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RESUMO

Flavonoides sdo uma classe de produtos naturais amplamente distribuidos no reino
vegetal, sendo encontrados em caules, frutas, flores etc. Numerosos estudos tém sido
realizados visando aprofundar o conhecimento da atividade bioldgica dos flavonoides,
sendo reportadas algumas como atividades antimicrobiana, anti-inflamatdria e antiviral.
O presente trabalho tem como objetivo a caracterizagdo de derivados metoxilados e
benzilados da naringenina (9) além de ensaios de reacdes de protecdo a fim de futuros
prototipos de farmacos leishmanicida, através de modificacfes em flavonoides. Neste
trabalho foi utilizado (9) como material de partida para futuras reacées, sendo uma delas
a reacdo de metilacdo regiosseletiva para obtencdo da 7-metoxi-naringenina, utilizando
sulfato de dimetila e carbonato de potassio em acetona a temperatura ambiente tendo
rendimento de 72% , e em seguida o produto formado é submetido a reacdo de protecao
utilizando brometo de benzila. Contudo, nas condicGes testadas ocorreu a abertura do
anel C . Dessa forma, foi necessario testar outros meios de protecdo utilizando reagentes
de silicio e alternativas de ciclizacdo na tentativa de fornecer os produtos desejados. Os
produtos foram caracterizados pelos métodos usuais da literatura e disponiveis no grupo

de pesquisas, como RMN, infravermelho e ponto de fuséo.

Palavras-chave: flavonoides, naringenina, leishmaniose
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ABSTRACT

Flavonoids are a class of substance widely distributed in the plant kingdom and are
found in stems, fruits, flowers etc. Numerous studies have been carried out to deepen
the knowledge of the biological activity of flavonoids, some of which have been
reported as antimicrobial, anti-inflammatory and antiviral activities. The present work
aims to characterize methoxylated and benzylated derivatives of naringenin (9) in
addition to testing protective reactions for future prototypes of leishmanicidal drugs,
through changes in flavonoids. In this work, (9) was used as starting material for future
reactions one of which being the methylation reaction regioselective to obtain 7-
methoxy-naringenin, using dimethyl sulfate and potassium carbonate in acetone at room
temperature, yielding 72%, and then the product formed is subjected to a protection
reaction using benzyl bromide, however under the conditions tested the opening of ring
C occurred , it was necessary to test other means of protection using silicon reagents
and cyclization alternatives in an attempt to supply the desired products. The products
were characterized by the usual methods in the literature and available in the research

group, such as NMR, infrared and melting point.

Keywords: flavonoids, naringenin, leishmaniasis

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estruturas quimicas dos farmacos ivermectina Bla/B1b e artemisinina. ............c.c....... 5
Figura 2. Estrutura quimica da cocaina, morfina e mevastatina...............ccocevevvevenie s s, 5
Figura 3. Esqueleto basico dos flavonoides. ..........ccveieiieiiiiiic e 7
Figura 4. Estruturas da chalcona e aurona respectivamente. .........c.cocveveveeeeneseeriesesee e 7
Figura 5. EStrULUra da FULING. .....ccvoiieiiiiiic ettt sttt re e e 8
Figura 6. Principais classes de flaVONOIdes...........ccocveiiiieiiiii i 8
Figura 7. Relacdo atividade-estrutura antioxidante do kaempferol..........c.ccccoovvveviiieiiiiecienns 14
Figura 8. Ciclo da [€ISNMANIOSE .......cveiieiie et nre s 15
Figura 9. Espectro de RMN *H da 7-metoxinaringenina (CDCIs). .......c.cccvveveveeeeeriseieeeeerene, 22
Figura 10. Espectro de RMN 3C da 7-metoxinaringenina (CDCl3). ........cccoeveveeveevrvereeerererne, 22
Figura 11. Estrutura da 5,4’-dibenzil-7-metoXichlacona.............c.ccoereiiiiininiiesesceeee 25
Figura 12. Diferentes grupos protetores SHanos. ............covieiireneneiesise s 26

viii



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. Biossintese de flavonOides...........coooeiiiiieiiiiiicice e 9
Esquema 2. Biossintese do KaempPrerol ..o 11
Esquema 3. Mecanismo proposto para a sintese do 7-metoxinaringening.............ccocevevvevennns 21
Esquema 4. Mecanismo proposto para a sintese do 5,4’-dibenzil-7-metoxinaringenina. ........... 24
Esquema 5. Mecanismo proposto para abertura do anel C.........cccccveveveiieeiiinie s 25
Esquema 6. Reacdo de protecao Utilizando tMS. .......c.ccviiieiiieiic i 26
Esquema 7. Reacdo de oxidagao da ChalCona. .........c.ccvvveiiiiieiic i 27



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Fungdes do kaempferol no tratamento de Varias doencgas. .........ccccvevvvvrerereriereenne. 12



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ...ttt st e e nneas 1\
LISTA DE FIGURAS . ..ottt sttt sae e viii
LISTADE ESQUEMAS ... .ottt st enes IX
LISTA DE QUADROS...... .ottt X
1. INTRODUGAOD ..ottt sttt 1
LLOBIETIVOS ...ttt b e 4
00 T | S 4
1.0.2 ESPECITICOS: teeeerrunrrreererssesersrnnneeeesssssessssssnneesesssssssssanssssessssssssssssnnsessssssssssssnnnnsesassssnes 4
2. FUNDAMENTAGAO TEORICA ..ottt 5
2.1 Importancia dos produtos naturais e a Sintese OrgaNICa: ...ccerreerrrrerecerrerssessneessessnnes 5
2.2 Flavonoides: origem, estrutura e 0COrréncia Na NAatUreZa......coeveureeersssresssssannrenesssees 7
2.2.1 Kaempferol: ocorréncia e propriedades geraisS ...ccceeveereeerrresesssssnneereessesessssnnnnnenes 11
2.2.1.1 Kaempferol e sua atividade antioXidante ......cccceeeeveereeerereiccssssnnneeeeessesecssnneeeens 12
2.3 LEISNMANIOSE. c.ueiiitiiriteeiiitinit ittt a e s 14
3. METODOLOGIA ...t 17
3.1 PARTE EXPERIMENTAL ..ottt sssssssees 17
3.2 PROCEDIMENTO REACIONAL ..cciiiiiiiiiiiininininiiiiinininisisssssssssssssssssssssssssssssssssssss 18
3.2.1 Procedimento reacional da metilacdo da naringenina (9)......ccceeveveenreeeenrecessnnns 18
3.2.2 Protecao de (10) utilizando brometo de benzila........ccoccveeeereiiienrrsennneeenniccensnenns 19
3.2.3 Reagdes de protecdo de (10) utilizando protetores de SiliCi0 ....ccevrerrsircneessisnnens 19
3.2.4 Reacdo Algar Flynn Oyamada (ciclizagdo da 7-metoxidibenzilchalcona).......... 20

4. RESULTADOS E DISCUSSAO .....coooeieeiieereeeeeteeieses s sesessessesisses s sensenenns 21
4.1 Metilag8o da NariNgeNiNG......cccceeriiessneriiissseesssssssssssssssesssssssesssssssssssssssssesssssssssssns 21
4.2 Benzilagao da 7-metoXinaringeniNa.....iuccccercrrreereisiesssssnnreeeesssssssssnnnssesssssssssssnnsnenes 24
4.3 REACOES COM SIlICIO cuveerrerrrrereeirneeiicssnreeiecssnnesssssseessesssneesssssnnassssssnsesssssnnsesssssnnasanas 25
4.4 Reacgdo Algar-FIyNN-Oyamada....c.ccccceeeeeeesrceneeeriisiessssssnneeeessssssssssnseseesssssesssssnnnnenes 27
5. CONSIDERACOES FINAIS ......coiieeieeeeeeeeeeevesese e enes s, 29
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coooieeveeeieieeeeeeersseeesnesesseninneneon, 30

Xi



1. INTRODUCAO

Desde os primordios que produtos naturais fazem parte da vida do homem como
fonte de alimentos e de materiais para vestuario, habitacdo, utilidades domésticas,
defesa e ataque; na producdo de meios de transporte; como utensilios para
manifestaces artisticas, culturais e religiosas; bem como meio restaurador da saude
(SIMOES et al., 2017). Hoje representam uma das alternativas entre as diversas fontes
de insumos necessarios a existéncia da sociedade, tendo como principal vantagem o fato
de serem uma fonte renovavel e, em grande parte, controlaveis pelo génio humano.

