sendo destacados 16 artigos em uma revisao recente*** que evidenciam

algum efeito antitumoral desses compostos. Entre eles, destaca-se um estudo’*°

que
investigou o impacto de um DC em células de cancer de mama (MCF7). Os resultados
indicaram que o DC inibiu a proliferacdo, reduziu a viabilidade das células cancerosas e
induziu apoptose. No entanto, 0 mecanismo de acdo desse derivado nédo foi esclarecido,

sugerindo a necessidade de estudos adicionais para determina-lo.

Nesse contexto, outro bioensaio impactante escolhido visou avaliar o DC-03,
tanto em sua forma pura quanto quando contaminado, como agente antitumoral. Essa
estrutura foi selecionada devido ao fato de que o aldeido utilizado em sua sintese, o
piperonal, possui substituintes em posi¢cdes especificas que sdo comprovadamente
essenciais para a atividade bioldgica de um aduto reconhecido na reacdo de Biginelli, o
Piperastrol (apresentado na Figura 1).14%42 Os resultados do bioensaio para ambas as
formas do DC-03, contaminado e puro, demonstraram atividade antitumoral semelhante,
comparavel ao controle positivo, Monastrol. O resultado comparando o controle positivo,
0 controle negativo e o tratamento com o DC-03 puro estdo ilustrados na Figura 32.
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Monastrol

Controle
negativo

Figura 32. Divisdo celular (mitose) inibicdo de células MCF-7 pelo DC-03 (Topo) e por Monastrol, o
controle positivo (Centro) e o controle negativo (Inferior). (A), (D) e (G) Nucleos corados com o corante
DAPI disponivel comercialmente (emissor azul). (B), (E) e (H) Anticorpo monoclonal anti-a-Tubulina
disponivel comercialmente (emissor vermelho). (C), (F) e (I) Imagens mescladas de (A)-(B), (D)-(E) e (G)-
(H), respectivamente. Observe que o DC-03 induziu fusos monoastrais em células em mitose, semelhante
ao controle positivo.

No experimento, foi possivel observar que, para o controle negativo (Figura 32G-
D), as células cancerosas MCF-7 exibem a metafase normal durante a diviséo celular.
Nesse processo, ocorre uma posicdo bipolar dos centrébmeros, com microtubulos
emanando de polos celulares opostos, alinhando cromossomos no equador celular e
preparando-os para a segregacao as células filhas. Por outro lado, as células tratadas tanto
com o Monastrol (controle positivo) (Figura 32D-F) quanto com o DC-03 (Figura 32A-
C) interromperam a mitose celular, ficando estagnadas na fase G2/M (fuso monoastral).
Esse efeito resulta em morte celular, representando um resultado promissor na pesquisa
de moléculas antitumorais. Uma observacdo significativa foi a maior densidade de
microtubulos no fuso mitético monoastral de células tratadas exclusivamente com a
molécula DC-03. A influéncia do DC-03 nas células MCF-7 sugere fortemente a inibicdo
da proteina cinesina KSP/Eg5, uma vez que, de acordo com a literatura,?* a inibicéo

dessas proteinas leva a formagéo de fusos monoastrais.
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Para corroborar essas descobertas e fortalecer a hipotese, foram conduzidos
estudos de docking utilizando o DOCK6314 usando o Monastrol-bound Eg5 (PDB
1Q0B)* como referéncia para verificar as interagGes das estruturas do Monastrol e do
DC-03 na proteina Eg5. Os resultados do docking indicaram que tanto o Monastrol quanto
0 DC-03 se ligam de maneira semelhante a proteina Eg5, com score de ligacao de -45,55
e -39,27 kcal mol™, respectivamente. A interagdo entre essas estruturas e a proteina esta
ilustrada na Figura 33. Destaca-se a Figura 33C onde € possivel observar que ambos 0s
inibidores ocupam sitios de ligacéo idénticos, no entanto, é possivel observar que o DC-
03 exibe interacBes hidrofdbicas adicionais em comparacdo com o controle positivo

Monastrol ao adentrar uma regido mais interna da proteina Eg5.

Figura 33. Encaixe do Monastrol (A) e DC-03 (B) na proteina Eg5 (PDB 1QO0B), destacando intera¢Ges
eletrostaticas (linhas pontilhadas magenta) no sitio de ligagdo. (C) Sobreposicdo dos sitios de ligagdo do
Monastrol e DC-03 na Eg5. Note-se que o DC-03 penetra mais profundamente na Eg5.

