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RESUMO

A sintese de 2-aminocromenos através da reacdo sequencial Knoevenagel-Michael entre
salicilaldeidos e malononitrila tem gerado grande interesse da comunidade cientifica nos
ultimos anos, especialmente por gerar compostos inéditos e com grande variedade estrutural.
Entretanto, os protocolos da literatura ainda apresentam desvantagens por possuirem elevados
tempos de sintese, métodos laboriosos e/ou agressivos ao meio ambiente. Desta forma, o
presente trabalho consiste na investigacdo e aplicacdo de solventes para sintese de forma
otimizada de 2-aminocromenos sem a necessidade de catalisadores, ao empregar salicilaldeidos
e malononitrila. Entre os testes de solvente, o que mais se destacou para sintese dos 2-
aminocromenos 3(a-g) na proporc¢do 1:2 (salicilaldeido:malononitrila), em termos de aumento
de velocidade de reacdo, foi a mistura binaria etanol:agua (3:7). A mistura binaria se mostrou
mais eficiente para as reacdes com os aldeidos substituidos com grupos doadores de elétrons
cujos produtos puros foram obtidos em tempos curtos (30-40 min) com altos rendimentos (90-
93%). Também foi possivel obter de forma otimizada outra classe de 2-aminocromenos 4(a-g),
na propor¢cdo 1:3 (salicilaldeido:malononitrila), utilizando apenas etanol em refluxo. A
aplicacdo do etanol permitiu sintetizar quatro novos compostos, além de outros trés ja
conhecidos, com tempos reacionais curtos e moderados (60-300 min) e altos rendimentos
isolados (75-93%). Além disso, essa reacao apresentou alta economia atbmica estando em
conformidade com o segundo principio da Quimica Verde. Os compostos 4(a-g) ainda foram
testados in vitro em trés linhagens de células tumorais para determinacéo de seus potenciais de
inibicdo. Os resultados obtidos mostraram que 0s compostos 4b, 4e e 4f sdo bastantes
promissores com percentagem de inibicdo superior a 75%, sendo o 4e com indice de
seletividade maior que 2,0 para todas as células cancerigenas testadas.

PALAVRAS-CHAVE: Cromenos; Knoevenagel-Michael, Quimica Verde; Atividade
Anticancer.



ABSTRACT

The synthesis of 2-aminochromenes through the sequential Knoevenagel-Michael reaction
between salicylaldehydes and malononitrile has generated great interest in the scientific
community in recent years, especially for generating new compounds with great structural
variety. However, the protocols in the literature still have disadvantages because they have high
synthesis times, laborious methods and/or aggressive to the environment. Thus, the present
work consists of the investigation and application of solvents for the optimal synthesis of 2-
aminochromenes without the need for catalysts, when using salicylaldehydes and malononitrile.
Among the solvent tests, the one that stood out the most for the synthesis of 2-aminochromenes
3(a-g) in the proportion 1:2 (salicylaldehyde:malononitrile), in terms of increasing the reaction
speed, was the binary mixture ethanol:water (3:7). The binary mixture proved to be more
efficient for reactions with aldehydes substituted with electron donating groups whose pure
products were obtained in short times (30-40 min) with high yields (90-93%). It was also
possible to optimally obtain another class of 2-aminochromenes 4(a-g), in the proportion 1:3
(salicylaldehyde: malononitrile), using only ethanol at reflux. The application of ethanol
allowed the synthesis of four new compounds, in addition to three others already known, with
short and moderate reaction times (60-300 min) and high isolated yields (75-93%). In addition,
this reaction presented high atomic economy, being in accordance with the second principle of
Green Chemistry. Compounds 4(a-g) were also tested in vitro in three tumor cell lines to
determine their inhibition potentials. The results obtained showed that compounds 4b, 4e and
4f are very promising with an inhibition percentage greater than 75%, with 4e having a
selectivity index greater than 2.0 for all cancer cells tested.

KEYWORDS: Chromenes; Knoevenagel-Michael; Green Chemistry; Anticancer Activity.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, 0 meio ambiente vem sofrendo com os impactos provocados pela
formacéo de subprodutos toxicos, uso exagerado de solventes organicos e descarte inadequado
desses materiais, gerados pela produgdo quimica. Discutir questdes ambientais e métodos de
preservacdo da natureza trata-se de uma realidade para diversos setores da sociedade.* Visando
diminuir os problemas ocasionados pela industria quimica, a Quimica Verde busca minimizar
0s danos ao meio ambiente através de metodologias “ecoamigaveis” que fagam uso de reagentes
alternativos adequados, possuam baixo custo e menor consumo de energia, alta seletividade
para maximizar o uso dos materiais de partida e reduzir a producéo de residuos.?

No gue concerne a Sintese Organica, além da idealizacdo de novas moléculas, o
foco atual também estd no desenvolvimento de novos catalisadores e maneiras que visem
melhorar o rendimento, reduzir os tempos de reacdo e que se adequem as novas politicas
socioambientais regidas pela Quimica Verde.>* Com isso, os catalisadores heterogéneos ou
heterogeneizados tém ganhado notoriedade por se enquadrarem a essas metodologias “verdes”.®
De modo geral, na catélise das reacBes organicas existem diversos materiais utilizados como
catalisadores, por exemplo, liquidos i6nicos (LIs),® enzimas,” organocatalisadores,®
nanoparticulas magnéticas (NPMs),° estruturas metal-organico (MOFs),° complexos,'* entre
outros.

Além do estudo e desenvolvimento de catalisadores, ha também pesquisas de novas
metodologias com sistemas sem catalisadores, que sdo considerados sistemas mais
ecologicamente favoraveis por dispensarem uso de tal composto, se valendo, geralmente, do
efeito de solvente como promotor da reagdo.'” A variacdo das condicdes de temperatura,
pressdo, superficie de contato, entre outros, também é considerada para otimizacdo das reacfes
quimicas com elevados tempos reacionais.***

Muitas reagcfes sequenciais possuem como uma de suas etapas a condensacgéo de
Knoevenagel. A exemplo disso, pode-se citar a sintese de 2-aminocromenos, realizada a partir
da reagdo de um aldeido (salicilaldeido) e um composto de metileno ativo (malononitrila),
seguida de reacdes de adi¢do de Michael apds a condensacdo. Os 2-aminocromenos pertencem
a uma importante classe de compostos amplamente encontrados em plantas, incluindo frutas
comestiveis e vegetais,'> e apresentam propriedades biologicamente ativas associadas a
prevencdo de doencas.'® Analogos sintéticos tém sido desenvolvidos e apresentado efeitos
medicinais  significativos como antiviral, anti-HIV, antidepressivo, antioxidante,

anticoagulante, antimicrobiano, mutagenicidade, antiproliferativo, antitumoral, diurético,
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antianafilatico, bactericida, entre outras.'” Entretanto, os estudos retratados na literatura para a
sintese de tais substancias possuem condi¢des reacionais com elevado tempo de sintese,
métodos laboriosos e/ou agressivos ao meio ambiente, além de alguns métodos fazerem uso de
catalisadores organicos ou inorganicos.*®?° Desta forma, com base no que foi previamente
exposto, o presente trabalho consiste na investigacéo e aplicacdo de solventes para otimizagéo
da reacdo de sintese de 2-aminocromenos sem utilizacdo de catalisadores via reagdo

Knoevenagel-Michael.
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CAPITULO 2
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TEORICA
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 QUIMICA VERDE

Mesmo que nada seja verdadeiramente benigno ao meio ambiente e a saude
humana, existem substancias e metodologias conhecidas por serem menos nocivas do que
outras.?*?? Realizar trabalhos de maneira mais econdmica e ecoldgica pelos fabricantes de
produtos quimicos, é possivel ao seguir os preceitos oferecidos pela Quimica Verde,?® que
surgiu em 1991, quando a agéncia ambiental norte-americana Environmental Protection
Agency (EPA), comandada por Paul Anastas e colaboradores, criou um programa de
financiamento denominado “Rotas Sintéticas Alternativas para Preven¢ao de Polui¢ao” a fim
de desenvolver projetos de pesquisa que introduzissem a prevencdo da poluicdo em suas rotas
sintéticas.?#?°

Diante disso, diversos paises aderiram a pratica de processos ambientalmente
corretos sugeridos pela Quimica Verde, dando origem a novos programas e iniciativas
governamentais, tais como a criagdo, em 1995, da premiacdo The Presidential Green Chemistry
Challenge (PGCC) idealizada pelo governo dos Estados Unidos da América, ao buscar premiar
inovacdes tecnoldgicas que pudessem ser adotadas pelas indUstrias para minimizar os impactos
causados ao meio ambiente;**?° a abertura do Instituto de Quimica Verde (do inglés, Green
Chemistry Institute) em 1997;%° como também, a publicacéo do primeiro volume do Jornal de
Quimica Verde (do inglés, Green Chemistry Journal) da Royal Society of Chemistry, em 1999,%’
entre outros.

A Quimica Verde pode ser definida como a parte da Quimica que delineia os
produtos e processos quimicos para diminuir ou extinguir o uso, producdo e emissdo de
substancias perigosas a salide humana e ao meio ambiente,?'282° se esforcando para alcangar a
sustentabilidade no nivel molecular. Por apresentar tecnologia limpa, vem sendo trabalhada nos
mais diversos setores da industria, desde o aeroespacial, automotivo, cosmetico, eletronico,
energetico, farmacéuticos até a agricultura. Além disso, vem ganhando notavel espaco no meio
académico-cientifico nos Gltimos anos.3-33

Como é possivel perceber com sua definicdo, a palavra-chave da Quimica Verde é
a reducédo, principalmente quando se tratando da poluicdo ambiental, e apresenta os seguintes
objetivos: (a) Reduzir o consumo de energia; (b) Reduzir a geracdo de residuos; (¢) Reduzir a
toxicidade; (d) Reduzir o uso de fontes ndo renovaveis; (e) Reduzir os riscos de polui¢do ao

meio ambiente; e (f) Reduzir o uso de matéria-prima.?*?° Seu perfil é desenhado por 12
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principios que foram determinados com o intuito de se estabelecer uma base unificada para
efetuacdo desses preceitos em procedimentos experimentais e industriais,?>?°3* mostrados na

Figura 1:

Figura 1 — Os doze Principios da Quimica Verde.

Quimica Segura Prevencdo
% Economiade Atomos
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- e 7 o
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Catalise :

8 7 6 Eficiéncia Energética

Fontes Renovaveisde
Matéria-Prima

Produtos Degradaveis 10

Evitara Formagao
de Derivados

Como visto na Figura 1, o segundo principio da Quimica Verde € a economia de
atomos, que busca diminuir a quantidade de rejeitos produzidos em uma reagéo quimica.??2%:34
Mesmo apresentando alto rendimento, processos nos quais um grande nimero de dtomos dos
materiais de partida se transformam em residuo e fazem uso ineficiente dos recursos
empregados, acabam elevando os custos da producédo.??*> Embora o rendimento seja muitas
vezes pensado como uma forma de verificar quao eficiente € uma reacdo no desenvolvimento
do produto final, ignora uma medida da proporcdo de atomos dos reagentes que sao
incorporados no produto desejado versus a fracdo que acaba sendo descartada.?*=°

Apesar das industrias quimicas buscarem desenvolver processos com alta
seletividade e alto rendimento para melhor utilizar os atomos dos reagentes que serdo agregados
no produto final, 0 que acontece na pratica é que, geralmente, esses tais processos ndo
conseguem evitar a produgdo de materiais nocivos a0 meio ambiente, além do volumoso uso
de solventes para a purificacdo, indo contra esse principio da Quimica Verde.*”*

A Economia de Atomos ou Eficiéncia Atdmica (EA) é um célculo tedrico que
assume o uso de quantidades estequiométricas absolutas de reagentes e um rendimento quimico

teorico, desconsiderando as substancias quimicas auxiliares como solventes, acidos ou bases,
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que ndo aparecem na equacdo estequiométrica. Pode ser aplicada sem a necessidade de
experimentacao, sendo uma ferramenta extremamente Gtil para uma rapida previséo e avaliacdo
das quantidades de desperdicios de uma rotas alternativas para uma determinada molécula-alvo,
bem como o nlmero de 4tomos que serdo agrupados no produto desejado.?>

A EA é medida a partir da razdo da massa molar do produto desejado sobre a soma
das massas molares de todos os reagentes usados na reagéo (Eq. 1).*°

MM do produto desejado
XMM de todos os reagentes utilizados

(%EA) = ( )x 100 Eq.1

A reacdo de Grignard pode ser utilizada como exemplo para ilustrar a baixa eficiéncia
atdbmica de uma sintese, apesar de suas grandes contribui¢Bes para a sintese organica (Figura
2). E considerada uma reacdo atdmica relativamente pobre devido ao uso de uma grande
guantidade estequiométrica de reagente com metal e a necessidade de prepara-lo
separadamente. Apresenta valor de EA de 44% refletindo uma perda de metade da matéria-

prima empregada.®

Figura 2 — Representacédo da reacdo de Grignard e sua respectiva eficiéncia atbmica.

REACAO DE GRIGNARD

VB OH
r
9 0
+ )}\
O/\
2x
Brometo .
de Acetato de Etila 1,1-Difeniletanol

Fenilmagnésio
Economia de Atomos = 44,2%

Fonte: Adaptado de Anastas e Eghbali.®

Outras reagbes com baixa economia de atomos sdo as reacdes de eliminacgéo,
acilacdo de Friedel-Crafts e reacdo de Wittig, que utilizam grande quantidade de reagentes que
ndo sdo incorporados totalmente ao produto final.**4° Por outro lado, a reacdo de Diels-Alder é

um excelente modelo de uma reacdo econdmica atomicamente (Figura 3).
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Figura 3 — Representacdo da reacdo de Diels-Alder e sua respectiva eficiéncia atbmica.

REACAO DE DIELS-ALDER

~

(Z)-but-2-eno Eteno Ciclohexeno

Economia de Atomos = 100%

Fonte: Adaptado de Anastas e Eghbali.®

A EA éigual a 100%, ja que todos os &tomos dos reagentes sao inseridos no produto
final. As reacOes do tipo Diels-Alder fazem parte da categoria de cicloadicdo, que esta entre 0s
tipos de reagdes mais ecologicamente corretas da Quimica tradicional.*>3°4° A Condensagdo de
Knoevenagel,** bem como as reagdes sequenciais Knoevenagel-Ugi,*? Knoevenagel-Michael,*3
Knoevenagel-Hidratacdo-Esterificacdo** também atendem a esse principio, apresentando alta

eficiéncia atbmica.