E notavel a importancia dos produtos naturais na busca e identificacdo de
prototipos para o desenvolvimento de farmacos. No inicio do século passado houve um
interesse marcante por parte de universidades, institutos de pesquisas e da industria
farmacéutica em tais produtos, o que contribuiu para um grande avancgo na pesquisa de
diversas plantas que eram utilizadas na medicina popular, tendo sido possivel isolar e
identificar varios compostos bioativos (SIMOES et al., 2017).

A obtencdo de muitos farmacos de estrutura complexa tornou-se
economicamente viavel a partir da descoberta de substancias que puderam ser utilizadas
como precursores na sua sintese. Os compostos de origem natural sdo usados como
prototipos para o desenvolvimento de farmacos, como por exemplo, farmacos anti-
inflamatorios aprovados entre 1983 e 1994, derivados ou baseados em polifendis de
origem natural (YOON; BAEK, 2005), a utilizagio de alcaloides como
hipnoanalgésicos (morfina) (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Atualmente, a sintese de compostos organicos constitui um importante parte no
processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos (SANGI, 2016). Na busca
por um farmaco que tenha como alvo uma macromolécula biolégica, anteriormente
selecionada, € comum fazer uso da estratégia de sintese orientada pelo alvo, seja com o
planejamento de uma Unica substancia ou mesmo de uma colecdo de compostos de uma
determinada classe, empregando a quimica combinatéria (FRAGA et al., 2011).

Embora a sintese organica tenha evoluido bastante com o passar dos anos com a
finalidade de obter novos farmacos espelhando-se na natureza, as opg¢des terapéuticas
disponiveis atualmente para as DTNs (doencas tropicais negligenciadas) sdo muito
limitadas, insuficientes e apresentam uma série de problemas, tais como: baixa eficacia,
elevada toxicidade e a emergéncia de cepas resistentes. Este panorama é sensivelmente

agravado pela falta de investimentos e inovagdo em programas de P&D (pesquisa e



desenvolvimento) de farmacos, que reflete o numero extremamente reduzido de
medicamentos que chegaram ao mercado ao longo das Ultimas décadas (NWAKA,
2009).

As leishmanioses se incluem no grupo das chamadas doengas tropicais
negligenciadas (DTNs) que afetam cerca de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo,
com 2 milhdes de novos casos diagnosticados todos os anos (GUNDAMPATI et al.,
2014). A leishmaniose € vista com frequéncia na Sudeste Asiatico, Africa, paises do
Mediterraneo e América do Sul, incluindo principalmente o Brasil (OMS, 2017b). E
utilizado no Brasil no tratamento terapéutico da leishmaniose, farmacos a base de
antimonio, como por exemplo, o antimoniato de metilglucamina (comercializado no
Brasil como Glucantime®), sendo especialmente eficaz no tratamento de leishmaniose
cutanea, muco cutanea e visceral. Outra droga leishmanicida ainda mais potente
disponivel comercialmente € a anfotericina B, que atua contra as formas promastigotas e
amastigotas do parasita (QUEIRAO et al., 2019), contudo estas drogas causam danos
colaterais, como alterac6es hepaticas e distdrbios cardioldgicos.

Na busca por novos farmacos para o tratamento da leishmaniose foram
descobertas algumas substancias naturais que tem demonstrado atividade frente a
enfermidade. Os flavonoides, metabolitos de baixo peso molecular e uma ampla classe
de compostos polifendlicos de origem vegetal, tém feito parte destas substancias.
Estudos identificaram vérios tipos de flavonoides em extratos vegetais com
propriedades antiprotozoarias, dentre elas, a atividade contra espécies de Leishmania sp.
comprovada em vérios trabalhos (CAMACHO et al., 2002; JORDAO et al., 2004;
GRAEL et al., 2005; TASDEMIR et al., 2006). Recentemente, foram publicados
alguns trabalhos onde flavonoides demostraram atividades frente a Leishmania
amazonensis, sendo o kaempferol-3,7-di-O-metil éter o mais promissor (ARAUJO, et
al., 2019), podendo assim servir como modelo estrutural para novos protétipos
leishmanicidas. Este trabalho é continuacdo do estudo dos flavonoides de Solanum com
atividades leishmanicida e antitumoral reveladas em recentes testes (dados inéditos sob
protecdo intelectual), no qual o 3,7-dimetoxikamferol, estimulou a obtencdo daquele
flavonoide em questdo a partir de um precursor acessivel, em uma rota sintética
eficiente levando a obtencdo em escala micro e semi-micro de um flavonoide natural de

alto valor agregado de mercado.



Diante do que foi apresentado, o projeto busca responder a seguinte questdo:

%+ Como desenvolver uma rota sintética inédita para obter o 3,7-dimetoxi-
kaempferol a partir da naringenina em quantidade suficiente (multigrama)
para andlise de atividades biologicas, tornando-se uma inovacdo

tecnoldgica?



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral:
Desenvolver metodologia sintética inédita para a obtencdo de 37DMK (3,7-

dimetoxikaempferol ) a partir da naringenina; este produto e seus intermediarios serdo
obtidos em quantidade suficiente para testes de derivatizacdo e ensaios farmacologicos,
e submetidos a protecdo intelectual especialmente para atividades antiparasitaria

(leishmanicida) e citotoxica (anticancer).

1.1.2 Especificos:
1. Sintetizar os derivados, e obter o 37DMK a partir da naringenina no LSCB-DQ-

UFRPE;

2. Encaminhar para testes bioldgicos, especialmente para a atividade antiparasitaria
(leishmanicida) e citotoxica (anticancer). Os estudos serdo realizados em colaboragéo
com a professora Magna Suzana Alexandre Moreira da UFAL para atividade anticancer
sobre a enzima topoiomerase Il e leishmanicida , e serdo objetos de protecdo intelectual

na forma de patente.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Importancia dos produtos naturais e a sintese organica:

A importancia dos produtos naturais no processo de desenvolvimento de novos
farmacos recebeu reconhecimento recente com a concessdo do prémio Nobel de 2015
aos pesquisadores William C. Campbell, Satoshi Omura e Tu Youyou (SIMOES et al.,
2017). Eles foram pioneiros na descoberta de farmacos usados para o tratamento de
doencas parasitarias, especificamente a ivermectina B1a /B1p (1), isolada de culturas de
Streptomyces e utilizada no tratamento de filariose, e a artemisinina (2), isolada de
Artemisia annua L. e utilizada no tratamento da malaria (MCKERROW, 2015) (figura
1).