E crucial destacar que a footprint energético calculada pelo DOCK®, apresentada
na Figura 34, confirma a capacidade do DC-03, devido ao seu tamanho maior, de penetrar
em regides mais profundas no sitio de ligacdo da proteina Eg5. Enquanto o Monastrol
forma interages eletrostaticas mais robustas com os residuos de aminoacidos GLU118 e
GLU116 por meio de ligagdes de hidrogénio a 1,897 A e 1,930 A, respectivamente, 0
DC-03 estabelece interagdes eletrostaticas mais sutis com os residuos ARG119 e
GLY117 a uma distancia de 3,266 A e 2,549 A, respectivamente. No entanto, o DC-03
mantém estabilidade no sitio de ligacdo por meio de interacdes hidrofobicas com residuos
adicionais, como PHE239 e ALA218.
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Figura 34. Pegada energética de Monastrol (azul) e DC-03 (vermelho) no sitio de ligacdo da Eg5. Cada
linha vertical representa um residuo, indicando a energia correspondente. O grafico superior mostra a
energia de van der Waals (VDW), enquanto o inferior exibe as energias eletrostaticas. Ambos compartilham
interacGes cruciais em residuos adjacentes (GLU116, GLY117, GLU118, ARG119).

Apesar de ser uma ferramenta poderosa, o docking proporciona apenas imagens
estaticas do sistema, negligenciando os efeitos dindamicos relacionados a entropia,
solvatagdo e dessolvatacdo das moléculas e proteinas. Para uma avaliacdo mais precisa
da estabilidade do ligante, recorre-se a simulacdo de dindmica molecular (DM). Assim,
foram conduzidas duas simulacdes de DM, com uma duragdo de 10 ns cada. Uma das
simulagdes monitorou as mudancas conformacionais da Eg5 com o ligante Monastrol,
enquanto a outra investigou o ligante DC-03. Os resultados da DM foram expressos em
termos de root mean square deviation (RMSD) das posi¢des dos atomos em relacéo a
posicdo inicial, indicando a estabilidade do sistema. O RMSD estabilizando em torno de
um valor especifico sugere um estado equilibrado, enquanto um aumento significativo

pode indicar uma mudanca conformacional ou a dissociacao do sistema simulado.

Os valores de RMSD para as simulagdes de DM s&o apresentados na Figura 35,
representando a variacdo do sistema para Eg5 + Monastrol (Figura 35A e 34C) e Eg5 +
DC-03 (Figura 35B e 34D). Observa-se que 0 RMSD nessas simulacgdes se estabilizou

em torno de 2 A, indicando a estabilidade da proteina e do ligante ao longo do tempo de
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simulacdo. Notavelmente, a variacao dos ligantes dentro da Eg5 foi minima e os sistemas
mantiveram-se estaveis. Esses resultados sustentam a hipo6tese de que o DC-03 e o
Monastrol podem exercer efeitos semelhantes por serem ligantes estaveis dentro do sitio
da Eg5.

Eg5 + monastrol

Eg5 + dicoumarol
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Figura 35. Analise de DM. (A) e (B), respectivamente, RMSD dos sistemas Monastrol + Eg5 e do derivado
dicumarol DC-03 + Eg5. As variacdes médias na estrutura principal foram 1,709 A para Eg5 + Monastrol
e 1,811 A para Eg5 + DC-03. (C) e (D), respectivamente, os RMSDs médios para os ligantes Monastrol e
DC-03 no sitio de ligacio da Eg5, os valores médios foram 0,351 A e 0,383 A.
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Conclusdes e perspectivas

Esta dissertacdo aplicou um modelo de efeito de solvente baseado nas descri¢cGes de
Kamlet-Abboud-Taft para avaliar os impactos do solvente na reacdo de sintese das CPDs,
uma reagdo variante de Biginelli. Entretanto, os resultados iniciais apontaram
discrepancias com o modelo, direcionando a pesquisa para uma analise mais abrangente
dos dados espectroscépicos e espectrometricos da estrutura sintetizada, bem como para
uma revisdo minuciosa dos relatos na literatura. Essa abordagem revelou que a RMC para
a sintese das CPDs e de algumas variantes da Biginelli ndo conduz ao produto esperado.
Nessas instancias, os produtos formados consistem em derivados de dicumarol, com a
presenca de contaminantes, como ureia ou tioureia, durante a RMC da CPD. Essa

constatacdo foi reforcada pela falha nas tentativas de reproduzir as condic6es da literatura.