2.2 CONDENSACAO DE KNOEVENAGEL E AS REACOES SEQUENCIAIS

A Condensacdo de Knoevenagel ¢ uma das reacGes mais importantes para a
formagdo de ligagdo carbono-carbono na sintese orgénica, diferenciando-se da condensagdo
aldolica comum apenas pela maior reatividade do composto de metileno ativo (-CH:
diretamente ligado a dois grupos eletroatratores -GEA) utilizado.***> Os 4&tomos de hidrogénio
do metileno ativo apresentam elevada acidez devido ao efeito de ressonéncia envolvendo o
metileno e os dois grupos eletroatratores, que promove a estabilizacdo da carga negativa e,
consequentemente, aumenta a estabilidade da base conjugada.*®

A Condensacdo de Knoevenagel ocorre entre o composto de metileno ativo e um
composto carbonilico (aldeido ou cetona), sob catélise basica, e permite a formacao de produtos
a, B-insaturados, também denominados adutos (Figura 4).414> As moléculas sintetizadas nessa
reacdo possuem multiplas aplicabilidades, sendo intermediarios chave para a sintese de
polimeros, cosméticos e perfumes,*” além de também serem utilizados na producdo de farmacos
com atividades antivirais, antituberculosa, antiparkinsoniana, antidiabética, antioxidante e

anticancerigena.*®->2
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Figura 4 - Representacdo genérica para a reacdo de Condensacdo de Knoevenagel.

CONDENSACAO DE KNOEVENGAEL

0 GEA GEA
Base
)j\ GEA GEA —> +  H0
R; R, ~
R; R,
Aldeido ou Cetona  Composto de Metileno Ativo Aduto de Knoevenagel

GEA = Grupo Eletroatrator (-CN, -NO,, -COOR (R = grupo alquil e/ou aril).
R, R, = -H, grupo alquil e/ou aril.

Em nosso grupo de pesquisa a sintese dos adutos de Knoevenagel ja foi bastante
explorada. Em um dos estudos, por exemplo, esses compostos foram sintetizados utilizando de
metodologia ecologicamente correta e eficiente, sem uso de catalisador, a partir de uma série
de aldeidos e malononitrila, em mistura binaria etanol:agua (3:7, v:v) e aquecimento
convencional (75 °C). Os produtos foram obtidos em tempos reacionais curtos e moderados (3-
240 min) e bons rendimentos isolados (55-100%).°3

Ao longo dos anos, varios estudos tém sido desenvolvidos incluindo a Condensacao
de Knoevenagel como etapa de reagdes em cascata ou domind.>*5* Essa terminologia € utilizada
para retratar a combinacdo de duas ou mais reagdes distintas que ocorrem consecutivamente em
um Unico sistema, as também denominadas reacdes sequenciais. Isto é, o produto gerado na
reacdo anterior sera o material de partida da reacéo seguinte.®263

As reacOes sequenciais sdo, cada vez mais, relevantes para a Quimica Organica
moderna devido a necessidade de métodos mais eficientes e menos trabalhosos para a sintese
de compostos organicos, como também devido a crescente preocupagdo com questdes
ambientais. Tais reacGes tém apresentado beneficios econdmicos e ecoldgicos significativos
por realizar vérias etapas sintéticas em um Unico sistema sem a necessidade de isolar 0s
intermedidrios da reacéo.®?

Na literatura é possivel identificar varios relatos de diversas reagdes sequenciais nas
quais a condensacdo de Knoevenagel faz parte: Knoevenagel-Michael,>*>" Knoevenagel-
hetereo-Diels-Alder,®%  oxo-Knoevenagel,®*  Knoevenagel/Perkin-Heck/Suzuki,’®>  Ugi-
Knoevenagel® ou Knoevenagel-Ugi,*” entre outras. As cumarinas, por exemplo, sdo compostos
heterociclicos cuja rota sintética também passa pela reacdo de Knoevenagel. Normalmente, a

sintese ocorre a partir de uma reacdo em cascata entre salicilaldeido e um composto de metileno
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ativado. O aduto, formado apds a condensacdo de Knoevenagel, sofre uma reacdo de

transesterificacdo resultando no produto final®” (Figura 5).

Figura 5 — Rota genérica de formacdo de cumarina com os compostos de metilenos ativos:
cianoester de metila ou cianoester de metila.

REACAO KNOEVENAGEL-TRANSESTERIFICACAO
:6:
CN CN
Condensagio de \
Knoevenagel Transesterificagao
+ NC ~_- R —_— —>
.. O
< OH
R =CO,Y (Y =Me ou Et) Aduto de Knoevenagel Cumarina

Fonte: Adaptado de Keshavarzipour e Tavakol.®’

As cumarinas possuem estrutura base que permite realizar inimeros tipos de
sinteses, cujos produtos e intermediarios sdo muito utilizados na inddstria de cosméticos e
corantes®® e, principalmente, farmacéutica.®® Esses compostos se destacam por apresentarem
atividades anticancer,’®’* analgésica,’? antimicrobiana/antituberculose’® e anti-HIV."

Assim como a sintese das cumarinas, os derivados de 2-amino-3-ciano-4H-
cromenos também apresentam rota sintética via reacdo sequencial, tendo a reacdo de
Knoevenagel como uma de suas etapas, como demonstram os estudos desenvolvidos por Ortiz-
Bustos e colaboradores’. Esses produtos séo obtidos a partir da reacdo multicomponente entre
benzaldeido, malononitrila e dimedona, em etanol e a 25 °C catalisada por nanoparticulas de
TiO2 funcionalizadas com polimero polietilenimina hiperramificado (PEI) ou com N1-(3-
trimetoxissililpropil)-dietilenotriamina (DT) (Figura 6). O sistema utilizado, além de
“ecoamigaveis”, permite a formacdo dos produtos em tempos relativamente curtos (30-120
min) e altos rendimentos isolados (85-100%). Na reagéo, inicialmente, ocorre a condensacao
do aldeido com a malononitrila levando a formag&o do aduto de Knoevenagel, que atuard como
um aceptor Michael deficiente em elétrons. Em seguida, a molécula de dimedona ataca o
composto deficiente de elétrons para dar origem ao produto da adi¢do de Michael, que sofre
reacdo de ciclizagdo intramolecular simultanea para produzir o correspondente derivado de

cromeno.
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Figura 6 — Rota genérica de formacdo de derivados de 2-amino-3-ciano-4H-cromenos via
reacdo sequencial Knoevenagel-Michael-Ciclizagdo Intramolecular.

REACAO KNOEVENAGEL-MICHAEL-CICLIZACAO INTRAMOLECULAR

:0:

| :0:

Condensagio de N CN \ﬁl . Ciiclizagdo
Knoevenagel NO) CN Intramolecular CN
—_— —_— e

i CN Adicdo de
Michael
NC\/CN Aduto de Knoevenagel NH;

2-amino-3-ciano-4H-cromeno

Fonte: Adaptado de Ortiz-Bustos e colaboradores.’”

Do ponto de vista da Quimica Verde, outro exemplo que pode ser citado € a reacao
domind de Knoevenagel-hetero-Diels-Alder, utilizando catalisadores “ecoamigaveis”. Essa
reacdo domind pode ser destacada gragas ao uso de um procedimento "verde", principalmente
no que diz respeito ao segundo principio - economia de &tomos - e a prevencdo da formacao de
subprodutos. Nessa reacdo domind, apenas uma molécula de 4gua é perdida na condensacéo de
Knoevenagel, enquanto na reacdo de ciclizacdo intramolecular-hetero-Diels-Alder, nenhum
atomo é perdido.’®’” Bakthadoss e Kannan,’® tal como, desenvolveram uma nova rota sintética
para derivados de quinolina-pirano-cumarinas pentaciclicos via reacdo sequencial
Knoevenagel-IHDA  (intramolecular  hetero-Diels-Alder), com tempos reacionais
consideravelmente curtos (~1 h), rendimentos elevados (92-98%) e sem utilizagédo de
catalisadores e solventes (Figura 7).

Figura 7 - Sintese de derivados quinolino-pirano-cumarinas pentaciclicos via reacdo dominé
Knoevenagel-THDA sob condigdes “verdes”.

REACAO KNOEVENAGEL-THDA

180 °C, 1h

Condensagdo de
Knoevenagel

R, =H, 2-Cl, 2-OMe, 2-Me, 3-Br, 4-iPr, 4-Me, 4-Et, 3,4-OCH,0- ou 3,4-diOMe
R, = CO,Me ou CN

Fonte: Adaptado de Bakthadoss e Kannan.”®
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Esses trabalhos e varios outros envolvendo reagdes sequenciais e reformulagdes das
sinteses classicas, sugerem caminhos reacionais que buscam alcancar melhores resultados,
principalmente relacionados a rendimento e tempo de reacdo, assim como a sintese de derivados
de cromenos, objeto de estudo dessa pesquisa, que também se encaixam nessa perspectiva de

reacOes sequenciais e sera discutida no tépico a seguir.

2.3 SINTESE DE 2-AMINOCROMENOS

Os 2-aminocromenos sdo uma classe importante de compostos heterociclicos cuja
estrutura béasica é caracteristica comum de muitos taninos, tocoferdis, antocianinas e
flavonoides, compostos medicinalmente importantes, presentes em chas, frutas comestiveis,
vegetais e vinho tinto.!” Numerosos produtos naturais bioativos foram identificados, e a
presenca da estrutura a base de cromeno tem sido associada a capacidade de prevenir doencas,
tornando-se mais importantes devido seus efeitos promotores da satde.” '8

Derivados sintéticos foram desenvolvidos com o decorrer dos anos (Esquema 1) e
identificados como agentes antimicrobianos, antifungicos, antioxidantes antituberculose,
antiproliferativo,”*° podendo ainda atuar na prevencdo de varias doencas como artrite
reumatoide e psoriatica, além de colaborar no tratamento do cancer,%? entre outros. Além disso,
algumas porcGes de cromenos, como cumarinas e iminocumarinas, por exemplo, tém
propriedades fluorescentes e, portanto, sdo usadas em agentes clareadores, brangqueadores
Opticos e como corantes a laser em farmacia e biologia, além de serem empregados como

sensores fluorescentes para a avaliacdo de ions metalicos em concentragdes micromolares.*’
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Esguema 1 — Compostos sintéticos derivados de cromenos que apresentam atividade biologica
conhecida.
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Antialérgico e Antitlcera [81] Anti-HIV [20]

O método cléssico para a sintese dos 2-aminocromenos 3 e 4 (Figura 8), compostos
heterociclicos que vém sendo estudados por serem fortes candidatos a farmacos, também se da
a partir de uma reacdo sequencial, cuja etapa inicial é a condensacdo Knoevenagel envolvendo
aldeidos salicilicos e compostos de metileno ativos.”'°#8 Uma investigacdo precisa dos
relatorios sobre a reag&o entre salicilaldeido e malononitrila revela que um controle delicado de
solvente, temperatura e propor¢édo de reagentes sdo determinantes para a incorporacao de 1, 2
ou 3 equivalentes molares de malononitrila na molécula de aldeido,*®®* isto é, esses fatores
associados, principalmente, a propor¢édo estequiométrica de reagentes, influenciara diretamente

no produto final formado.

Figura 8 — Representacdo de rota sintética para formacdo dos derivados de cromenos 3,4 e 5
a partir de salicilaldeido e malononitrila.
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Geralmente, ao utilizar um equivalente de salicilaldeido para dois de malononitrila
(1:2), tem-se a incorporagdo desses dois equivalentes de malononitrila na molécula de
salicilaldeido, sendo o primeiro inserido pela condensacdo de Knoevenagel e o segundo pela
adicdo de Michael, com posterior ciclizacdo intramolecular do intermediario formado
anteriormente, para obtencdo do 2-aminocromeno 3,4 como mostra a representacdo

mecanistica no Esquema 2:

Esquema 2 - Representagdo mecanistica da sintese do 2-aminocromeno 3 a partir do aduto de
Knoevenagel.

/—AH CN N
A G ~
B CN -HB H
J R// SHON
2 1
-H,0
NC CN NC CN NC CN
H
CN CN
YT — (Y Oy
A F N L C
R 207 NH, R ( :’U“_) R ..OHm)

3 Aduto de Knoevenagel

Fonte: Adaptado de Bhat e colaboradores.*

Para o caso da aplicacdo de um equivalente de salicilaldeido e trés de malononitrila
(1:3), tem-se a producdo do 2-aminocromeno 4. A principio, acontece a condensacdo de
Knoevenagel de um equivalente de salicilaldeido com um de malononitrila. Consecutivamente,
ocorre a adicdo de Michael do segundo equivalente de metileno ativo ao aduto de Knoevenagel
formado na etapa anterior. Posteriormente, ha a ciclizacdo intramolecular com subsequente
incorporacdo do terceiro equivalente de malononitrila por meio de ataque nucleofilico e, por
fim, a molécula sofre isomerizacdo originando o produto final,” como mostra a representacdo

mecanistica no Esquema 3 a seguir:
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Esguema 3 - Representacdo mecanistica da sintese do 2-aminocromeno 4 a partir do aduto de
Knoevenagel.

NC

Fonte: Adaptado de Yang e colaboradores.’