Figura 1. Estruturas quimicas dos farmacos ivermectina Bia/Bin(1)
e artemisinina (2).

1)

A obtencdo de muitos farmacos de estruturas complexas tornou-se
economicamente viavel a partir da descoberta de substancias que puderam ser utilizadas
como precursores na sua sintese. Os compostos de origem natural sdo usados como
prototipos para o desenvolvimento de farmacos, como exemplos temos: anestésicos
locais, desenvolvidos a partir da cocaina (3); os hipnoanalgésicos, a partir da morfina
(4); e os hipolipémicos, a partir da mevastatina (5) (figura 2) (SIMOES et al 2017).

Figura 2. Estrutura quimica da cocaina (3), morfina (4) e mevastatina (5).

HO o
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Sendo assim, a natureza forneceu muitos modelos moleculares que
fundamentaram estudos de relacdo estrutura-atividade (SAR) e inspiraram o0
desenvolvimento da sintese organica (VIEGAS, 2006).

Nas ultimas décadas a area de sintese organica passou por uma grande evolugéo
(BROCKSOM et al., 2015). O numero e a complexidade dos novos compostos
sintetizados aumentaram drasticamente, e dentre estes novos compostos podem-se
incluir muitos farmacos e candidatos a farmacos, além de muitos reagentes usados para
explorar processos biologicos de variadas formas. Atualmente, a sintese de compostos
organicos constitui um importante parte no processo de descoberta e desenvolvimento
de novos farmacos (SANGI, 2016). Na busca por um farmaco que tenha como alvo uma
macromolécula bioldgica, anteriormente selecionada, é comum fazer uso da estratégia
de sintese orientada pelo alvo, seja com o planejamento de uma Unica substancia ou
mesmo de uma colecdo de compostos de uma determinada classe, empregando a
quimica combinatéria (FRAGA et al., 2011).

Produtos naturais continuam exercendo seu fascinio na producdo de farmacos
inovadores como os derivados semissintéticos de artemisinina, Gteis no tratamento da
malaria, o diterpeno paclitaxel (CORREA, 1995), de Taxus brevifolia, que é hoje um
medicamento utilizado para tratamento de tumores sdlidos (Taxol®) e a camptotecina,
alcaloide que inspirou inimeros derivados que ingressaram no mercado dos farmacos
oncologicos (WALL, 1993). Substancias isoladas de organismos marinhos demonstram
a importancia dos produtos naturais e ilustram sua quimiodiversidade. O peptideo
conotoxina MVIIA (Ziconotide®), isolado do molusco marinho Conus magus é o
primeiro farmaco de origem marinha e foi liberado pelo FDA, em 2004, para o
tratamento da dor crénica severa (SHER E, 1991).

Foi de outras fontes naturais, além dos vegetais, que Alexander Fleming, na
Inglaterra, na primeira metade do século 19 descobriu a penicilina, originada de fungos
(MAUROIS, 1959). A classe dos agentes reguladores da hipertensdo arterial
pertencentes aos inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA), pioneiramente
desenvolvida por Ondetti, Cushman e colaboradores nos laboratorios Squibb
(ONDETTI; CUSHMAN; RUBIN, 1983) representada pelo captopril, foi planejada a
partir dos trabalhos inicialmente realizados por dois eminentes cientistas brasileiros:
Mauricio Oscar Rocha e Silva e Wilson Beraldo e, posteriormente, por Sérgio Henrique
Ferreira, que a partir dos estudos com o veneno da jararaca (Jathropus jararaca)

descobriram a bradicinina, construindo as bases para o conhecimento do sistema renina-
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angiotensina (RAS) de controle da pressdo arterial, onde se situa o alvo terapéutico

desta classe inovadora de farmacos anti-hipertensivos, a ECA.

2.2 Flavonoides: origem, estrutura e ocorréncia na natureza

Flavonoide, que em latim quer dizer amarelo (“flavus”), é um termo genérico
com o qual se identificam uma série de metabolitos secundarios da classe dos
polifendis, de baixo peso molecular, encontrados em diversas espécies vegetais
(WINKEL-SHIRLEY, 2001). Foram descobertos pelo prémio Nobel Szent-Gyorgy em
1936, o qual extraiu a citrina da casca do lim&o, possuindo essa substancia a capacidade
de regulacdo da permeabilidade capilar. Assim, essa classe de produtos naturais foi
denominada como vitamina P (de permeabilidade) e por vitamina C2, visto que algumas
das substancias apresentavam propriedades semelhantes as da vitamina C. Porém, dada
a ndo-confirmacdo destas substancias como vitaminas, essa classificagdo foi
abandonada em 1950 (SOKOLOF et al 1956).

Sendo metabolitos secundarios e compostos fenolicos, diferem entre si pela sua
estrutura quimica variada. Possuem estrutura bésica comum, sendo a maior parte
caracterizada por um esqueleto Ce-C3-Cs (ESTEVES-SOUZA et al., 2002), como
mostra a figura 3, onde A e B sdo dois anéis benzénicos e C um anel pirano.

Figura 3. Esqueleto basico dos flavonoides.

Em alguns casos o anel C pode ocorrer numa forma aberta (chalcona) (6) ou
como um anel de 5 membros (aurona) (7) (figura 4).

Figura 4. Estruturas da chalcona (6) e aurona (7) respectivamente.
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Os flavonoides podem ser encontrados na forma livre, mas a maioria ocorre
como glicosideos, como a rutina (8) (figura 5), em que a parte aglicona da molécula esta
ligada a agUcar(es). Se a ligacdo do acgucar a aglicona for através de um grupo OH, entdo
sdo chamados de O-glicosilflavondides. Se a ligacdo do flavonoide a aglicona for
através de uma ligacdo C-C, entdo sdo chamados de C-glicosilflavonoides
(STOBIECKI; KACHLICKI, 2008)

Figura 5. Estrutura da rutina (8).
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Seus carbonos podem sofrer variagbes quimicas, como hidroxilagdo,
hidrogenacéo, metilacdo e sulfonagdo, proporcionando a formagdo de mais de quatro
mil compostos flavonoides, que sdo agrupados em classes (GEORGIEV et al. 2014).

Dependendo do grau de oxidacdo e da saturacdo no anel heterociclico, os
flavonoides podem ser divididos nos grupos principais: chalconas, flavanondis,

flavanonas, flavondis, flavonas e isoflavonas (figura 6) (PEREIRA et al., 2016).

Figura 6. Principais classes de flavonoides
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Os flavonoides apresentam acdo terapéutica nos sistemas imunologico,
circulatorio, cardiovascular e neural (GEORGIEV et al., 2014).

A biossintese dos flavonoides é realizada através de uma rota mista (esquema 1),
onde o anel A ¢ proveniente da via do acetato, e 0s anéis ou conjunto C9 restante, B e
C, da rota do chiquimato (CORDELL, 2002). Esta via origina os acidos cinamico,
ferulico, cafeico etc., que condensados a moléculas de malonil-CoA via condensacao de
Claisen de um tricetideo ird resultar na estrutura da chalcona correspondente
(RODRIGUES DA SILVA et al., 2015). Esta, por sua vez, durante os metabolismos
préprios de cada espécie, resultard na formacéo de toda a diversidade verificada nesta
classe de compostos.