Para a RMC na sintese da CPD-01, realizou-se uma investigacao aprofundada dos
mecanismos reacionais envolvidos na transformacdo recorrente. A espectrometria de
massas foi empregada para monitorar os intermediarios reacionais e investigar hipoteses,
com reagdes monitoradas tanto com quanto sem reagentes ionicamente marcados. Os
dados adquiridos corroboraram a hipdtese sobre a ineficiéncia da reacdo, apontando ainda
para a atribuicdo incorreta de varios adutos de MCR e possibilitando a proposi¢do de um

ciclo catalitico envolvendo a pseudo RMC.

Neste trabalho foi possivel detectar e caracterizar uma estrutura andloga a CPD
(com uma guanidina). Apesar dos rendimentos muito baixos, a caracterizacdo estrutural
foi conduzida exclusivamente por ESI(+)-MS/MS. Conclui-se que a sintese da CPD
permanece como um desafio a ser enfrentado, abrindo perspectivas para futuros estudos
em busca de metodologias e sequéncias sintéticas distintas, uma vez que nenhuma
condicdo de RMC descrita até 0 momento permitiu a producdo bem-sucedida dessa

estrutura.

Os ensaios bioldgicos conduzidos com os derivados de dicumarol reiteraram suas
notaveis atividades bioldgicas, evidenciadas pelos resultados positivos nos ensaios de
coledptilos de trigo e na avaliagdo da atividade antitumoral. Notou-se, de maneira
significativa, que os contaminantes ndo exerceram impacto na atividade biolégica dos
DCs. No estudo da atividade antitumoral do DC-03, emergiu um novo potencial inibidor

de Egb, respaldado pela convergéncia de dados bioldgicos e computacionais (docking e
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dindmica molecular). Contudo, investigacGes adicionais serdo cruciais para validar e

consolidar essa hipdtese.

Por fim, as perspectivas que se abriram com esta dissertacdo sdo: (i) necessidade
de desenvolvimento de uma metodologia de sintese alternativa e eficiente para a sintese
de derivados CPD, (ii) aplicacdo dos outros adutos de DC como possiveis agentes
antitumorais, (iii) expandir o estudo dos DCs como inibidores da proteina Eg5, (iv)
expandir os estudos dos DCs como possiveis herbicidas e (v) desenvolver e aplicar DCs

fluorescentes sem atividade antitumoral como possiveis marcadores celulares.
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Anexo 6. (A) RMN de 'H (600 MHz, DMSO-dg) para 0 PCN-01. (B) RMN de *3C (150 MHz, DMSO-ds)
para o PCN-01.
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Anexo 7. (A) RMN de 'H (600 MHz, CDClI3) para o0 TCC-01. (B) RMN de **C (150 MHz, CDCls) para o
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Anexo 8. Espectro de FTIR (KBr) do DC-01.
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Anexo 9. Espectro de FTIR (KBr) do DC-02.
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Anexo 10. Espectro de FTIR (KBr) do DC-03.
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Anexo 11. Espectro de FTIR (KBr) do DC-04.
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Anexo 12. Espectro de FTIR (KBr) do DC-05.
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Anexo 13. Espectro de FTIR (KBr) da PCN.
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Anexo 14. Espectro de FTIR (KBr) do TCC.
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Anexo 15. (A) Espectro de ESI(+)-MS do DC-01. (B) Espectro de ESI(+)-MS/MS do DC-01.
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Anexo 16. (A) Espectro de ESI(+)-MS do DC-02. (B) Espectro de ESI(+)-MS/MS do DC-02.
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Anexo 17. (A) Espectro de ESI(+)-MS do DC-03. (B) Espectro de ESI(+)-MS/MS do DC-03.
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Anexo 18. (A) Espectro de ESI(+)-MS do DC-04. (B) Espectro de ESI(+)-MS/MS do DC-04.
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Anexo 19. (A) Espectro de ESI(+)-MS do DC-05. (B) Espectro de ESI(+)-MS/MS do DC-05.
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Anexo 20. (A) Espectro de ESI(+)-MS do PCN. (B) Espectro de ESI(+)-MS/MS do PCN.
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Anexo 21. (A) Espectro de ESI(+)-MS do TCC. (B) Espectro de ESI(+)-MS/MS do TCC.



Anexos

Intensity

Precursor: 325,

Intensity

Anexo 22. (A) Espectro de ESI(+)-MS do Intermediario 2.
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