Ainda é possivel formar um novo derivado de cromeno, o iminocromeno 5,
mostrado na Figura 8, quando a reacdo acontece com propor¢des equimolares iguais de
salicilaldeido e malononitrila (1:1), onde ocorre uma condensacdo de Knoevenagel entre 0s
reagentes seguida de ciclizacdo intramolecular.®®

Na literatura foi observado um nimero limitado de métodos relatando a sintese dos
2-aminocromenos 3 e 4, sendo alguns deles descritos a seguir. O primeiro estudo realizado para
obtencéo do derivado de cromeno 3 foi publicado em 1984 por Roudier e Foucaud,® ao reagir
salicilaldeido e malononitrila na proporgéo 1:2 em um sistema contendo diclorometano e 6xido
de aluminio (Al>O3), com formagéo de produto em 0,5 h e rendimento de 64% (reacdo 1, Tabela
1). Elinson e colaboradores®, em 2006, desenvolveram um sistema eletrolitico onde uma
solucdo de salicilaldeido, malononitrila em alcool foi eletrolisada usando célula indivisivel de
brometo de sdédio (NaBr), a 20 °C, por 15 min, exibindo rendimentos entre 85-95% (reacéo 2,
Tabela 1). Em contrapartida, Elinson e colaboradores (2013)’ sintetizam tal composto através

de moagem mecanoquimica dos reagentes catalisados por acetato de sodio (NaOAc) ou fluoreto
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de potéssio (KF), em um sistema livre de solvente e a temperatura ambiente, com rendimentos
de 94-99% no tempo de 10 min (reacdo 3, Tabela 1). Enquanto isso, Bahuguna e colaboradores
(2018)*° relataram a sintese a partir de um sistema sem aquecimento, na presenca de etanol e
empregando como catalisador nanocompdsitos de polianilina com nanofolhas de nitreto de
carbono grafitico dopado com aménia (NPGCN), apresentando tempos de reacfes variando
entre 10-60 min e rendimentos isolados entre 85-97% (reacdo 4, Tabela 1). Em trabalho recém
publicado (2021) por Gonzalez-Rodal e colaboradores,®® a sintese do 2-aminocromeno 3 é
retratada ao reagir o composto carbonilico com o composto de metileno ativo na presenca de
MOF (CuBTC enriquecida com amino — EN/CuBTC), sem solvente e a 30 °C, originando o
produto em 15 min e apresentando rendimento de 87% (reagdo 5, Tabela 1).

Tabela 1 - Sinteses do derivado de cromeno 3 descritas na literatura, variando as condi¢des de
reacao. (continua)

Reacéo Referéncia
T’ NC CN
CN
N ALO CN
+ 2V3 \ R d
1 | CH,Cl, 4-6 mL ‘ ‘ oudier e
CN
R/ = o o 0sh v Foucaud [85]
10 mmol 20 mmol R O NH,
R=H. OCH (rend = 64-89%)
- 3
(l) NC CN
Ry CN R, oN
+ ROH 20 mL .
CN — Elinson e
OH eletrolise
2 20 mmol 20°C 15 min 0 NH, colaboradores
Rz R [86]
10 mmol 2
aR,=R,=H;bR,=Br,R,=H; (rend = 85-95%)
¢R,;=NO,,R,=H;dR, = H, R, = OMe;
e R, =Br, R, = OMe;
T) NC CN
Ry CN
NaOAc ou KF Rq CN
+ sem solvente
OH CN moagem mecanoquimica Elinson e
4 mmol ta 10 min 0 NH,  colaboradores
Rz
2 mmol R2 [87]

aR;=R,=H bR, =Me,R,=Hc¢R,=CL,R,=H
dR,=Br,R,=HeRI=NO,,R,=H fR; =H, R, = OMe
gR,=H, R, =OFEt

(rend = 94-99%)
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Tabela 1 - Sinteses do derivado de cromeno 3 descritas na literatura, variando as condicdes de
reagdo. (continuacao)

Reacao Referéncia
I
CN
X NPGCN
| + EtOH 2 mL Bahuguna e
CN
. = o ETITTT colaboradores
4 1 mmol 2 mmol [20]
R =F, Cl, Br. NO,, OMe (Terld - 85_97%)
T’ NC CN
CN CN
. EN/C111BTC Gonzélez-
N S:IOHO(S:O 1V5€_>m? Rodal e
5 OH i colaboradores
2 mmol 4 mmol o NH;
(rend = 87%) [83]

A sintese do 2-aminocromeno 4, por sua vez, foi retratada inicialmente pelo grupo
de pesquisa de Costa e colaboradores'® que realizou a reagéo entre um equivalente do composto
de metileno ativo, malononitrila, e uma solucdo do derivado de cromeno 3 em THF, sem
catalisador e sob refluxo, com tempos reacionais de 2-3,5 dias e rendimentos de 56 e 86%
(Figura 9). Isto €, para obtencao do produto em questao, foi necessario sintetizar inicialmente

0 composto 3 para, posteriormente, utiliza-lo como material de partida na producdo da molécula
4,

Figura 9 - Representacdo de rota para sintese da molécula 4 a partir do composto 3.

NC CN
CN CN
. THF
o NH, CN Refluxo 2-3,5 dias
R 1equiv. 1 equiv.
3
R =O0OH, OCHj; (rend = 56-86%)

Fonte: Adaptado de Costa e colaboradores.*®

A equipe de Yang e colaboradores,’ utilizou lipase como catalisador numa reacéo
“ecoamigaveis” de sintese do produto 4. Porém, diferentemente de Costa e colaboradores, 0s

pesquisadores prepararam uma reacdo one-pot entre um equivalente de salicilaldeido e trés de
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malononitrila, em etanol e sob irradiacdo de micro-ondas a 60 °C. O tempo reacional foi de 10
min e os rendimentos obtidos variaram entre 93,8-96,2% (Figura 10).

Figura 10 - Representacdo de rota para sintese do composto 4 a partir de malononitrila e
salicilaldeido.

NC CN
| lipase |
Rz CN NC
EtOH 2 mL N
N b —
CN irradiagdo de micro-ondas (60 °C) Ra |
OH 10 min | NH,
3 mmol
Ri 0 NH,
1 mmol
aR;=H,R,=H bR;=0CH3,R,=H ¢R;=H,R,=CH; dR;{=0H,R,=H R 4
eR;=H,R,=NO, fR;=H,R,=F gR;=H,R,=Cl (rend = 93,8-96,2%)

Fonte: Adaptado de Yang e colaboradores.’

A reacdo envolvendo salicilaldeido e malononitrila na proporcdo 1:3, além de
proporcionar 0s 2-aminocromenos 4, ainda pode originar outro produto ao modificar as
condicGes empregadas no meio reacional, como é possivel observar no trabalho de Elinson e
colaboradores®. Os autores obtiveram o composto 6 ao usar um equivalente de salicilaldeido
para trés de malononitrila (Figura 11), em reacdo catalisada por eletrolise usando célula ndo
dividida na presenca de brometo de sédio (NaBr) como eletrélito, &nodo de grafite e catodo de
ferro, em etanol, a 78 °C, durante 1 h. Os produtos obtidos apresentaram rendimentos variados
entre 83 e 90%. A abordagem eletrocatalitica desenvolvida é benéfica do ponto de vista da
Sintese Organica ambientalmente responsavel e eficiente. Yadav e colaboradores'’ também
obtém o mesmo produto ao reagir os substratos mencionados, em um protocolo altamente
eficiente, “verde” e ecologicamente correto. A sintese do novo tipo de cromeno 6 foi realizada
sob irradiacdo de luz visivel (22 W CFL — lampada fluorescente compacta) em mistura binaria
agua:etanol (1:1, v:v) a temperatura ambiente, com tempos de 8-15 min e rendimentos de 88-
97%.
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Figura 11 - Representacdo de rota de sintese de novo cromeno (6) a partir de malononitrila e
salicilaldeido catalisada por eletrolise ou irradiagdo de luz visivel.

Regido que sofrera
adigdo do terceiro equiv.
de malononitrila

NC CN
NH,
H N
2 N
L X
OH - —>
* OH o N/

3 NC/\C Aduto de Knoevenagel 3 6

Ambas reacdes acontecem via reacao sequencial, tendo também a condensacéo de
Knoevenagel com uma de suas etapas, fornecendo a substancia 3, que sofrerd subsequente
adicdo de Michael no carbono do grupo nitrila (-C=N) destacado de vermelho na Figura 11,

seguida de ciclizacdo intramolecular dando origem ao produto 6.

2.4 EFEITOS DO SOLVENTE NA QUIMICA

O ditado dos alquimistas, “Corpora non agunt nisi fluida”, que significa “As
substéncias nao reagem a menos que sejam fluidas”, nao ¢ literalmente preciso, dado que os
cristais podem ser modificados por processos de nucleacdo e crescimento. No entanto, é
significativamente verdadeiro para ser digno de atencéo, ja que, por exemplo, os comprimidos
de Seltzer (um tipo de comprimido efervescente), precisam ser dissolvidos em agua antes de
reagirem para liberar diéxido de carbono. O estado fluido pode ser gasoso ou liquido, e a reacdo
pode ser homogénea ou heterogénea, sendo que na reacdo homogénea, as substancias estdo
dissolvidas em liquidos de varios tipos, denominados solventes.®®

Grande parte das reacdes organicas se processa em solucdo, tornando relevante
destacar o efeito que os solventes podem provocar no curso e na velocidade dessas reacdes
quimicas. Alguns dos solventes mais comuns podem ser categorizados, de modo geral, com
base em sua estrutura e constantes dielétricas (Tabela 2). Quanto maior a constante dielétrica,
maior a polaridade. Logo, os solventes organicos podem ser divididos em polares (altas
constante dielétricas) a apolares (baixas constantes dielétricas). Além disso, os solventes
polares ainda podem ser subdivididos em polares proticos (aqueles que contém hidrogénio
ligado a elemento eletronegativo, sendo, portanto, possivel de formar ligacdo de hidrogénio) e

polares aproticos (aqueles que ndo apresentam tal caracteristica).®®°
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Tabela 2 - Constante dielétrica (¢) de alguns solventes.

Solventes
Polar Apolar

_ Prdtico € Aprdético £ €
Acido acético 6,1 Piridina 12,0 Hexano 1,9
Amonia 22,0 Acetona 21,0 Ciclopentano 2,0
Etanol 24,5 Nitrometano 36,0 Dioxano 2,2
Metanol 32,7 Acetonitrila 38,0 Benzeno 2,3
Agua 78,0 DMSO 47 Cloroférmio 4.8

Fonte: Adaptada de Sundberg e Carey.®

De todos os solventes, a &gua € obviamente 0 mais barato, mais abundante e mais
ecologicamente correto, sendo um dos principais representantes dos solventes polares préticos.
Apresenta um momento dipolo consideravel de 1,85 Debye, que lhe atribui uma polaridade de
carga, tornando-a susceptivel a interagdes intermoleculares. Isso significa dizer que pode
interagir tanto entre ela e outros tipos de moléculas, quanto entre si. Essas interacdes entre
moléculas de agua, assim como nos demais solventes polares préticos, ocorrem por meio de
ligagBes de hidrogénio, instituidas pela diferenca de potencial eletrostatico, com energia
superior a 5 Kcal/mol evidenciando sua constitui¢ao por atracao eletroestatica, e estabilizacéo
de carga.?t%?

As ligacGes de hidrogénios se arranjam de diversas formas, tendo em vista a
organizacdo amorfa do solvente (Figura 12), sendo as interacbes mais comuns: moléculas
dispersas, cadeias estruturais bem estabelecidas, dimeros, moléculas aprisionadas em estruturas

circundantes e vacancias estruturais.®®

Figura 12 - Interacdes intermoleculares da agua, solvente polar proético.

H
H \ Cadeias estruturais bem
Moléculas dispersas \ /O\\ estabelecidas
H H H/O ________ A " Dimeros
\ \ o
\O/ \ \\‘ o—H H/"\H
\ \ o ! i
o v P H
P Q- /O\H He | _~
H H N b ~H O
H
H H
™ v
O ol
H H™ H
| | |
:
O. O .0
" PN " PN " TN H
H | ] |
~! : :
O._ o _O-ilH
/ T ‘
H H
Vacéancias estruturais

Fonte: Adaptado de Reichardt e Welton.”?
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Além da possibilidade de interacdo entre moléculas do proprio solvente, essas
também podem interagir facilmente com o soluto, seja ele neutro ou carregado (cationico ou
aniénico). Diante disso, 0s solventes polares proticos sdo solventes versateis para a quimica,
uma vez que sao capazes de interagir e solvatar tanto cations quanto anions, permitindo a
promogcao de algumas reacdes. A solvatagdo acontece entre e os sitios acidos e os sitios basicos
(Figura 13): a regido do proton (eletrofilica), interage com sitios basicos (nucleéfilos) o
solvatando para estabilizacdo de cargas (a). Analogamente, o heteroatomo (O, N, etc.), mais

nucleofilico, interage com sitios acidos, eletréfilos (b), para a mesma finalidade.®®%

Figura 13 — Representacdo de processo de solvatacdo de anion (a) e de cation (b) por solvente
polar prético, agua.

a) ' ‘
N 4
Cele?

315
s

b)

Atomo de O  Atomo de H

E importante enfatizar que o efeito do solvente s6 foi considerado para estudos a
partir da percepc¢éo da diferenca de valores de energia das reaces quando avaliado em meio
gasoso. A principio, os estudos das reacdes, assim como dos seus reagentes, eram realizados
considerando apenas a influéncia da estrutura sem levar em conta a influéncia do solvente,
resultando em valores como se o sistema estivesse em fase gasosa.’® No entanto, quando
comecaram a estimar o efeito do solvente por calculos computacionais e experimentos,
perceberam a diminuicao significativa da energia de ativacéo e do estado de transi¢cdo da reacéo.
Essa variacdo de energia pode ser explicada pela acdo do solvente, que estabiliza o estado de
transicdo por solvatagdo para prosseguir com menor consumo de energia do que acontece em
fase gasosa.®® Além disso, o solvente pode ser influente na transferéncia de prétons,® como

também na fluorescéncia de compostos organicos.®®
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Ao tratar de acidos e bases, a avaliagdo da forca intrinseca em fase gasosa é
relativamente recente. Até o surgimento das técnicas mais modernas de espectrometria de
massas, as avaliacOes das forcas de acidos e bases eram determinadas totalmente em solucéo.
Ao estudar os acidos halogenidricos, por exemplo, pode-se perceber o efeito exercido pelo
solvente na forga dessas substancias quando comparadas as energias desses &cidos em fase
gasosa e em solucdo. Ficou evidente a discrepancia existente entre os dados. Isso se deve ao
fato de que em meio solvatado, usando agua como solvente, ha uma drastica minimizacao da
demanda enérgica para a dissociacdo do proton e sua base conjugada. Esse fendmeno é derivado
das interacdes do solvente que estabiliza os produtos, diminui a entropia e, consequentemente,
a Energia Livre de Gibbs da reacdo, agregando um carater mais espontaneo a dissociacdo em
meio aquoso.’*

O efeito do solvente também pode ser evidenciado em reacbes do tipo SN; e
SN,.97%8 Quando uma espécie carregada negativamente é colocada em um solvente polar
prético, o ion torna-se solvatado. As moléculas do solvente se organizam de modo a gerar
interacdo ion-dipolo, entre o ion e o dipolo do solvente. Como o solvente protege o nucleofilo,
pelo menos uma das interacdes ion-dipolo deve ser quebrada antes que o nucledfilo possa
participar de uma reagdo. As bases fracas, a exemplo, interagem fracamente com solventes
polares préticos, enquanto as bases fortes interagem mais fortemente ja que sdo melhores em
compartilhar seus elétrons. No solvente polar aprético isso ndo acontece justamente por nao
possuir hidrogénio capaz de formar interacdes ion-dipolo. As moléculas de um solvente polar
aprético tém uma carga parcial negativa em sua superficie que pode solvatar cations, mas a
carga parcial positiva esta no interior da molécula, o que a torna menos acessivel. O anion
relativamente “nu” pode ser um poderoso nucle6filo em um solvente polar aprotico.