Esquema 1. Biossintese de flavonoides.

HO. O Ho___oO
NH,
> > Ho
HOY ™~ “OH
. (o]

OH
Acido chigimico Fenilalanina Acido cinamico
CoAS ho.
o HOWSCOA o o
)J\SCOA — > fo) fo) 4-cumaril-SCoA Acido 4-cumirico
Acetil-CoA 3 x Malonil-CoA
OH OH
OH (o) SCoA o SCoA
° o o NADPH o
o) = e
SCoA
°c o OH ©
Sintese da chalcona Sintese da chalcona
1
ﬁsmteil‘x}ﬁzz bene Condensacao de Claisen Condensagio de Claisen
OH OH
\,/\/‘/ HO ‘ OH O HO l OH O
OH O o
Etilbeno Chalcona Chalcona



Esquema 1 (continuacéo). Biossintese dos flavonoides

OH
wo__on L
O | Adigio nucleofilica 1O
Desidrogenagao
R (o}

Chalconas Auronas
R=H ou OH R=H ou OH
Adigdo
leofili
nucleofilica OH OH
HO 2-oxoglutarato HO O o |
E— .
OH O OH O
Flavanonas Flavonas
OH
HO 0 ‘ Antocianidinas
2-oxoglutarato OH Catequinas

@0@ OH OH
OH e
O Leucoantocianidinas
(0]

OH O

Flavononois

Flavonois

Os flavonoides podem ser encontrados em frutas, legumes, nozes, sementes,
caules, flores, raizes, cascas, chocolate escuro, cha, vinho e café, sendo, portanto,
substancias comuns na dieta diaria (TANAKA, 2013). Nas folhas das plantas, elas
possuem funcdes, tais como, protecdo contra predadores, patdgenos e radiacdo
ultravioleta (BERNINE, 2011). Nas flores, sdo responsaveis pelas cores atrativas para
polinizadores de plantas, e além destas funcbes, os flavonoides estdo envolvidos na
transferéncia de energia de fotossensibilizacdo, acdo dos hormonios de crescimento
vegetal, controle de respiragdo e fotossintese, morfogénese e determinagdo do sexo
(CUSHING, 2005).

Devido a sua grande diversidade de atividades biologicas, os flavonoides tém
sido alvo de interesse da comunidade cientifica (WILLIAMS, 2004). Numerosos
estudos tém sido realizados e desde entdo tém sido reportados diversas atividades, tais

como: antimicrobiana, antialérgica, estrogénica, osteogénica, inibicdo enzimatica,
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antioxidante e vascular (CUSHING, 2005), anti-inflamatéria (COUTINHO, 2009),
antifungica e antiviral (WANG, 1989), propriedades antioxidantes (COTELLE, 1996),
acdo antitlcera (LOLLI, 2012), acdo contra o virus da imunodeficiéncia adquirida
(HIV) (CHU, 2004), antidiabética (TANAKA, 2013), prevencdo a doencas de pele,
atividade antimutagénica, e propriedades vasodilatadoras (BERNINI, 2011), reducdo ao
risco de doencas cardiovasculares (FARKAS, 2004), acdo anticarcinogénica (CHAN,
2012) e leishmanicida (CABANILLAS, 2014).

2.2.1 Kaempferol: ocorréncia e propriedades gerais

Kaempferol também conhecido como 3,5,7,4'-tetrahidréxiflavonol ¢ um soélido
cristalino amarelo de peso molecular de 286,23 g/mol, com ponto de fusdo em 276-278 °C
(REN; LU; QIAN et al, 2019).

Esquema 2. Biossintese do kaempferol

CoOH ~_-COOH
Al
m2 HO — O N

fenilalanina acido cumaroil O
4-cumaril-SCoA

OH

OH OH +
o) SCoA o SCoA
NADPH

HO SCoA
O -

chalcona sintase

(6] (6]

3 x malonil-SCoA
OH O (6] (6]

de
Claisen

condensacdo \

OH OH
HO. 0) O
flavanona O
OH

3-dioxigenase
—_—

HO,

adicdo
nucleofilica

OH O chalcona isomerase OH O OH O

chalcona naringenina diidrokaempferol
®

flavonol sintase J

OH O
kaempferol

Sua biossintese (esquema 2) se da a partir da transformacdo da fenilalanina pela
PAL (fenilalanina amonia liase) em &cido cindmico que sofre hidroxilagdo formando o
acido cumaroil, ativado por acetil coenzima A (Acetil-SCoA), formando o 4-cumaril-SCoA

que se unem a trés moléculas de malonil-SCoA (DORES, 2007), onde esta reacio €
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catalisada pela enzima chalcona sintase, originando a chalcona apos reducdo pelo NADPH

e condensacdo de Claisen, que posteriormente é transformada em uma flavanona, chamada

naringenina (9), pela enzima chalcona isomerase, em seguida a naringenina € hidroxilada

pela flavanona 3-dioxigenase para produzir 0 diidrokaempferol (REN; LU; QIAN et al,

2019) e finalmente ocorre oxidagdo na posicdo C»-Cs, onde a enzima flavonol sintase

introduz uma ligag&o dupla nessa posicéo da estrutura formando o kaempferol.

Como as enzimas envolvidas na biossintese do kaempferol sdo relativamente

comuns no reino vegetal, ndo é surpreendente que esse flavonoide seja amplamente

distribuido nas diversas partes constituintes das plantas, como sementes, folhas, frutas,
flores (SHARIFI-RAD; FOKOU; SHAROPQV et al., 2018) e é distribuido em 80%

dos alimentos de origem vegetal, incluindo morangos, frutas citricas, uvas, macas,

feijoes, couve, alho-poro, brdcolis, tomate, couve, cha etc. (KASHYAP et al., 2017). O

kaempferol demonstra ter varias atividades biolégicas como mostra o quadro 1
(ARAUJO; QUEIROZ; SILVA et al., 2019) (REN; LU; QIAN et al., 2019).
Quadro 1. Funcdes do kaempferol no tratamento de varias doencas.

Tratamento para cicatriz hipertrofica
ou outras doengas fibroproliferativas.

niano

Protecao do nervo
cra

| Anti-i

nflamatoria ]

[

Protegaodo
endotélio vascular

]

Kaempferol

[ Antiprotozoaria ]

2.2.1.1 Kaempferol e sua atividade protetora

[

Protegdo contra lesdes hepatica

¢ doengas metabolicas

esofagico, cancer de
mama, cancer cervical,

C A carcinoma hepatocelular.
Anticancer . 'p. I
cancer de ovario, cancer

gastrico, cancer de
pulmiao de células nao
pequenas, leucemia,
colangiocarcinoma,

cancer pancreatico,
miomas uterinos, cancer

\de bexiga, osteossarcoma

Espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas a partir das reagcdes enzimaticas

durante o metabolismo sdo as principais fontes de estresse oxidativo prejudicial
(ADEGOKE; FORBES, 2015). Embora o corpo humano tenha enzimas antioxidantes

como por exemplo: superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase entre outras
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como mecanismo de defesa que neutraliza constantemente as ERO, as concentracdes
excessivas de ERO tornam-se potencialmente fatais para as células ou causam disfungéo
celular, toxicidade do oxigénio, senescéncia, acidente vascular cerebral, doencas
autoimunes, cancer, doenca de Parkinson, infeccdo e arteriosclerose (ADEGOKE;
FORBES, 2015). Estudos tém sido realizados usando varios alimentos funcionais
(contendo naturalmente flavonoides) como agentes antioxidantes que podem ser utilizados
para combater as ERO (KIM; CHOI, 2003). Esses resultados mostraram que os flavonois
podem ser metabolitos secundéarios eficazes contra o estresse oxidativo (YOSHIDA,
KONISHI; HORINAKA et al., 2008).

O kaempferol elimina diretamente peroxinitrito (espécies reativas de nitrogénio) e
radicais hidroxila em baixa concentragdo, enquanto em altas concentracbes aumenta a
expressdo de enzimas antioxidantes (CALDERON-MONTANO; BURGOS-MORON;
PEREZ-GUERRERO et al., 2011)

A atividade antioxidante do kaempferol foi observada em vérios estudos in vivo
(KAMPKOTTER; GOMBITANG; ZURAWSKI et al, 2007) (VERMA;
VIJAYAKUMAR; MATHELA et al., 2009). Por exemplo, descobriu-se que o kaempferol
diminui o acumulo de ROS intracelular e aumenta a sobrevivéncia de Caenorhabditis
elegans (KAMPKOTTER; GOMBITANG; ZURAWSKI et al., 2007). Um extrato de
Capparis spinosa, que continha derivados de kaempferol, mostrou atividade antioxidante
significativa quando aplicado topicamente em voluntarios humanos saudaveis (BONINA;
PUGLIA; VENTURA et al., 2002)

O arranjo espacial dos substituintes nos flavonoides talvez seja um determinante
maior da atividade antioxidante, pois tanto a configuracdo quanto o nimero total de grupos
hidroxila influenciam substancialmente varios mecanismos da atividade antioxidante
(BURDA; OLESZEK, 2001). A capacidade de eliminacdo de radicais livres é atribuida
principalmente as altas reatividades de substituintes hidroxila que participam da seguinte
reacdo (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002):

F—OH +R' —® F—O +RH
A configuragdo da hidroxila do anel B é o determinante mais significativo da
eliminacdo de ERO e ERN (BURDA; OLESZEK, 2001), pois o grupo hidroxila doa
hidrogénio e um elétron aos radicais hidroxila, peroxila e peroxinitrito, estabilizando-os
e dando origem a um radical flavonoide relativamente estavel, além disso a ligacéo
dupla 2-3 em conjugacdo com o grupo 4-carbonil torna o flavonoide ainda mais

eficiente para atividade antioxidante, pois exibe baixos valores de 1Cso em um sistema
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microssomal em comparacdo com heterociclos saturados (CHOLBI; AYA; ALCARAZ,
1990).

No geral, a capacidade antioxidante aumenta de acordo com o nimero de grupos
hidroxilas presentes na estrutura, que no caso do kaempferol, sdo quatro
(HERNANDEZ-AQUINO; MURIEL, 2018). Portanto a hidroxila pode doar seu
hidrogénio para os radicais livres (R") e o kaempferol se estabilizaria por ressonancia
(figura 7).

Figura 7. Relacéo estrutura-atividade antioxidante do kaempferol.

Os Substituintes hidroxilas (OH) nas posi¢bes 3,5,7 e 4’ possuem alta
reatividade contra espécies oxigenadas e nitrogenadas. O arranjo 5,7-meta-diidroxilado
no anel A permite a estabilizacdo da estrutura apos a doacdo de elétrons para os radicais
livres. O sistemas cetois como 4-ceto-3-hidroxi e 4-ceto-5-hidroxi, tornam o flavonoide
um agente quelante para metais como Cu* e Fe?", que sdo um dos responsaveis pela
formacdo de radicais livres no organismo humano (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006).

2.3 Leishmaniose

As leishmanioses, se incluem no grupo das chamadas doencas tropicais
negligenciadas (DTNSs), e sdo um grupo de doencas causadas por protozoarios de
aproximadamente 22 espécies de Leishmania sp (ULLAH; NADHMAN; SIDDIQ et al.,
2016). E uma doenga infecciosa considerada zoon6tica, amplamente distribuida em todo
mundo, desde a Asia até a América, que afeta 0 homem e os animais. A taxa de
mortalidade associada a essa doenca a tornou um caso de satde publica em pelo menos
88 paises (ALVARENGA, 2010). E transmitida por meio de vetores flebotomineos
infectados possuindo um amplo espectro de manifestacdes clinicas, variando de acordo

com a espeécie de Leishmania sp envolvida.
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Os insetos transmissores dos parasitos sdo fémeas hematofagas de diversas
espécies conhecidas genericamente como flebotomineos, da ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, subgéneros Nyssomyia e Psychodopygus
pertencentes a varias espécies e diferentes géneros (Psychodopygus, Lutzomyia),
dependendo da localizacdo geografica (MARTINS; LIMA, 2013). Nas Américas,
existem aproximadamente 30 espécies de Lutzomyia com comprovada capacidade de
transmitir Leishmania spp. (COELHO, 2010). A transmisséo e o ciclo de vida podem
ser observados na figura 8.

Figura 8. Ciclo da Leishmaniose, adaptado do encontrado em
http://www.cdc.gov/dpdx/

Estagios de flebotomineos Estagios em humanos
Flebotomineo ingere sangue de
um individuo saudavel
(injetando com sua saliva 9 No organismo os
o . . protozoarios na forma de p igota) p igotas sao
Promastigotas dividem- fagocitados por

se no intestino e

migram para a faringe
do inseto

ot

Promastigotas se
transformam em
amastigotas dentro de

R e

macrofagos a
Amastigotas se transformam em
promastigotas
©5. =
- Q b o s Amastigotas se
®; 00 2k 2 multiplicam dentro da
- h- células por divisdo
€ o ul d
= T‘l'_ V binaria (incluindo
e Ingestdo de células ‘Q”;{) ma.cdréfagos) em varios
parasitadas ‘ . tecidos
o Flebotomineo ingere A
sangue com macréfagos
SRy 2 infectados com
A: Estdgio infeccioso amastigotas
Az Fase de diagndstico SAPER:HEALTHIER + PEOPLE™

hitp:/Aww.dpd cdc.gov/dpdx

As leishmanioses constituem um complexo de enfermidades que acometem
visceras e pele, apresentando amplo espectro clinico e podem ser classificadas em
visceral e tegumentar. Os seguintes autores: KAWA; SABROSA; OLIVEIRA et al.,
(2010), afirmam que a leishmaniose tegumentar € uma endemia que apresenta elevada
frequéncia no Brasil, sendo 2006, 0 ano com maior nimero de casos novos registrados,
perfazendo um total de 22.164. Ja estes autores: LOPES; MAGALHAES:; SILVA et al.,
(2010) destacam que a forma visceral, esta presente nas cinco regies do Brasil, também

conhecida como calazar, sendo que, para os autores, a rapida e extensa expansdo da LV
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pode ser explicada pelas mudancas ambientais, bem como pelas migracfes intensas e
desordenadas, além das condigdes precérias de vida inerentes aos centros urbanos,
sendo que o cdo é considerado o principal reservatério domeéstico (MARTINS; LIMA,
2013). No Brasil, as principais espécies que causam a leishmaniose tegumentar séo L.
braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis (SILVA-LOPEZ, 2010).