Se valendo disso, varios trabalhos sdo reportados na literatura para sintese de
Cromenos, nos quais os autores realizam testes de solventes a fim de determinar o que contribui
mais eficientemente para otimizacdo total do sistema.’®'%> Além disso, em nosso grupo de
pesquisa, ja existem estudos para sintese de cumarina utilizando mistura binaria etanol:agua
como promotor da velocidade da reacdo, em um sistema livre de catalisador.'® Essa mistura
foi escolhida apds vérias analises variando as espécies de solventes, como também a proporg¢éo
dos constituintes da mistura binaria. A cumarina foi obtida a partir da reagéo entre salicilaldeido
e algumas espécies de compostos de metileno ativo, em mistura binaria etanol:agua (3:7, v:v)
a 75 ° C, com tempos reacionais variados (80-315 min) e rendimentos de 82-99%.

Ganwir e colaboradores'®” também se valem do efeito do solvente como otimizador

da reacdo de sintese de espécies de cromenos. Em um processo one-pot e sem catalisador, 0s
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autores obtém os produtos ao reagir dimedona, malononitrila e varias espécies de aldeidos, em
etanol:adgua (1:1, v/v) a 90 °C, apds 10-15 min de reacdo com 76-96% de rendimentos. Safari e
colaboradores'®® descrevem uma sintese multicomponente altamente eficiente de 2-amino-7-
hidroxi-4H-cromenos, usando aldeidos, malononitrila e resorcinol sem catalisador e em agua
sob irradiacédo de ultrassom (60 °C), em que os produtos foram obtidos com tempos reacionais
de 1-2,5 min e rendimentos de 91-98%. E importante destacar que todos os trabalhos
mencionados relatam a realizacdo do teste de solventes, empregando posteriormente o que

apresentou melhor desempenho.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar a sintese de uma variedade de 2-aminocromenos com potencial atividade
bioldgica utilizando o efeito do solvente como promotor da reacdo sequencial Knoevenagel-

Michael, por meio de metodologias “ecoamigaveis”.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O objetivo geral do presente trabalho serd alcancado mediante a efetivacdo dos

seguintes objetivos especificos:

» Avaliar a influéncia de solventes apolares, polares apréticos e polares préticos na
velocidade de reacdo de sintese de 2-aminocromenos, nas proporcbes 1:2 e 1:3

(salicilaldeidos:malononitrila) sem utilizacdo de catalisadores;

= Aplicar o sistema que apresentar o melhor desempenho para a sintese de uma série de

2-aminocromenos, a fim de verificar sua aplicabilidade;

= Verificar a citoxicidade in vitro das substancias puras obtidas em trés linhagens de
células tumorais (cancer de c6lon humano, carcinoma de pulmé&o e leucemia mieldide

cronica).
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CAPITULO 4

PROCEDIMENTOS
EXPERIMENTAIS
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.1 SOLVENTES E REAGENTES

Todos os reagentes e solventes empregados na realizagdo dos experimentos
retratados nesse trabalho estdo listados na Tabela 3, bem como a procedéncia dos respectivos

materiais.

Tabela 3 - Reagentes e solventes utilizados nos procedimentos experimentais e suas
procedéncias.

Sintese de Cromenos e seus Derivados

Reagentes/Solventes Procedéncia
Etanol absoluto, 200 proof 99,5% Tedia®
Etanol 95% QHEMIS®
Agua deionizada (H20) LCCQS
Hexano 98,5 % Quimica Moderna®
Acetato de etila 99,8% Tedia®
Acetonitrila 99,5 % Tedia®
Malononitrila > 99% Sigma-Aldrich®
Tolueno 99,5% Tedia®
Tetraidrofurano (THF) 99,5 % Tedia®
Salicilaldeido 98% Sigma-Aldrich®
5-Bromosalicilaldeido 98% Sigma-Aldrich®
5-Nitrosaliciladeido 98% Sigma-Aldrich®
2-Hidroxi-3-metoxi-benzaldeido 99% Sigma-Aldrich®
2-Hidroxi-5-metoxi-benzaldeido 98% Sigma-Aldrich®
5-Clorosalicilaldeido 98% Sigma-Aldrich®
2,4-Dihidroxibenzaldeido 98% Sigma-Aldrich®
Medidas Instrumentais
Reagentes/Solventes Procedéncia
Dimeti Isg g;l(/:,df g%lgt;; e\i?\?ili/[l) SMSO_dG) Cambridge Isotope Laboratories

Acetonitrila (gradient grade) 99,9% Tedia®

4.2 MEDIDAS INSTRUMENTAIS

As medidas instrumentais utilizadas para caracterizar 0s 2-aminocromenos € seus

derivados estdo descritas no Esquema 4.
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Esquema 4 - Medidas instrumentais usadas na caracterizacdo dos 2-aminocromenos.

RMN PF
17 e 3G EMAR CLUR -
Cromenos Cromenos Cromenos Cromenos
3a,3be3c,eda-g 4b, 4d, de e 42 3d, 3e, 3fe 3g da-g

4. 2.1 Cromatografia em Camada Delgada

O desenvolvimento das reacdes de sintese dos 2-aminocromenos foi acompanhado
através da Cromatografia em Camada Delgada (CCD), ao fazer uso de placas de aluminio
revestidas com silica gel que possuiam marcador de fluorescéncia para ser revelado na camara
ultravioleta. Esse acompanhamento aconteceu mediante o consumo do aldeido
(desaparecimento da mancha referente ao material de partida) e aparecimento de mancha

referente ao provavel produto.

4.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono-13

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono-13
foram realizados utilizando DMSO-ds como solvente e registrados em um espectrémetro
VARIAN® Mercury Spectra AC 20 (400 MHz para RMN-'H e 101 MHz para RMN- C),
pertencente a Unidade de Central Analitica, UNICAL, do Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos da UFPB, IPeFarMUFPB. Os dados obtidos nas analises foram tratados no
software MestReNova®, versdo 14.2.0-26256.

4.2.3 Cromatografia Liquida Ultra Rapida (CLUR)

Os cromatogramas das amostras das reacdes de formagéo dos compostos 3d e 3e
para verificacdo da pureza dos solidos produzidos, seus tempos de retencdo e proporgao entre
compostos, foram registrados por um Cromatografo Liquido Ultra Rapido da Shimadzu® -
modelo LC-20AT - (pertencente ao Laboratorio de Sintese Orgénica e Biocatalise da
Universidade Federal da Paraiba — UFPB), equipado com detector UV-vis (274 nm), coluna C-

18 de 15 cm, com fase reversa, e pré-coluna de 4 cm. Ja os cromatogramas das amostras das



P. G. de Abrantes | 45

reacOes de formacdo dos compostos 3f e 3g foram registrados por um Cromatografo Liquido
Ultra Rapido da Shimadzu® - modelo LC-20AT - (pertencente a Unidade de Central Analitica,
UNICAL, do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da UFPB, IPeFarMUFPB),
equipado com Detector de Diodo (DOD - 274 nm), coluna C-18 de 25 cm, com fase reversa, e
pré-coluna de 4 cm. As amostras analisadas nos cromatografos liquidos foram preparadas
usando 1 mg do sélido a ser examinado e dissolvido em 1,0 mL de acetonitrila (gradient grade),

com aplicacdo de método isocratico, fase mdovel composta por acetonitrila:agua (40:60, v:v).

4.2.4 Espectrometria de Massa de Alta Resolucao

A Espectrometria de Massa de Alta Resolucdo (EMAR) foi realizada em um
espectrometro de massa microTOF Il (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). As amostras
foram preparadas em acetonitrila (1 pug mL?) e infundidas na fonte ESI a uma vazio de 5 pL
mint. As condigBes da fonte ESI(+) foram as seguintes: voltagem capilar 4500 V, temperatura
capilar de transferéncia 200 °C, gas seco 4,0 L min e deslocamento da placa final 500 V. Os
espectros de massa foram adquiridos e processados usando o software Compass DataAnalysis

(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).

4.2.5 Determinacéo do Ponto de Fuséo (P.F)

Medidas de intervalos de fusdo foram realizadas a partir do equipamento de fusdo
a seco, marca Fisatom, modelo 431, pertencente ao Laboratério de Sintese Orgéanica e
Biocatalise (LASOB). As amostras foram inseridas em capilares e submetidos a aquecimento,
que, por meio de uma lente de aumento, presente no equipamento, fez-se leitura do intervalo de

fusdo com auxilio de um termémetro.
4.3 PROCEDIMENTOS GERAIS PARA A SINTESE DE 2-AMINOCROMENOS
4.3.1 Obtencéo da Mistura Binaria Etanol:Agua (3:7)
A mistura binaria Etanol:Agua (3:7, v:v) foi prepara utilizando 3 mL de etanol

99,5% e 7 mL de agua deionizada. A solugdo foi agitada manualmente até atingir temperatura

ambiente e armazenada sob refrigeracdo em recipiente ambar.
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4.3.2 Sintese dos derivados de cromenos 3(a—g)

Em um tubo de ensaio foram adicionados 1,0 mmol de malononitrila, 0,5 mmol do
aldeido e 400 uL de solvente (etanol:adgua 3:7, v:v), respectivamente. O sistema foi submetido
a agitacdo magnética em temperatura ambiente, sendo monitorado por cromatografia em
camada delgada utilizando a mistura de solvente hexano:acetato de etila na proporgao (6:4, v:v)
para eluicdo, com excecdo das reacdes realizadas com os aldeidos, 5-nitrosalicilaldeido e 5-
bromosalicilaldeido, que foram eluidas com a mistura de solvente na proporcao (7:3, v:v) de
hexano:acetato de etila. Apds o término da reacdo, a mistura reacional que continha o produto
precipitado foi filtrada sob pressdo reduzida para obtencéo do sélido. O produto foi lavado com
agua deionizada seguida de etanol. Os produtos puros foram caracterizados por Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-
13 (RMN *3C). As reagbes que formaram mais de um composto foram analisadas por
cromatografia liquida.

4.3.3 Sintese dos derivados de cromenos 4(a—g)

Em um tubo de ensaio foram adicionados 1,5 mmol de malononitrila, 0,5 mmol do
aldeido e 400 uL de etanol, respectivamente. O sistema permaneceu sob agitacdo magnética em
aquecimento (75-80 °C), sendo monitorado por cromatografia em camada delgada utilizando a
mistura de solvente hexano:acetato de etila na proporcéo (6:4, v:v) para eluicdo. Apds o término
da reacdo, a mistura reacional que continha o produto precipitado foi filtrada sob pressao
reduzida para obtencéo do sélido. O produto foi lavado com agua deionizada seguida de etanol.

Quando necessario, para purificacdo, o sélido obtido foi submetido a aquecimento
em etanol, seguido de resfriamento e filtracdo. Posteriormente, foi lavado com &gua deionizada
gelada e etanol. Os produtos obtidos foram caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN *H) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN 3C).

4.4 METODOLOGIA UTILIZADA PARA REALIZACAO DO TESTE IN VITRO -
CITOTOXICIDADE E Clsg

O screening inicial para determinagdo do potencial antitumoral das amostras foi
desenvolvido no Laboratério de Proliferacdo Celular e Cancer da Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE), Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Centro de Biociéncias. As
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celulas utilizadas foram obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro, tendo sido cultivadas
em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos,
mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO:..

Foi realizado pelo método do 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT), que consiste em uma andlise colorimétrica baseada na conversdo do sal
MTT em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas, permitindo definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo
de acdo.**

A linhagem K-562 (leucemia mieloide cronica) foi plaqueada na concentracédo de
0,3 x 10° células/mL e as linhagens HCT-116 (cancer colon humano), H-1299 (carcinoma de
pulmio) e MRC-5 (fibroblasto de pulméo) foram plaqueadas na concentragio de 1 x 10°
células/mL. As substancias previamente dissolvidas em DMSO foram diluidas no meio RPMI
para obtencdo da concentragdo final e adicionadas em placa de 96 pocos (200uL/ poco). As
placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO.a 37°C. Transcorrido as 72h, foram
adicionados 25 uL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium) em cada poco e as placas foram
incubadas por 3h. A absorbancia foi lida ap6s dissolucéo do precipitado com DMSO puro em
espectrofotbmetro de placa a 575 nm.

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivo desvio padrao
da média no programa libreoffice cal version 6.4.7.2. A Concentracao inibitéria em 50% (Clso)
foi calculada por regressdo ndo linear no programa GraphPad Prism 5.0. Cada amostra foi

diluida em DMSO puro estéril e testada em duplicata, em dois experimentos independentes.