Para o tratamento da leishmaniose a droga de primeira escolha é o antimonial
pentavalente, existente sob duas formas: o antimoniato de N-metilglucamina e o
Estibogluconato de sddio, sendo que este ultimo ndo é comercializado no Brasil
(COELHO, 2010). O antimoniato de N-metilglucamina € indicado para tratamento de
todas as formas de leishmaniose tegumentar, embora as formas mucosas exijam maior
cuidado, podendo apresentar respostas mais lentas. Os efeitos colaterais mais frequentes
sdo artralgia, mialgia, inapeténcia, cefaleia, febre, vomitos, tontura e inchago no local da
aplicacdo (BASTOS; BOECHAT; GOMES et al., 2012).

A anfotericina B, antibidtico poliénico de reconhecida ac¢do leishmanicida, é a
droga de segunda escolha, que atua contra as formas promastigotas e amastigotas do
parasita (QUEIRAO; SOUZA; SILVA et al., 2019), empregada quando néo se obtém
resposta ao tratamento com antimonial ou na impossibilidade de seu uso. Os efeitos
colaterais mais comuns incluem nduseas, vomitos, febre, hipopotassemia, insuficiéncia
renal, anemia e alteracOes cardiacas. A cardio e nefrotoxicidade impedem seu uso fora
do ambiente hospitalar (GONTIJO; MELO, 2003).

Outra droga utilizada é a pentamidina (antimicrobiano) comercializada sob o
nome de Lomidina®, porém a toxicidade desta droga é, assim com as demais, fator
limitante, devido aos seus efeitos colaterais como: hipoglicemia, hipertenséo, alteractes
cardiologicas, nefrotoxicidade e até mesmo, morte repentina, em casos mais raros
(RATH; TRIVELIN; IMBRUNITO et al. 2003).

Muitos estudos identificaram vérios tipos de flavonoides em extratos vegetais
com propriedades antiprotozoarias, entre elas, a atividade contra espécies de Leishmania
comprovada em vérios trabalhos (CAMACHO et al., 2002; JORDAO et al., 2004;
GRAEL et al., 2005; TASDEMIR et al., 2006). Recentemente, foram publicados em
trabalhos alguns flavonoides que demostraram atividades frente a Leishmania
amazonensis, dentre eles o kaempferol-3,7-di-O-metil éter isolado de espécies de
Solanum sp o mais promissor (ARAUJO, et al., 2019) podendo assim servir como

modelo estrutural para novos protétipos leishmanicidas.
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3. METODOLOGIA
3.1 PARTE EXPERIMENTAL

3.1.1 Reagentes e Solventes

Todos os reagentes e solventes foram utilizados na forma comercial, sem prévia

purificagéo.

3.1.2 Métodos Cromatogréaficos

As analises de cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram
realizadas em cromatoplacas de aluminio com silica gel60 F2ss da Macherey-Nagel com
espessura de 0,20 mm e com indicador de fluorescéncia. As colunas cromatograficas
foram realizadas utilizando-se silica gel 60 da Sylicycle (@ xm 0,063-0,2 mm, 60A)
como fase estacionaria, sendo o comprimento e o didmetro das colunas utilizadas, além
da quantidade de silica gel, determinados pela quantidade e a complexidade das
amostras submetidas a estes procedimentos de separacdo e isolamento de compostos.
Para a fase movel, os solventes utilizados nas colunas cromatogréaficas e em analises de
cromatografias em camada delgada (CCD) foram diclorometano (DCM), acetato de
etila (AcOEt), hexano (Hex) e metanol (MeOH), em misturas binarias ou ternarias com
gradiente de concentracdo em ordem crescente de polaridade. Vale ressaltar que além
desses solventes coloca-se gotas de acido acético glacial (AcOH) nos eluentes (~1%)
para diminuir a interacdo dos produtos com a silica. A revelacdo das substancias nas
cromatoplacas analiticas foi realizada empregando a iluminacdo com uma lampada
ultravioleta UV-C GERMICIDA da Boitton em dois comprimentos de onda (254 e
365nm).

3.2.1 Meétodos Espectrométricos

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e de
carbono (RMN de 13C) foram realizados no Departamento de Quimica Fundamental da
Universidade Federal de Pernambuco, em espectrometros do tipo Varian, a 400 e 100
MHz de frequéncia, respectivamente. O solvente utilizado na dissolugéo das substancias

foi o cloroformio (CDClg).
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3.2.2 Ponto de Fusao

As medidas do ponto de fusdo dos compostos solidos foram obtidas num aparelho
PFM-I11 da Biosan Ind. E Com. Ltda.

3.2 PROCEDIMENTO REACIONAL

3.2.1 Procedimento reacional da metilagdo da naringenina (9)

10)

Em um baldo de 250 mL foi solubilizado 3,69 mmol (1,00 g) de naringenina (9),
juntamente com 3,62 mmol (0,50 g) de carbonato de potéssio (K2COs3) em 20 mL de
acetona. Em seguida foi adicionado a cada uma hora 0,11 mL (1,15 mmol) de sulfato de
dimetila (Me2SOg4) totalizando 0,33 mL (3,45 mmol) . A reagdo permaneceu sob
agitacdo e temperatura ambiente contabilizando o tempo a partir da primeira adi¢do de
Me,SOa. Ap6s o fim da reacdo (7 horas), o solvente foi removido por evaporacao
rotativa a vacuo, logo apo6s foi adicionado cerca 30 mL de agua gelada juntamente com
gelo, com o intuito de solubilizar o K>COs e desta forma precipitar o produto,
posteriormente realizou-se filtracdo a vacuo para obter o extrato organico. A reacao foi
acompanhada por placas CCD, utilizando como eluente uma mistura de Hex:AcOEt
(7:3) mais 0,1% de MeOH. Por fim, o produto é isolado e purificado em coluna
cromatografica.

A 7-metoxi-5.,4’-diidroxiflavanona (10) é um solido cristalino de coloracéo
amarelo claro, que possui Rf de 0,3 (Hex:AcOEt 30%) e ponto de fusdo na faixa de
151-153 °C, bastante proximo do relatado na literatura que é na faixa de 155-157 °C
(Zheg et al., 2012). 1V (KBr) vmax: 3263, 1643, 1444, 1377, 1165. RMN *H (400 MHz,
CDCl3): 6 12,02 (1H, s), 7,34 (2H, d, J = 8,6 Hz), 6,89 (2H, d, J = 8,6 Hz), 6,08 (1H, d,
J =2,3 Hz), 6,05 (1H, d, J = 2,3 Hz) 5,36 (1H, dd, J = 12,9 Hz; 3,1 Hz), 5,27 (1H, s),
3,81 (3H, s) 3,10 (1H, dd, J = 17,2 Hz; 12,9 Hz), 2,79 (1H, dd, J = 17,2 Hz; 3,12 Hz).
RMN 23C (100 MHz, CDCls) & 196,0; 168,0; 164,1; 162,8; 156,1; 130,5; 127,9; 115,6;
103,1; 95,1, 94,2; 78,9; 55,6; 43,1.
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3.2.2 Protecéo de (10) utilizando brometo de benzila
OBn

MeO OH

OBn o

(1)

Em um bal&o de 50 mL foi solubilizado 1 mmol da 7-metoxinaringenina (10)
(0,286 g) juntamente com 2,5 mmol de K>CO3z (0,342 g) em 20 mL de acetona. A
mistura reacional foi mantida em refluxo por uma hora e em seguida foi adicionado gota
a gota 0,264 mL (2,22 mmol) de brometo de benzila (BnBr), deixando reagir até o
consumo total do material de partida (12 horas). Apds o resfriamento da reacdo, o
solvente foi removido por evaporacdo rotativa a vacuo, logo apos foi adicionado cerca
30 mL de &gua gelada juntamente com gelo, com o intuito de solubilizar o K,COs e
desta forma precipitar o produto, posteriormente realizou-se filtracdo a vacuo para obter
0 extrato organico. A reacdo foi acompanhada por placas CCD, utilizando como eluente
uma mistura de Hex:AcOEt (7:3) mais 0,1% de MeOH.