4.5. DADOS ESPECTROSCOPICOS (RMN DE H E **C) E ESPECTROMETRICOS

NC CN

CN

(o} NH,

(2-Amino-3-ciano-4H-cromeno-4-il)malononitrila (3a): RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) §
(ppm) 4.59 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 5.06 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 7,13 (dd, J = 8,1 Hz, 0,9 Hz, 1H), 7,26
(dt,J=7,5Hz, 0,9 Hz, 1H), 7,42 (dt, J= 7,8 Hz, 1,2 Hz, 1H), 7,47 (dd, J = 7,7 Hz, 1,2 Hz, 1H),
7,51 (s, 2H). RMN *3C (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 32,43, 37,14, 48,91, 112,94, 113,10,
116,41, 117,99, 119,38, 125,09, 128,89, 130,21, 149,77, 163,48. Dados condizentes com 0s
obtidos por Bahuguna e colaboradores.??
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NC, CN

HsCO CN

(o} NH,

2-(2-Amino-3-ciano-6-metoxi-4H-cromeno-4-il)malononitrila (3b): RMN 'H (400 MHz,
DMSO-ds) & (ppm) 3,76 (s, 3H), 4,54 (d, 1H, J = 4,15 Hz), 5,10 (d, 1H, J = 4,15 Hz), 6,97 (dd,
1H,J=2,75,J=8,9 Hz), 7,07 (m, 2H, J = 8,9 Hz), 7,44 (s, 2H). RMN *3C (101 MHz, DMSO-
ds) 0 (ppm) 32,85, 38,00, 48,77, 56,02, 113,38, 113,47, 113,58, 116,32, 117,74, 119,10, 119,98,
144,04, 156,34, 164,11. Dados condizentes com os obtidos por Bahuguna e colaboradores.?

NC CN

CN

OCHj

(2-amino-3-ciano-8-metoxi-4H-cromeno-4-il)malononitrila (3c): RMN H (400 MHz,
DMSO-dg) & (ppm) 3.84 (s, 3H), 4,55 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 5,03 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 7,00 (dd, J
=8,0 Hz, 1,5 Hz, 1H), 7,11 (dd, J = 8,1 Hz, 1,5 Hz, 1H), 7,18 (t, J = 8,1 Hz, 1H), 7,51 (s, 2H).
RMN C (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 32,82, 37,72, 49,28, 56,29, 113,18, 113,39, 113,54,
119,31, 119,82, 120,12, 125,39, 139,59, 147,62, 163,84. Dados condizentes com os obtidos por
Yang e colaboradores.’

NC CN

NH,

(] NH,
2-(4,5-diamino-1-ciano-1H-cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila  (4a):
RMN H (400 MHz, DMSO-ds), 5 (ppm) 4,84 (d, J= 4,0 Hz, 1H), 4,93 (d, J= 4,0 Hz, 1H), 6,67
(s, 2H), 7,07 (s, 2H), 7,20 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,26 (t, J =7,4 Hz, 1H), 7,41 (m, 2H). RMN *C
(101 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) 30,47, 34,73, 70,60, 83,85, 112,90, 113,47, 116,30, 116,88,
117,93, 124,18, 129,06, 130,20, 151,62, 157,00, 160,40, 160,46. Dados condizentes com 0s
obtidos por Yang e colaboradores.’

NH,

2-(4,5-diamino-9-bromo-1-ciano-1H-cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-
ilideno)malononitrila (4b): RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): 5 (ppm) 4,72 (d, J = 3,8 Hz, 1H),
4,81 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 6,66 (s, 2H), 7,06 (s, 2H), 7,21 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,54 (d,J = 2,1
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Hz, 1H), 7,65 (dd, J = 8,9, 2,2 Hz, 1H). RMN *3C (101 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 30,45, 34,52,
70,86, 83,34, 112,66, 113,22, 115,31, 116,11, 119,18, 120,21, 131,36, 133,00, 150,97, 157,02,
160,05, 160,48. EMAR [M + H]" calculada C16H9BrNsO: 381,0094; encontrada: 381,0106.

NH,

2-(4,5-diamino-9-cloro-1-ciano-1H-cromeno|3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila
(4c): RMN H (400 MHz, DMSO-ds), 5 (ppm) 4,86 — 4,91 (dd, J = 3,5 Hz, 2H), 6,66 (s, 2H),
7,06 (s, 2H), 7,24 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,41 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,48 (dd, J = 9,0, 1H). RMN
13C (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 30,62, 34,83, 71,06, 83,51, 112,87, 113,43, 116,33, 119,05,
119,87, 127,86, 128,69, 130,43, 150,67, 157,23, 160,30, 160,67. Dados condizentes com 0s
obtidos por Yang e colaboradores.’

NH,

2-(4,5-diamino-1-ciano-9-nitro-1H-cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila
(4d): RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 4,99 (d, J = 4,1 Hz, 1H), 5,00 (d, J = 4,0 Hz,
1H), 6,84 (s, 1H), 7,21 (s, 1H), 7,49 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,28 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 8,26 (dd, J =
8,3 Hz, 1H). RMN C (101 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 30,55, 34,67, 71,11, 82,83, 112,62,
113,08, 115,99, 118,35, 118,87, 124,99, 126,05, 143,05, 156,38, 157,08, 159,42, 160,59.
EMAR [M + H]* calculada para C16HsN-O3: 348,0840; encontrada: 348,0896.

2-(4,5-diamino-1-ciano-9-metoxi-1H-cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-
ilideno)malononitrila (4e): RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 3,76 (s, 3H), 4,81 (d, J =
4,8 Hz, 1H), 4,89 (d, J = 4,8 Hz ,1H), 6,58 (s, 2H), 6,64 (s, J = 6,9 Hz, 1H), 6,99 (s, 2H), 7,02
(dd, J=7,0,1H),7,14 (d,J=7,1, 1H). RMN *3C (101 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 30,57, 35,31,
55,75, 70,78, 83,71, 113,01, 113,68, 113,79, 115,98, 116,50, 117,99, 118,66, 145,58, 155,53,
157,19, 160,58, 160,84. EMAR [M + H]*: 333,1033. EMAR [M + H]* calculada para
C17H12N6O2: 333,1095; encontrada: 333,1033.
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NH,

OCHj,

2-(4,5-diamino-1-ciano-7-metoxi-1H-cromenol[3,4-c]piridin-2(10bH)-
ilideno)malononitrila (4f): RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 3,84 (s, 3H), 4,80 (d, J =
4,0 Hz, 1H), 4,91 (d, J = 4,0 Hz,1H), 6,61 (s, 2H), 6,97 (dd, J = 7,5 Hz, 1H), 7,03 (s, 2H), 7,11
(dd, J=8,5Hz, 1H), 7,17 (t, J = 8,0 Hz, 1H). RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds) & v(ppm) 30,51,
35,03, 56,12, 70,89, 84,09, 112,99, 113,57, 116,46, 118,84, 120,26, 124,29, 141,17, 147,87,
157,17, 160,57. Dados condizentes com os obtidos por Yang e colaboradores.’

HO
2-(4,5-diamino-1-ciano-8-hidroxi-1H-cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-

ilideno)malononitrila (4g): RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 9,93 (s, 1H), 7,22 (d, J
= 8,3 Hz, 2H), 6,97 (s, 4H), 6,66 (dd, J = 8,5, 2,0 Hz, 2H), 6,56 (d, J = 6,3 Hz, 6H), 4,81 (d, J
= 3,5 Hz, 1H), 4,72 (d, J = 3,8 Hz, 1H). RMN %3C (101 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 30,80, 34,57,
70,82, 84,63, 103,33, 108,50, 112,05, 113,17, 113,78, 116,44, 129,88, 152,67, 157,06, 159,01,
160,52, 160,60. EMAR [M + H]* calculada para C16H10N6O2: 319,0938; encontrada: 319,0924.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Visando atingir os objetivos esperados desta pesquisa, buscou-se estabelecer as
melhores condicBGes para a sintese dos 2-aminocromenos, obtidos através da reacdo entre
salicilaldeidos e propor¢des variadas de malononitrila, sem a utilizacdo de qualquer tipo de
catalisador. Desta forma, realizou-se testes variando os solventes, bem como a temperatura,
qguando necessario, a fim de avaliar suas influéncias na velocidade da reacdo de Knoevenagel-

Michael para a sintese dos compostos 3 e 4.

5.1 TESTE DE SOLVENTE PARA SINTESE DO 2-AMINOCROMENO 3a

Antes de avaliar a influéncia dos solventes nas reacdes, buscou-se investigar,
primeiramente, o comportamento da reacdo sem solvente e a temperatura ambiente. Como é
possivel notar (entrada 1, Tabela 4), a reacdo livre de solvente e a temperatura ambiente para
sintese do produto 3a ndo finalizou, mesmo transcorridos 360 min, apresentando um sistema
ainda com bastante salicilaldeido e apenas tracos de produto. Ao buscar na literatura sistemas
semelhantes para fins de comparacdo de resultados, ndo encontrou-se nenhum relato.
Entretanto, Bhat e colaboradores® usaram um sistema livre de solvente com moagem

mecanoquimica obtendo o composto apds 180 min de reacdo com rendimento de 98%.

Tabela 4 - Teste de solvente para reacdo entre salicilaldeido e malononitrila (3a).

o NC_ CN
H solvente CN
* NG N %’ |
OH 0~ NH,
0.5 mmol 1.0 mmol 3a
Entrada Solvente Tempo (min) Rendimento (%)
1 - 3607 Tracos
2 Etanol:Agua (3:7, v:v) 30 92
3 Agua 80 90
4 Etanol 230 91
5 THF 3602 Tracos
6 Tolueno 3607 -

Reacdes monitoradas por CCD. 2 Nao finalizada.

Com isso, partiu-se para a aplicagdo de uma pequena série de solventes. Vale

lembrar que hd uma infinidade de tipos de solventes organicos, entretanto todos se encaixam
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em uma das seguintes classes: polares préticos, polares apréticos e apolares.®®° Diante isto,
foram escolhidos alguns representantes de cada categoria para o estudo em questéo.

Para representar a classe de solventes apolares, utilizou-se o tolueno, como mostra
a entrada 6 da tabela 4. Porém, o emprego desse solvente ndo resultou em um tempo de reacédo
satisfatorio, uma vez que, mesmo ap6s 360 min, ndo houve consumo dos materiais de partida,
revelando sistema sem formacéo de produto. Em vista disso, ficou admissivel afirmar que a
apolaridade do solvente ndo favorece as reacdes de Knoevenagel-Michael, atentando para a
possivel necessidade de solvente polar no meio reacional, como demonstram os estudos feitos
por Yang e colaboradores,” que obtiveram baixo rendimento (39,8%) em 2 min de reacdo ao
fazer uso do tolueno, em sistema catalisado por lipase e sob irradiacdo de micro-ondas (60 °C).

Logo, almejando corroborar com essa hipétese, escolheu-se o THF, para a classe
dos solventes polares apréticos. Embora a reacdo de formacdo do cromeno 3a nao tenha
finalizado ao utilizar esse solvente, ou seja, o salicilaldeido ndo tenha sido convertido
totalmente em produto mesmo transcorridos 360 min de reacdo, a mesma apresentou sistema
com tracos de produto (entrada 5, Tabela 4), evidenciando a real necessidade de meio com
solvente polar. Yang e colaboradores’ também observaram um melhor desempenho ao utilizar
THF no meio reacional (lipase e irradiacdo de micro-ondas), uma vez que conseguiram maior
rendimento (43,6%) em 2 min de reacdo, quando comparado com o rendimento obtido ao usar
tolueno.

Entre a gama de solventes polares préticos, a agua, o etanol e uma mistura binaria
(etanol:agua, 3:7, v:v) foram utilizadas para representar esta classe de solventes. As trés
espécies empregadas mostraram-se bastantes eficientes, ja que apresentaram bons tempos e
6timos rendimentos. A possivel explicacdo para esses fendmenos é que solventes polares
préticos favorecem tais reacGes, uma vez que atuam muito bem na estabilizacdo de
intermediarios carregados e reacdes de transferéncia de prétons em comparacdo aos solventes
apolares ou polares aproticos.” % Além disso, solventes organicos polares mostram-se meios
mais eficientes para as reacdes de ciclizacdo, que € uma das etapas para obtencdo do derivado
de cromeno.*0°

Vale destacar que o solvente que melhor atuou no sistema para a reacdo do
composto 3a foi a mistura binaria, com menor tempo de reagdo (30 min) e maior rendimento
(92%) (entrada 2, Tabela 4). O produto oriundo dessa reacéo foi isolado e caracterizado por
RMN de 'H e 13C. Costa e colaboradores'® realizaram a sintese de tal composto usando como

solvente diclorometano a 9 °C, obtendo o produto em 1 més de reacdo. Empregou ainda, em
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uma nova metodologia, trietilamina como catalisador e diclorometano como solvente a
temperatura ambiente, obtendo o produto em 11 h.

A mistura etanol-agua dispde de propriedades distintas quando comparadas com as
dos solventes isolados, por exemplo: possui maior poder de solvatacdo devido a formacéo de
cadeias moleculares via ligacdo de hidrogénio, tem constante dielétrica intermediaria em
comparagao com os solventes puros podendo favorecer interagcbes mais fortes com moléculas
polares menores como a malononitrila, além da possibilidade de aumentar a solubilidade de
compostos organicos quando comparado ao uso de dgua como solvente e a capacidade de
formar cavidades.'?’-1%° A combinacéo origina uma mistura azeotrépica, por seus constituintes,
solventes polares préticos, apresentarem grande afinidade’'° e proporciona a reducdo da energia
dos estados de transicdo das etapas lentas.'*

Além de suas propriedades satisfatorias, a mistura binaria € composta 70% de
agua, tornando-a uma mistura ecologicamente correta e viavel por ser um solvente atéxico e
abundante. Como o produto precipita no préprio meio reacional, é facilmente isolado no
estado solido, sem a necessidade de processos de isolamento complicados, tornando-se um
processo bastante atraente aos olhos da Quimica Verde. Yadav e colaboradores,'’” por
exemplo, aplicaram a mistura binaria como solvente para a sintese de alguns tipos de cromenos.
Em suas andlises, utilizaram um sistema contendo salicilaldeido e malononitrila em uma
mistura de etanol:4gua na proporcdo 1:1 (v:v), sob irradiacdo de luz visivel, a fim de obter o
cromeno 3a. E importante destacar que a aplicacdo da mistura binaria (3:7, v:v) para a sintese
dos derivados de cromenos 3 sem irradiacdo de energia na forma de calor ou luz proposta por
essa pesquisa nédo foi relatada na literatura, apontando o ineditismo do sistema desenvolvido

e mostra-se um sistema mais “ecoamigaveis” de sintese dessa classe de compostos.

5.2 SINTESE DE UMA SERIE DE DERIVADOS DE CROMENOS 3(b-g)

Dados os resultados obtidos com o teste de solvente realizado, empregou-se, nas
mesmas condigdes, o solvente que apresentou melhor desempenho quanto ao tempo (entrada 4,
Tabela 4), para a sintese de variados 2-aminocromenos 3, modificando apenas as espécies de
salicilaldeidos, como mostra a Tabela 5.

As reagOes foram realizadas utilizando salicilaldeidos monossubstituidos com
grupos retiradores e doadores de elétrons, e, a partir desses testes, observou-se a influéncia
desse substituintes para a velocidade das reacGes. Como representante da classe dos possiveis

doadores de elétrons, usou-se 0 metdxido (-OCHs) e hidroxila (-OH) (entradas 1, 2 e 3, Tabela
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5); enquanto que para a classe dos possiveis retiradores de elétrons, utilizou-se o bromo (-Br),
cloro (-Cl) e nitro (-NO») (entradas 4, 5 e 6, Tabela 5).

Tabela 5 - Efeito do grupo substituinte do aldeido na sintese dos derivados de cromenos 3(b-
9).

NC_ CN
o)
| AN H etanol:agua (3:7, v:v) = ‘ ‘ CN
+ PN L >
// on NC CN a \/\ o "
R R 2
3a
Entrada Aldeido Produto -{;Tsao Rendimento (%)
(0]
H5CO.
1 H 3b 30 90
OH
o
H
2 3c 40 93
OH

HO OH
o)

Br

' 3e 100 NQ*

Cl

' 3f 135 NQ*

O,N
OH

Condicdo de reacdo: aldeido (0,5 mmol), malononitrila (1,0 mmol) e etanol:agua (3:7, v:v) (0,4 mL), a temperatura
ambiente. Rea¢Ges monitoradas por CCD. 2 Tempo de consumo do aldeido. * NQ: ndo quantificado.

Essas reacfes foram acompanhadas por CCD, avaliando o consumo dos aldeidos.
Ao comparar as reagdes feitas com salicilaldeidos substituidos (Tabela 5) com a reagdo para

formagéo do produto 3a (entrada 2, Tabela 4), observou-se um aumento no tempo reacional,
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mostrando a influéncia dos substituintes no retardo da velocidade da reacdo diante 0 meio
usado.

De todas as entradas, as reac6es de formacgédo dos compostos 3b e 3c (entradas 1 e
2, Tabela 5), mostraram-se mais reativas, mesmo os aldeidos possuindo em sua constituicao
grupos doadores de elétrons. Essas reacGes finalizaram em tempos curtos (30 e 40 min,
respectivamente) e apresentaram elevados rendimentos isolados (90 e 93%), sendo seus
produtos caracterizados por RMN de 'H e 3C.

Com base no espectro de RMN de *H do 2-aminocromeno 3c (Figura 14) pode-se
confirmar a estrutura do composto sintetizado, ja que é possivel observar um simpleto em &
3,84 ppm integrado para trés prétons, caracterizando a metila da metoxila (1). Os sinais em &
4,56 e 6 5,04 ppm, respectivamente, confirmam o acoplam entre os prétons 2 e 3 gerando dois
dupletos integrados para um préton, cada. Os dois dupletos em 6 7,00 e & 7,13 ppm, integrados
para um préton, cada, mostram que o préton 4 acopla com o proton 6 que, por sua vez, acopla
com os prétons 4 e 5, gerando um tripleto em & 7,2 ppm, integrado para um proton. Além disso,
os protons da amina (NH2) resultam em um simpleto com descolamento de & 7,51 ppm,

integrado para dois prétons.

Figura 14 - Espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) (2-amino-3-ciano-8-metoxi-4H-
cromeno-4-il)malononitrila (3c).
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Com o espectro de RMN de C (Figura 15), pode-se ainda confirmar o nimero de
carbonos do composto 3c com sinais caracteristicos de anel aromatico na regido de 6 113,18-
125,39 ppm. O sinal correspondente a carbono de éter (-OCH?3) pdde ser identificado na regido
de 6 55 ppm. Além disso, os carbonos sem prétons, por estarem mais blindados, geram sinais

com deslocamentos menores, entre 6 30-40 ppm.

Figura 15 — Espectro de RMN de $3C (101 MHz, DMSO-ds) (2-amino-3-ciano-8-metoxi-4H-
cromeno-4-il)malononitrila (3c).

8500

] 2 o D 88YBLHE o 3 = o0 r8000
o5 ~ o P = o] oo
2 = a Noozozoz 7 z B |
| | | I~ N I 7500
M M ~7000
= Z I
N 6500
# b
6000
~5500
o] NH |
0. 5000

4500
;4000
:3500
;3000
:2500
;2000

1500

1000

IR M

0

500

1}0 160 150 140 150 120 liD lﬁD Qb Sb Tb Sb Sb 4b 3b Zb 10 6
f1 (ppm)

Bhat e colaboradores®* obtiveram os mesmos produtos (3b e 3c) com tempos
moderados (5.5 e 4.5 h, respectivamente) e altos rendimentos (95 e 97%, respectivamente) ao
realizarem suas sinteses com moagem mecanoquimica em um sistema sem solvente. Ja Costa
e colaboradores*® fizeram a reacédo de formacé&o de 3c usando diclorometano e trietilamina numa
sintese a temperatura ambiente com duragéo de 5 h e 82% de rendimento.

Diferentemente das reacfes anteriores e contrariando o que se esperava, ao eluir
amostras da reacdo do composto 3d em placas de CCD, percebeu-se a presenca de duas
manchas, mesmo ap6s o consumo do aldeido (entrada 3, Tabela 5). O mesmo foi observado

para as reacdes de formacéo dos produtos 3e, 3f e 3g (entradas 4, 5 e 6 da Tabela 5).
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A fim de obter apenas os produtos esperados, todos os procedimentos foram
repetidos, as reacOes foram deixadas em agitacdo até completarem 360 min, porém, ndo houve
modificagdes significativas. Os solidos precipitados nos meios reacionais foram isolados por
filtracdo sob pressdo reduzida, lavados com varias espécies de solventes, contudo, ndo foi
possivel separar os produtos. Técnicas cromatograficas também foram utilizadas, porém sem
sucesso, devido a alta polaridade dos compostos. Assim, essas amostras foram injetadas no
cromatografo liquido com o intuito de verificar o nimero de compostos formados, a conversédo
dos compostos almejados em relacdo ao substrato e as proporcgdes entre os produtos.

Ao analisar uma amostra da reacdo do produto 3d por cromatografia liquida dois
picos com tempos de retencdes diferentes foram identificados (Figura 16). Além disso,
confirmou-se o consumo total do aldeido, tendo em vista que o cromatograma da amostra da
reacdo (a) ndo apresentou sinal com tempo de retencdo (TR) correspondente ao 2,4-
dihidroxibenzaldeido (b). Acredita-se que o pico mais intenso (2,680 min) e area de 66,3%,
referira-se ao composto 3d, e 0o menor, com TR = 2,100 min e &rea de 33,7%, seja intermediario

da reacéo.

Figura 16 - Cromatogramas de uma amostra da reacdo com 2,4-dihidroxibenzaldeido e
malononitrila (1:2) (a) e padréo de reagente (b).
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Com a analise de uma amostra da reacdo para obtenc¢éo do produto 3e, como mostra
0 cromatograma a seguir (Figura 17), p6de-se também confirmar o consumo completo do 5-
bromosalicilaldeido e a existéncia de dois picos com tempos de retengdes distintos para o sélido
obtido. Acredita-se que 0 pico mais intenso (80% de converséo), com TR = 9,473 min, seja do
produto desejado e o menor (20% de conversdo), com TR = 11,453 min, seja de intermediario

da reacdo. Todavia, os tempos de reten¢Ges dos compostos apresentados ndo coincidiram com
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nenhum dado j& conhecido, permanecendo-0s desconhecidos até o momento e necessitando de

estudos mais aprofundados.

Figura 17 - Cromatograma comparando tempos de retencdo de uma amostra da reacdo com 5-
bromosalicilaldeido e malononitrila (1:2) (amostra 1) e reagente (5-bromosalicilaldeido).
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O mesmo comportamento se repetiu para as rea¢oes de formacédo dos produtos 3f e
3g. N&o foram observados sinais de reagentes, evidenciando o consumo total dos
salicilaldeidos, apenas dois picos para cada reacao foram identificados nos cromatogramas (Ver
apéndice C), ambos com tempos de retencdo e intensidades diferentes. Para a reacdo do 3f o
pico mais intenso, com TR = 17,04 min apresentou conversdo de 67,5%, enquanto que 0 menos
intenso, com TR = 24,25 min, mostrou conversao de 32,5%. J& a reacdo de formacdo do
composto 3g, apresentou sinal de maior area (61,4%) com TR = 16,69 min e o de menor area
(38,6%) em TR = 12,42 min.

Apesar dos esforgos empregados para encontrar as condicoes ideais, principalmente
no que tange o fator tempo, para a sintese dos cromenos 3a-g utilizando solvente como
promotor da velocidade da reacéo, € evidente que a metodologia sugerida por esse trabalho ndo
funciona eficientemente para todos os compostos empregados. Além disso, ainda se faz
necessario aprimorar o sistema de analise, utilizando LC-MS, assim como também desenvolver
um método de purificacdo que sirva para 0s compostos estudados e que estejam em

conformidade com os principios da Quimica Verde.
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5.3 TESTE DE SOLVENTE E TEMPERATURA PARA SINTESE DO 2-AMINOCROMENO
4a

O teste de solvente para a sintese do produto 4a foi realizado seguindo os
procedimentos desenvolvidos para a sintese do cromeno 3a. Inicialmente, a reagdo sem solvente
e a temperatura ambiente foi analisada, objetivando avaliar a influéncia desses parametros para
a velocidade das reacdes (entrada 1, Tabela 6). Com esse ensaio observou-se que a reacao ndo
se processou eficientemente, uma vez que, mesmo ap6s 360 min de reacao, ndo houve formagéo
de produto, comprovando os resultados obtidos pelos estudos de Smuszkiewicz e
colaboradores,'® que fizeram a reacéo sem solvente e a 30 °C para formagédo do composto 4a e

obtiveram percentagem de converséao de apenas 5% em 2 h de reacao.

Tabela 6 - Teste de solvente para reacdo entre salicilaldeido e malononitrila (cromeno — 4a).

NC_ CN
0 NC | N NC_ CN
|
H solvente )\ CN
* o NeT o 04mb h | |
OH s
0.5 mmol 1.5 mmol 40 NH; o NH>
a 3a
Entrada Solvente Temperatura (°C) -E;n?r?)o Rendimento (%)
1 - ta 3602 -
2 - 75-80 140° 30
3 Agua t.a 60 86¢
4 Etanol:Agua (3:7, v:v) t.a 20 89
5 Etanol t.a 180 g2d
6 Etanol:Agua (3:7, v:v) 75-80 150 92
7 Agua 95-100¢ 150 90
8 Etanol 75-80° 60 93
9 THF 60-66° 240 89
10 Tolueno 105-110° 360? Tracos

ReacGes monitoradas por CCD. ® N4o finalizada. ® Reagéo interrompida por impossibilidade de manter agitagio
do sistema pds precipitacdo. ¢ Temperatura de refluxo do respectivo solvente. ¢ Apenas composto 3a obtido.

Com a execucédo da reacdo livre de solvente e em refluxo (entrada 2, Tabela 6),
percebeu-se um precipitado amarelado quando transcorridas 120 min, seguida da
impossibilidade de agitacdo do sistema 20 min posteriores. Esse sélido foi isolado, purificado

e caracterizado como produto 4a, isto é, com 140 min de reacdo em refluxo obteve-se 30% de
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rendimento, indicando que o meio reacional necessitava de solvente para melhor
homogeneizagio e aquecimento para efetiva formacio do produto desejado. E sabido que a
energia cinética das particulas aumenta quando elevada a temperatura. Assim, a probabilidade
de ocorrer colisdes efetivas com energia minima suficiente € maior, favorecendo o progresso
da reagdo.?

Embora a Quimica Verde sugira o desenvolvimento de processos quimicos
conduzidos a temperatura e pressdo ambientes, para economia e minimizacdo dos impactos
ambientais,?* é notdria a necessidade de aquecimento para seletiva formacédo do produto 4a, em
um sistema sem aplicacédo de catalisador. Esses resultados puderam ainda ser comprovados com
a efetuacdo das reacBes em agua, etanol:agua (3:7, v:v) e etanol, a temperatura ambiente. Com
esses testes, percebeu-se que o salicilaldeido do meio reacional foi consumido completamente
em tempos curtos (entradas 3, 4 e 5, Tabela 6), mas apenas o produto 3a foi identificado, posto
que demonstrou mesmo tempo de retencdo do produto previamente caracterizado, ao ser
analisado por cromatografia liquida (Figura 18). Os sistemas ainda permaneceram em agitagao

até completar 360 min, mas ndo foram observadas modificacGes.

Figura 18 - Cromatograma comparando tempos de retencdo de amostra da reacao salicilaldeido
e malononitrila (1:3) em etanol sem aquecimento (amostra 1), e produtos 3a e 4a.
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Diante o exposto, buscou-se realizar os ensaios aplicando alguns solventes apolares,
polares aproticos e polares préticos, alem do aguecimento convencional, para formacdo do
produto de interesse (4a). Como ja esperado, o emprego do tolueno como solvente apolar
resultou em um sistema com bastantes materiais de partida e nenhuma formagéo do produto

previsto (entrada 10, Tabela 6). Escolheu-se o THF, para a classe dos solventes polares
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aproticos. A aplicacédo de tal solvente para a sintese, mostrou-se bastante promissora, visto que
a reacdo finalizou em 240 min e teve rendimento de 89% (entrada 9, Tabela 6), levando a
enfatizar que as reacdes estudadas sédo favorecidas por solventes polares.