3.2.3 Reac0es de protecdo de (10) utilizando protetores de silicio

OSiR
O O 0 O

OSiR O
R=(CH3); (12)
R=(CH;);(C¢Hs), (13)

Em um baldo de 50 mL foi solubilizado 0,17 mmol da 7-metoxinaringenina (10)
(50 mg) no solvente quando utilizado, em seguida foi adicionado a base, catalisador
quando utilizado e o reagente de silicio. A reacdo foi acompanhada por placas CCD,

utilizando como eluente uma mistura de Hex:AcOEt (7:3) mais 0,1% de MeOH.
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3.2.4 Reacdo Algar Flynn Oyamada (ciclizacdo de (11))
OBn

OoBn O
(14)

Método 1

Em um bal&o de 50 mL foi solubilizado 0,1 mmol da 7-metoxi-4',5-dibenzilnaringenina
(11) e 0,5 mmol de Na;COsz em 4 mL de metanol e 2 mL de H2O, a mistura da reacao
foi agitada a 0° C por 30 minutos. Em seguida foi adicionado gota a gota 5,8 mL de
H20. 30% na mistura a 0° C seguido pelo aumento da temperatura para 27° C, a

agitacdo foi continuada por 24 h,

Método 2

Em um baldo de 100 mL foi solubilizado 1 mmol da 7-metoxi-4',5-dibenzilnaringenina
(11) em 5 mL de metanol em seguida foi adicionado uma solugdo de hidroxido de sodio
(0,5 N, ImL) e posteriormente foi adicionado peroxido de hidrogénio (35%, 0,7 mL), a

reacao foi realizada sob temperatura ambiente por 1 dia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Metilacdo da naringenina

Nesta reacdo é possivel a formacdo de 3 produtos de acordo com a quantidade de
metoxilas. A reacdo dura cerda 7 horas sobre 0 acompanhamento de CCD. Nas ultimas
horas de reacdo, foi adicionado mais 0,5g de carbonato de potéassio e meia hora depois
mais 0,5g, assim aumentando a desprotonacdo da hidroxila facilitando ainda mais a
metilacdo, pois a quantidade de sulfato de metila utilizado é limitante. Esta reacao foi
repetida nas mesmas condicGes e foi obtido 0 mesmo rendimento (72 %), desta forma
este é um procedimento sem formacdo de produtos inesperados e ndo sdo necessarios
ajustes de reagentes durante a reacdo. Aqui se faz uso da maior reatividade (acidez
relativa) do grupo 7-OH fendlico da naringenina, tornando esta reacdo regiosseletiva
para a obtencdo do 7-metoxi derivado.

O mecanismo dessa reacdo € uma substituicdo nucleofilica Sn2 (esquema 1),
uma reacao concertada, que se inicia com a desprotonacdo da hidroxila promovida pela
base. O fenolato formado atua como nucledéfilo e ataca o carbono do sulfato de dimetila
a fim de estabilizar a molécula, formando assim, um grupo metoxila.

Esquema 3. Mecanismo proposto para a sintese do 7-metoxinaringenina

Me /\'O\\

~So0—s=0

Q \
O—Me
OH
OH
) o D
H—oO o o 0
U O
OH O

(€)) l

OH O
(10)

A confirmagdo do composto foi baseada pela comparagdo do ponto de fusdo ja
estabelecido na literatura (WU; CAI; FAN et al., 2012) e também por RMN de *H e *3C.
Também foi isolado o derivado, 7,4’-dimetoxiflavonona sendo este igualmente

caracterizado por RMN de *H e 3C. N&o ocorreu a formagéo da naringenina trimetilada
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Anel A

O espectro de RMN de *H da 7-metoxinaringenina (Figura 6) apresentou um
duplo dupleto em 61 = 6,08 ppm ¢ o1 = 6,05 ppm com integracdo para dois hidrogénios
aromaticos atribuido ao H-6 e H-8 respectivamente, com a constante de acoplamento
spin-spin mantendo entre si uma relacdo meta (J = 2,3 Hz). A presenca de um simpleto
caracteristico na regido mais desblindada on= 12,02 ppm se refere a uma hidroxila
quelatogénica em C-5. Também apresentou um simpleto ox = 3,81 com integracdo para
trés hidrogénios, onde este é atribuido a metoxila (OCH3) em C-7.

Ja no espectro de RMN de *3C (Figura 7) desse anel houve a presenca do sinal C-
10 (ndo oxigenado) apareceu em 6x= 103,13 ppm este sinal é facilmente identificado a
partir da comparagdo com 0s sinais de outros carbonos ndo hidrogenados ou oxigenados
e os carbonos metinicos (SILVA.; CARVALHO; BRAZ-FILHO 2009). A metoxila

desse anel foi atribuida ao sinal éy= 55,68 ppm, onde é caracteristico a presenca desse

grupo.

Anel B

No anel B, o espectro de RMN de *H apresentou 3 sinas distintos, sendo 2 destes
possuindo 0 mesmo ambiente quimico que corresponde a um sistema aromatico para
dissubstituido, sendo caracterizado por dois dupletos representando dois pares de
atomos de hidrogénio (H-2’/H-6" én= 7,34 ppm e H-3’/H-5" 6= 6,89 ppm) acoplados
em orto (J= 8,6 Hz), constituindo um tipico sistema AA’-BB’. Existe uma simetria
nesse anel proporcionado pela hidroxila na posicdo para que apresenta deslocamento
quimico de ox= 5,26 ppm.

Ja no espectro RMN 3C devido a simetria promovida pela presenga de um dnico
substituinte oxigenado no anel aromatico foram facilmente assinalados. Os dois sinais
de pares de carbonos metinicos (C-2’/C-6 d.= 127,9 ppm e C-3°/C-5 .= 115,6 ppm),
indicam que existe um substituinte oxigenado em C-4’.

Anel C

Devido a quiralidade do C-2, os hidrogénios em C-3 sdo diasterotdpicos, ou seja,
possuem ambientes quimicos diferentes podendo distinguir os sinais desses dois
hidrogénios. Os sinais desses hidrogénios sdo o = 3,10 ppm (J = 17,2 Hz; 12,9 Hz) e
2,79 ppm (J = 17,2 Hz; 3,12 Hz). Cada sinal apresentou a integragdo para um
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hidrogénio, a multiplicidade foi um duplo dupleto referente ao acoplamento entre eles (J
= 17,2 Hz) e ao hidrogénio do C-2 (6n= 5,36, 1H, dd, J = 12,9 Hz; 3,1 Hz).

Ja no espectro RMN 3C é possivel observar o sinal caracteristico do carbono da
carbonila, pois se apresenta no campo mais desbilndado do espectro (6.= 196,0 ppm). Ja
na regido mais blindada se apresenta os sinais do C-2 e C-3 (6= 78,9 e dc.= 43,1 ppm

respectivamente).

4.2 Benzilacdo da 7-metoxinaringenina
Apols a realizacdo da metilacdo, é executada a reacdo de benzilacdo. Este
processo tem o intuito de proteger os grupos hidroxi (-OH) restantes na molécula para
futuras reacdes. O mecanismo dessa reacdo € uma substituicdo nucleofilica Sn2,
conforme mostra 0 esquema a seguir (esquema 2). Trata-se de uma reacdo concertada
em que as etapas sdo semelhantes ao que esta descrito na metilagéo.

Esquema 4. Mecanismo proposto para a sintese do 5,4’-dibenzil-7-
metoxinaringenina.

o
o /v X
L/\ Hq \_/(
Cco,™ MeO o
MeO. o. O
O e
OH o
OH o

(10)

O.
° g
MeO 0.
O OH (o]
o o

Contudo, a partir do espectro RMN de *H foi concluido que além da protecio
das hidroxilas com o grupo benzila, ocorreu a abertura do anel C formando assim o

subproduto 5,4’-dibenzil-7-metoxichlacona (Figura 8).
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Figura 11. Estrutura da 5,4’-dibenzil-7-metoxichlacona

(11)

O carbonato de potéassio foi capaz de captar o hidrogenio do carbono na posicédo
3, desestabilizando o anel C, ocorrendo a abertura do anel formando uma ligagéo dupla
entre os carbonos 2 e 3 seguida da protonacdo do oxigénio na posicdo 1 (esquema 3),

numa tipica reacdo de eliminacdo bimolecular (E2).

Esquema 5. Mecanismo proposto para abertura do anel C

OBn

MeO OH

OBn o

11

OBn 0 COs*

A partir desses resultados, foram realizadas alternativas de prote¢do das

hidroxilas na posic¢éo 5 e 4' a fim de obter a flavona desejada.

4.3 ReacBes com silicio

Apesar da recente introducdo de varios métodos Uteis para a protecdo de grupos
hidroxila, existe uma necessidade real de outros, e especialmente de novos grupos
protetores que combinam estabilidade sob uma ampla gama de condi¢cbes com
suscetibilidade a remocéo facil por um reagente altamente especifico.

Os éteres trimetilsililicos e seus derivados sdo muito suscetiveis a solvolise em

meios proticos (na presenca de acido ou base) para serem amplamente Uteis na sintese
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(COREY; VENKATESWARLU, 1972). Como a complexidade dos alvos sintéticos tem
crescido, a discriminacdo de diferentes éteres de silicio tem ganhado cada vez mais
importancia. a diferenca na reatividade pode ser regulada por uma grande variedade de
fatores que incluem: controle do substrato (natureza estérea e eletrbnica dos
substituintes do silil, ambiente estéreo e eletronico do alcool e o efeito do grupo vizinho
dentro do substrato) e pelo controle do reagente. Tais diferenciacOes de seletividade
podem ser ilustradas na sintese total do taxol (NICOLAOQU et al., 1994), brevetoxina
(NICOLAOU et al., 1995) e outros.

De acordo com a literatura grupos trialquilsilil podem ser utilizados com o
proposito de proteger o heterodtomo oxigénio impedindo sua aproximacao de um centro
eletrofilico. Geralmente nessas reacfes € utilizado trimetilclorossilano com o fenol na

presenca de piridina (base fraca) como mostra o esquema 4

Esquema 6. Reacdo de protecado utilizando TMS.

OSi(CH,); OH

@
Messict H/ H20
p1r1d1na

Fenol protegido Desprotegao

Entretanto trimetilsililéteres sdo facilmente hidrolisados, tendo assim a

necessidade de desenvolver reagentes que formam sililéteres mais estaveis (figura 10)

Figura 12. Diferentes grupos protetores silanos.

H,C CH,
CH, CH, H,C Y H,C
\ H3C§7Si—C1
Cl—si CH, Si cl
/ HiyC
CH, CH, H,C
H,C CH,
TBDMS-CI TIPS-Cl1 TBDPS-C1
t-butilclorodimetilsilano clorotriisopropilsilano t-butilclrodifenilsilano

Os silileteres séo estaveis sob diversas condigdes de reacdo, mas a ligacédo Si-O é
facilmente quebrada na presenca de ions fluoreto, pois a ligacdo Si-F € muito forte. Por
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ser sollvel na maioria dos solventes organicos, o fluoreto de tetrabutilamoénio é muito
utilizado para quebrar os sililéteres (ISENMANN, 2018).

Na tentativa de proteger as hidroxilas na posicdo 5 e 4', foram realizadas
diferentes condicdes reacionais envolvendo a quimica do silicio.

Todas as condicGes reacionais estdo descritas na tabela a seguir. Nao foi possivel

calcular o rendimento das reacdes, pois ndo foi observado o consumo do material de

partida.
Entrada Reagente Base Solvente Tempo Catalisador

1 TMS-CI Piridina DMF 24 hr

2 TMS-CI DIPEA 24 hr

3 TBDPS-CI Piridina DMF 24 hr

4 TBDPS-CI  Piperidina CHCl 3hr

5 TBDPS-CI  Piperidina CHClI: 96 hr DMAP

6 TBDPS-CI Imidazol CH:Cl 24 hr I2/DMAP

4.4 Reacéo Algar-Flynn-Oyamada

O método mais frequentemente usado para a sintese de flavondis é pela oxidacéo
alcalina da chalcona utilizando peréxido de hidrogénio (esquema 7), conhecida como
reacdo Algar-Flynn-Oyamada (AFO) (BE NNETT; BURKE O'SULLIVAN, 1996).

Esquema 7. Reacdo de oxidacéo da chalcona.
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A epoxidacdo de chalconas ndo fendlicas € bem conhecida (WEITZ;
SCHEFFER, 1921), assumiu-se entdo que as chalconas fenolicas se comportariam de
maneira semelhante, e o fracasso no isolamento de epoxidos de A.F.O. as reag¢fes foram
atribuidas a relativa rapidez das ciclizagdes subsequentes (rotas A e B).

Na tentativa de ciclizacdo do anel C da 7-metoxidibenzilchalcona foram testadas
duas metodologias da reacdo AFO método 1 (SHEN; ZHOU; XIONG et al., 2017) e
método 2 (GUNDUZ; GOREN; OZTURK, 2012).

N&o foi possivel calcular o rendimento das reacdes, pois nao foi observado o

consumo do material de partida.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel obter a 7-metoxinaringenina, com o rendimento de
aproximadamente 72%. Foram testadas metodologias com o intuito de proteger as
hidroxilas restantes no flavonoide, contudo ocorreu a formacdo de uma chalcona que,
devido a dificuldade de purificacdo, ndo foi possivel obter os rendimentos das reacdes
até o momento. Também foram testadas diferentes metodologias utilizando reagentes de
silicio na tentativa de protecdo da 7-metoxinaringenina onde ndo foi observado a
formacdo do produto desejado além de testes da reacdo Algar-flynn-Oyamada na
tentativa de ciclizacdo da chalcona, contudo ndo ocorreu consumo do material de
partida.

Espera-se na sequéncia do trabalho, e que as dificuldades encontradas sejam
resolvidas, uma vez que um destes produtos é o resultado de uma patente ja depositada
e dados de avaliacdo farmacoldgica para a emissdo de outra patente estdo sujeitos a

obtencdo em maior quantidade dos produtos das reacdes aqui listadas.
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