Era esperado que a mistura binaria desempenhasse melhor atividade, tendo em vista
suas propriedades, como mencionado anteriormente - maior poder de solvatacdo, constante
dielétrica intermediéria em comparagdo com os solventes puros, possibilidade de aumentar a
solubilidade de compostos organicos e capacidade de formar cavidades.'°’-1° Em contrapartida,
foi o etanol que demonstrou excelente papel na aceleracdo da velocidade da reacéo,
demandando apenas 60 min para a conclusédo da mesma e apresentando rendimento isolado de
93% (entrada 8, Tabela 6). Isso se deu, possivelmente, ao fato de o sistema estar sob
aquecimento. Kolbe'*® relata em seus estudos que a mistura binaria etanol-agua apresenta maior
atividade de interacdo em sistemas com temperaturas inferiores a 70° C. Isso se deve ao fato de
que em maiores temperaturas, a agitacéo cinética das particulas é maior, consequentemente, ha
uma diminui¢do no nimero de interacBes do tipo ligacdo de hidrogénio realizado entre dgua e
o etanol,'** minimizando seus efeitos na velocidade da reacéo.

Entre os solventes organicos, um dos mais aceitaveis pela Quimica Verde € o etanol,
por causar menos impactos ambientais e riscos para a saude humana, podendo ser
disponibilizado através da fermentacdo de fontes renovaveis, incluindo aglcares, amidos e
lignocelul6sicos, apresentando custo relativamente baixo em comparagdo aos demais solventes
organicos.?915-117 Além disso, o produto precipita no meio reacional durante o progresso,
dispensando de processos de isolamentos mais complexos.

Uma proposta de mecanismo para sintese dos compostos 3 e 4 foi desenvolvida
como mostra 0 Esquema 5. A etapa inicial da reacdo consiste na desprotonacdo de um
equivalente de malononitrila, pela acdo do solvente (etanol) para formacdo do carbanion que
atuara como nucledfilo. Em seguida, ocorre a condensacdo de Knoevenagel desse carbanion ao
carbono carbonilico do salicilaldeido, com perda de uma molécula de &4gua, dando origem ao
aduto de Knoevenagel A. Posteriormente, um segundo equivalente de malononitrila passa
novamente pelo processo de desprotonacdo, para subsequente adicdo de Michael desse
intermediério aniénico no carbono «,f-insaturado do composto A. Logo apds, ocorre a
ciclizacdo intramolecular dando origem ao produto 3a. A reacdo segue com novo ataque de
outro equivalente de malononitrila j& desprotonada (quando realizada com trés equivalentes de
malononitrila) ao carbono da nitrila do composto 3a. Subsequentemente, acontece a ciclizacéo

intramolecular que sucede com uma isomerizacgao para formagdo do composto 4a.
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Esquema 5 - Proposta mecanistica de reacéo entre salicilaldeido e malononitrila para sintese
dos cromenos 3 e 4 e seus derivados empregando etanol.
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5.4 SINTESE DE UMA SERIE DE DERIVADOS DE CROMENOS 4(b-g)

Levando em consideracdo os resultados obtidos a partir dos ensaios de solvente
realizados, empregou-se, nas mesmas condi¢Ges, o solvente que apresentou melhor
desempenho quanto ao tempo (entrada 8, Tabela 6), para a sintese de variados cromenos,
modificando apenas as espécies de salicilaldeidos substituidas com grupos retiradores e
doadores de eletrons, ponderando a mesma légica do principio de Hammett,'*® como mostra a
Tabela 7 a seguir. Com isso, verificou-se a influéncia desses substituintes para o progresso das

reacoes.
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Tabela 7 - Efeito do grupo substituido do aldeido para o sintese do derivado de cromeno 4b-g.

0
N H
‘ + NC etanol ‘
/ reriuxo
R/ OH fl R
Entrada Aldeido Produto Tempo (min)  Rendimento (%)
(0]
Br.
1 H 4b 180 87
OH
(o}
Cl
2 H 4c 3002 75
OH
o

3 OW\\I::::]::Q\\H ad 300 89
HsCO
4 " de 150 90
[e]

5 af 140 03
OH
[¢]
HO OH

Condicdo de reacdo: aldeido (0,5 mmol), malononitrila (1,5 mmol) e etanol (0,4 mL), em refluxo. Reacdes
monitoradas por CCD. ? Rea¢do ndo finalizada.

Todas as reacdes apresentaram tempos moderados, variando entre 90-300 min, e
moderados a altos rendimentos, variando entre 75-93%, uma vez que ndo fizeram uso de
catalisadores, valendo-se apenas do efeito do solvente e da temperatura como promotores das
reacoes.

Quando comparados 0s tempos reacionais de todos 0s processos quimicos, notou-

se que as reagbes com o 5-bromosalicilaldeido, 5-clorosalicilaldeido e 5-nitrosalicilaldeido
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(entradas 1, 2 e 3, Tabela 7), que possuem grupos retiradores de elétrons, apresentaram maiores
tempos reacionais em relagdo as reacGes com o 2-hidroxi-3-metoxi-benzaldeido, 2-hidroxi-5-
metoxi-benzaldeido e 2,4-dihidroxibenzaldeido (entradas 4, 5 e 6, Tabela 7), que possuem
grupos doadores de elétrons. E importante considerar que a reacdo passa por uma etapa de
ciclizacao intramolecular em que o oxigénio da hidroxila (-OH) do salicilaldeido atua como
nucledfilo (Esquema 5).

Visto isso, o efeito dos grupos substituintes também ira influenciar no papel
desempenhado pelo grupo hidroxila. Como os grupos bromo, cloro e nitro atuam como
retiradores de elétrons, os elétrons livres da hidroxila ficam menos disponiveis, menos reativos,
para a promocéo do ataque nucleofilico intramolecular, justificando, assim, o maior tempo de
reacdo (entradas 1, 2 e 3, Tabela 7), fendmeno esse ja percebido por Yang e colaboradores.’ Ja
no caso das metoxilas e hidroxila, por atuam como grupos doadores de elétrons, a hidroxila do
salicilaldeido fica rica em densidade eletrbnica, seus elétrons livres ficam mais disponiveis,
consequentemente, mais nucleofilicos, demandando menos tempo para a etapa de ciclizagéo, o
que pode justificar os menores tempos reacionais das entradas 4, 5 e 6 (Tabela 7).

Ao buscar na literatura, verificou-se a existéncia de apenas trés artigos relatando a
sintese dessas moléculas: Costa e colaboradores,'® Yang e colaboradores’ e Smuszkiewicz e
colaboradores.'® Como ja discutido anteriormente, Costa e colaboradores realizaram a sintese
do composto 4f a partir da reacdo entre o composto de metileno ativo, malononitrila, e uma
solucdo do composto (2-amino-3-ciano-8-metoxi-4H-cromeno-4-il)malononitrila (3f) em THF,
sem utilizar catalisador e em refluxo, apresentando tempo reacional longo de 3,5 dias, e baixo
rendimento, apenas 56%. Isto é, para obtencdo do produto em questdo, foi necessario sintetizar
inicialmente o produto 3f para, posteriormente, utiliza-lo como material de partida na producédo
da molécula 4f, ndo se enquadrando dentro dos principios da Quimica Verde, uma vez que a
mesma busca diminuir o nimero de etapas de uma reacdo para minimizar a geracado de residuos
bem como os custos da produgdo.**?

No trabalho de Yang e colaboradores, também ja discutido anteriormente, relata a
sintese dos produtos 4a, 4c e 4f utilizando lipase como catalisador. Porém, diferentemente de
Costa e colaboradores, os pesquisadores prepararam uma reagcdo one-pot entre um equivalente
de salicilaldeido e trés de malononitrila, em etanol e sob irradiacdo de micro-ondas a 60 °C.
Como a reacdo se procedeu sob irradiacdo de micro-ondas, cuja forma de aquecimento é
diferenciado, ja que aplica energia diretamente nas moléculas aquecendo-as volumetricamente
em menos tempo que o aquecimento convencional,*?° o tempo reacional foi otimizado para 10

minutos e os rendimentos obtidos variaram entre 93,8-96,2%. Vale ressaltar que os autores
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executaram também, reacdes para a sintese do cromeno derivado do 5-nitrosalicilaldeido,
porém ndo tiveram éxito na obtencdo do produto 4d.

Mais recentemente, Smuszkiewicz e colaboradores utilizaram silicas mesoporosas
TMCF (T = Ta - tantalo), modificados com metais alcalinos litio (Li), potassio (K) ou césio
(Cs) para a obtencdo do produto 4a, num sistema sem solvente e a 30 °C, com o salicilaldeido
e a malononitrila na propor¢do 1:3 equivalentes, respectivamente. O catalisador de Li
proporcionou melhor seletividade, levando apenas a formacéo do produto 4a, com conversao
de 80% em 30 minutos de reacdo. Ja os catalisadores de K e Cs revelaram baixa seletividade
para o produto 4a, mas apresentaram 91 e 87% de converséo, respectivamente.

E importante destacar que nio existem relatos na literatura para a metodologia
empregada na sintese sequencial dos produtos 4a-g via sistema one-pot com etanol em
aquecimento convencional, proposta nesse trabalho, bem como, execuc¢éo dos produtos 4b, 4d,
4e e 49, mostrando-se, portanto, produtos inéditos. Com isso, realizou-se RMN de *H e 3C para
comprovar que as moléculas produzidas eram as esperadas, e para confirmar as massas molares
dos compostos originais, fez-se analises de Espectrometria de Massa de Alta Resolucéo.

Ao analisar o espectro de RMN de H do composto 4b (Figura 19), é possivel
observar um duplo dupleto integrado para dois prétons em & 4,79 ppm referente aos prétons 1
e 2. Os protons das aminas (NH>) resultam em dois simpletos com descolamentos de & 6,66 e &
7,05 ppm integrados para dois prétons cada. Ja os protons 5 e 7 acoplam entre si gerando um
dupleto em & 7,02 ppm, e outro em 6 7,62 ppm, integrados para um préton cada. Enquanto isso,
0 proton 6 resulta em um simpletos integrado para um préton, confirmando que o composto

sintetizado é de fato o esperado.



P. G. de Abrantes | 67

Figura 19 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de 2-(4,5-diamino-9-bromo-1-

ciano-1H-cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila (4b).
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Com o espectro de RMN de *C (Figura 20) pdde-se ainda confirmar o nimero de

carbonos do composto 4b com sinais caracteristicos de anel aromatico na regido de 6 115-160

ppm. Além disso, sinais correspondentes a carbonos de nitrilas (-C=N) puderam ser

identificados entre 80-110 ppm. Os carbonos sem prétons e mais blindados, apresentam sinais

com deslocamentos menores, por volta de 6 30-35 ppm.

Figura 20 - Espectro de RMN de *C (101 MHz, DMSO-ds) de 2-(4,5-diamino-9-bromo-1-

ciano-1H-cromenol[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila (4b).
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Com auxilio da EMAR confirmou-se sua massa, cujo pico do ion molecular para a
férmula C16H9BrNeO corresponde a M* = 381,0106 (Figura 21).

Figura 21 — Espectro de Massa de Alta Resolugdo do produto 4b.
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Além disso, a fim de determinar o ponto de fusdo dessas estruturas 4(a-g), as
amostras foram submetidas a aquecimento, uma vez que, um dos indicadores usados pelos
quimicos orgéanicos tanto para identificacdo de uma substancia quanto para determinar sua
pureza é seu intervalo de fusdo.*?* Ao atingir temperaturas entre 220-250 °C, observou-se que
0s materiais mostraram mudancas de coloracdo, antes mesmo de se fundirem, significando que

se decompuseram antes de alcangarem seu ponto de fuséo.

5.4.1 Determinacdo da economia atbmica para a sintese dos derivados de cromenos 4(a-Q)

Para verificar qudo eficiente € o0 método empregado nesse trabalho para a sintese
dos compostos 4(a-g), realizou-se ainda célculos de Economia Atémica (EA), levando em conta
a quantidade de atomos fornecida pelos reagentes que deve estar presente no produto final, com
base na estequiometria da reacdo estudada (Figura 22). O valor ideal do fator EA ¢é de 100%,
significando que todos os atomos dos reagentes residem no produto desejado.*® Vale enfatizar
que esta determinacdo € um pardmetro de natureza tedrica, que desconsidera o rendimento da
reacdo e a utilizagdo de solventes durante o procedimento, bem como 0s processos de

purificacdo do produto.
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Figura 22 — Equacéo balanceada que representa reacao entre salicilaldeido e malononitrila para
sintese da molécula 4a, com suas respectivas massas molares.

o]

H
TS QT
OH

MM = 122,12 g.mol! MM = 66,06 g.mol! MM = 303,00 g.mol"!

4a

Utilizando a equacéo 1, calculou-se a percentagem de economia atbmica para a
formagéo do derivado de cromeno 4a, como mostra a seguir, cujo valor demonstra alta
eficiéncia atbmica (EA = 94,6%). Os 5,4% obtidos por diferenca correspondem a perda de agua

que € liberada no processo quimico.

MM do produto desejado

(%EA) = (

)x100  Eq.1

YMM de todos os reagentes utilizados

303,00
(1x122,12) + (3 x 66,06)

(%EA) = 94,6

(%EA) = ( )x 100

Os dados apresentados pela Tabela 8 mostram EA variando entre 95,0-95,4% para
os produtos 4(b-g). Isto significa dizer que, do ponto de vista de aproveitamento dos reagentes,
esta reacdo atende ao segundo principio da Quimica Verde, uma vez que a maior parte dos
atomos empregados na sintese esta incorporada no produto final. Desta forma, pode ser
classificada como sintese “verde”, ndo havendo formacéo de subprodutos téxicos/nocivos para
0 meio ambiente, assim como ndo necessita de tratamentos de purificacdo para o material

obtido, sendo os reagentes convertidos totalmente em um Unico produto.

Tabela 8 — Fator economia atdmica dos compostos 4(b-g) a partir das massas molares da
malononitrila e espécie de salicilaldeido.

Produto M do aldeido (g.mol?) i €8 (rg _?:%T_?)n e et ngfimu;cl)_gesejado EA (%)
4b 201,02 66,06 381,01 95,4
4c 156,57 66,06 337,10 95,0
4d 167,12 66,06 347,07 95,0
4e 152,15 66,06 333,10 95,1
Af 152,15 66,06 333,10 95,1

49 138,12 66,06 319,09 95,0
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Esses resultados puderam ainda ser confirmados com a aplicacdo da equacéo 2,
para determinar a percentagem de Economia Atdmica Experimental (EAexp), que se da a partir
da razdo da massa obtida da reacéo pela soma das massas de todos os reagentes utilizados,?* da

reacao de formacao do 2-aminocromeno 4a, como mostra a seguir:

massa obtida da reacio

(%EAexp) = ( )x100  Eq.2

Y das massas de todos os reagentes
(0/ EA ) _ ( 140,90 g
oHexp) ™ 0,06106 g + 0,09909 g

(%EAeyp) = 88,0

)x 100

Ao analisar os dados acima, percebe-se que um total de 0,16015 g de reagentes
(0,06106 g de salicilaldeido + 0,09909 g de malononitrila) foram utilizados na reacao,
fornecendo 140,90 g do produto desejado (4a). Essa reagéo, portanto, pode apresentar 88,0%

da massa dos reagentes incorporada ao produto final.

Tabela 9 — Fator economia atbmica experimental dos compostos 4(b-g) formados nas reacdes,
a partir dos rendimentos obtidos com reagoes.

Produto Analisado Massa obtida da reacéo (g) EAexp (%)
4b 0,03314 83,0
4c 0,02527 71,3
4d 0,03088 84.6
4e 0,02995 85.5
4f 0,03097 88,4
49 0,02936 87,3

As informacOes da Tabela 9 mostram EAexp variando entre 71,3-88,4% para 0s
compostos 4(b-g). Isto &, da perspectiva de aproveitamento de reagentes, essa reacdo é muito
boa, uma vez que a maior parte dos &tomos postos em uso nas rea¢des € incorporada no produto

desejado. No geral, as reacdes exibem alta eficiéncia atbmica.

5.4.2 Teste de atividade bioldgica in vitro, citotoxicidade e Clso em células de cancer

A fim de verificar se 0s compostos 4a-g sintetizados apresentam potencial de
inibicdo em células cancerigenas, os mesmos foram testados in vitro em trés linhagens de
células: HCT-116 (cancer de c6lon humano), K562 (leucemia miel6ide cronica) e H-1299

(carcinoma de pulméo).
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Para concentragdo Unica, uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o
potencial citotdxico das amostras testadas. Amostras sem atividade ou com pouca atividade
apresentam percentual de inibicao de crescimento celular variando de 1 a 50%, as com atividade
moderada variam entre 50 a 75% e com muita atividade variam entre 75 a 100%.

Como é possivel notar na Tabela 10, os resultados expressos como a média dos
percentuais de crescimento inibitorio (%) seguidos de seus respectivos desvios padrdo (DP)
revelaram que os compostos 4a, 4b e 4d, embora nao tenham apresentado potencial de inibicéo
para as trés linhagens de celulas, mostraram-se bastante promissoras para as células K-562,
tendo percentagem de inibicéo de crescimento celular acima de 94,0%, préximo ao do farmaco
de referéncia (Doxorrubicina - DOX). O composto 4b ainda apresentou 75,6% de inibi¢éo para
as células HCT-116, resultado satisfatorio. Ja os produtos 4e e 4f mostraram resultados
excelentes, tendo em vista que foram capazes de inibir o crescimento dos trés tipos de células
testadas, com percentuais superiores a 93,0%. Além disso, ainda tiveram percentual de inibicéo
maior que a doxorrubicina para as células HCT-116 e H-1299.

Tabela 10 - Porcentagem de inibicéo do crescimento celular (% INIB) e desvio padréo da média
(DP) das amostras em trés linhagens tumorais. Doxorrubicina (DOX) como controle positivo.

Composto HCT-116 H-1299 K-562
% INIB DP INIB % INIB DP INIB % INIB DP INIB
4a 39,1 12,2 14,1 7,7 94,0 3,2
4b 75,6 12,9 8,7 53 94,0 3,2
4c 0,0 0,0 0,0 0,0 32,0 1,9
4d 36,0 18,0 0,0 0,0 951 2,7
4e 93,1 4,1 97,7 1,6 94,5 3,0
Af 93,4 3,6 95,6 3,3 97,0 1,7
49 30,9 13,6 0,0 0,0 50,0 14,6
DOX 87,0 3,4 93,2 5,4 97,1 1,2

HCT-116: linhagem de células de cancer de c6lon humano; H-1299: linhagem de células de carcinoma de pulmao;
e K562: linhagem de células de leucemia mieldide cronica.

Levando em consideracdo os resultados anteriores, ao compostos 4b, 4e e 4f foram
aplicados nas células HCT-116, K562 e H-1299, como também na linhagem nédo tumoral MRC-
5 (fibroblasto de pulméo), para determinacdo da Concentracdo Inibitoria (Clso), ou seja, a
quantidade minima necessaria para inibir 50% do crescimento das células nocivas. A
doxorrubicina foi usada como controle positivo. Os resultados disponiveis na Tabela 11 sdo
dados pela média dos valores de Clsp seguidos de seus respectivos intervalos de confianga (IC).

Os resultados do Clso mostram que o grupo metoxi na posicao 9 tem forte influéncia

na atividade das moléculas sintetizadas, ja que resultados expressivos podem ser observados
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nas atividades do composto 4e contra as trés linhagens de células tumorais H-1299, K-562 e
HCT-116, quando comparados com o composto 4f que possui grupo metoxi na posicéo 7. O
composto 4b, que também apresenta grupo substituinte na posicdo 9 (-Br), apresenta maior
atividade citotdxica em relacdo ao composto 4f, indicando que tal posi¢éo do grupo substituinte

possivelmente favorece 0 aumento da atividade.

Tabela 11 — Concentragéo que causa 50% de inibicéo do crescimento (Clso) e seu intervalo de
confianca (IC) em pg/mL das amostras frente as linhagens MRC-5, H-1299, K-562 e HCT-116.

Compostos MRC-5 H-1299 K-562 HCT-116
P Clso (IC)? Clso (IC)? Clso (IC)? Clso (IC)?
14,78 10,9 * 13,5
4b (19,1 -49,4) (7-16,9) NT (9,5-19,3)
le 21,33 9,7 1,1 6,5
(19,1 -49,4) (5,7-16,5) (0,2-4,5) (3,8-11,2)
r 27.66 95 8,7 27,9
(9,2-82,7) (34-222) (4,7-165)
2,2 1,1 0,7
D X >2 k) H H
© > (1,2-4,1) (0,8-1,5) (0,5-0,9)

2 Os valores da concentragéo inibitoria de 50% (Clso) foram calculados por regressdo néo linear com intervalo de

confianga de 95%. MRC-5: linhagem de células ndo tumorais de fibroblasto de pulméo; H-1299: linhagem de
células de carcinoma de pulmao; K562: linhagem de células de leucemia miel6ide crénica; e HCT-116: linhagem
de celulas de cancer de cdlon humano. *NT: N&o testado.

Com relacdo a aplicacdo dos produtos nas células ndo tumorais (MRC-5), 0s
compostos 4b e 4e apresentaram menores teores necessarios para inibir em 50% o crescimento
de tais células, quantidade inferior ao do farmaco de referéncia (DOX), sendo 0 4b com maior
eficiéncia. Ja a atividade do composto 4f contra as células MCR-5 necessitou de maior
concentracdo que o doxorrubicina. Apos os testes contra as células cancerigenas, as moléculas
tiveram sua seletividade avaliada em células saudaveis, tendo em vista que um dos grandes
percalcos da quimioterapia esta relacionado ao ataque do farmaco a essas células, causando
complicacdes no tratamento.

O indice de seletividade (IS) corresponde a razdo entre os respectivos valores de
Clso do composto puro contra celula saudavel (MCR-5) e o composto puro contra as células
cancerigenas, de modo que um valor de IS menor que 2,0 indica possivel toxicidade do
candidato a farmaco.'?> A Tabela 12 mostra os resultados obtidos, onde a estrutura 4e
apresentou resultados satisfatérios (IS > 2,0) para as trés linhagens de células cancerigenas
testadas, sendo promissora principalmente por apresentar IS = 19,4 frente a linhagem de células

K-562, ja que sdo bastante agressivas e muito resistentes ao tratamento.’?®> O composto 4f
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também se mostrou muito eficiente para essa linhagem apresentando resultado satisfatorio com

IS = 3,2, abrindo perspectivas para novos estudos.

Tabela 12 — indice de seletividade dos compostos ativos.
indice de Seletividade (1S)

Compostos MRC-5

Clso(IC) (ug/mL) 71299 K-562 HCT-116
* (19,114]29,4) 14 *NT 1,09
e (19,i1i329,4) 2.2 194 33
4 (9,22 7—'?32,7) 1.1 32 1,0
DOX >25 11,4 22,7 35,7

2 Os valores da concentragéo inibitoria de 50% (Clso) foram calculados por regressao néo linear com intervalo de
confianca (IC) de 95%. MRC-5: linhagem de células ndo tumorais de fibroblasto de pulm&o; H-1299: linhagem
de células de carcinoma de pulmdo; K562: linhagem de células de leucemia mieléide cronica; e HCT-116:
linhagem de células de cancer de colon humano. *NT: N&o testado.
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CAPITULO 6

CONSIDERACOES
FINAIS
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Visando corresponder as expectativas e exigéncias da Quimica verde, como a
reducdo da toxidade, minimizacdo da geracéo de residuos, aléem de reduzir o custo das sinteses,
0 presente trabalho propds o desenvolvimento de novas metodologias para a sintese dos
derivados de cromenos 3(a-g) e 4(a-b), a partir da reacdo entre diferentes salicilaldeidos e
malononitrila, que utilizassem de sistemas sem catalisadores, se valendo apenas do efeito do
solvente e da temperatura para otimizacao da velocidade das reacGes sequenciais Knoevenagel-
Michael.

As andlises possibilitaram determinar que os solventes polares préticos favorecem
mais as reacdes sequenciais estudadas. Com isso, dos solventes testados, o que melhor atuou
na sintese dos derivados de cromenos 3(a-g) foi a mistura binaria etanol:agua (3:7, v:v) em um
sistema sem aquecimento. Tal sistema se mostrou mais eficiente para as reacfes que
empregaram os aldeidos substituidos com grupos doadores de elétrons (3e e 3f) dando origem
a produtos puros em tempos curtos (30-40 min) com altos rendimentos isolados (90-93%), além
de revelar a necessidade de novos estudos para otimizacdo das condicGes reacionais que
empregam os aldeidos substituidos com grupos retiradores de elétrons como material de partida,
ja que ndo foi possivel obter os compostos puros.

O solvente que apresentou 0 melhor desempenho para a sintese dos derivados de
cromenos 4(a-g) foi o etanol, em um sistema aquecido convencionalmente a 75-80 °C. A
aplicacdo desse solvente possibilitou sintetizar quatro novos compostos (4b, 4d, 4e e 4g), além
de outros trés ja conhecidos, em tempos curtos e moderados (60-300 min) e altos rendimentos
isolados (75-93%). Célculos de eficiéncia atdmica também foram realizados para a reacdo
sequencial de sintese desses cromenos e exibiram alta economia atdbmica, com percentagem de
EAexp variando entre 71,3-88,4%, estando em conformidade com o segundo principio da
Quimica Verde.

Além disso, os derivados de cromenos 4 obtidos com os experimentos foram
testados in vitro em trés linhagens de células tumorais (cancer de coélon humano, leucemia
mieldide cronica e carcinoma de pulmé&o) para determinacdo do potencial antitumoral dessas
amostras. Com o screening inicial frente a células tumorais verificou-se que 0s compostos 4b,
4e e 4f apresentaram os melhores resultados, com percentagem de inibicdo de crescimento
superior a 75,6%, levando a determinar o Clsg. Para esse estudo, além dos trés tipos de células
tumorais, a linhagem de células ndo tumorais de fibroblasto de pulmé&o também foi usada, sendo

0 cromeno 4e mais eficiente para todas as células tumorais, enquanto que para inibir em 50% o



P. G. de Abrantes | 76

crescimento das células ndo tumorais necessitou-se de apenas 14,78 ug/mL do cromeno 4b,
concentracéo inferior ao do farmaco de referéncia, doxorrubicina. Ainda foi possivel determinar
0 IS desses compostos, revelando que a molécula 4e apresentou resultados mais satisfatorios
(1S>2,0) para as trés espécies de células cancegrigenas.

De modo geral, os solventes utilizados, além de serem “ecoamigaveis”, se
mostraram bons otimizadores para as reacOes de Knoevenagel-Michael possibilitando a
utilizacdo de diferentes aldeidos em sistema livre de catalisador para a sintese de moléculas

inéditas, como também de moléculas ja elucidadas, ambas candidatas a farmacos.
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CAPITULO 7

PERSPECTIVAS
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PERSPECTIVAS

e Otimizar metodologia empregado para a sintese dos derivados de cromenos 3(a-g);

e Estudar a fluorescéncia e a voltametria ciclica dos derivados de cromenos 4(a-g) para
ampliar suas aplicabilidades;

e Realizar andlise termogravimétrica para os derivados de cromenos 4(a-g), a fim de
verificar a estabilidade térmica dos materiais e entender como eles se decompdem;

e Fazer estudo tedrico para determinacdo das energias livres de Gibbs das reacdes de

sintese dos 2-aminocromenos 4(a-g) com e sem aquecimento.
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APENDICE A-RMN de'He 13C

Figura 23 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de (2-Amino-3-ciano-4H-cromeno-

4-il)malononitrila (3a).
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Figura 25 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de 2-(2-amino-3-ciano-6-metoxi-
4H-cromeno-4-il)malononitrila (3b).
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Figura 27 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de 2-(4,5-diamino-1-ciano-1H-
cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila (4a). ‘
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Figura 28 - Espectro de RMN de *C (101 MHz, DMSO-dg) de 2-(4,5-diamino-1-ciano-1H-
cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila (4a).
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Figura 29 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de 2-(4,5-diamino-9-cloro-1-ciano-
1H-cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila (4c).
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Figura 30 - Espectro de RMN de C (101 MHz, DMSO-ds) de 2-(4,5-diamino-9-cloro-1-
ciano-1H-cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila (4c).
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Figura 31 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de 2-(4,5-diamino-1-ciano-9-nitro-
1H-cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila (4d).
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Figura 32 - Espectro de RMN de 3C (101 MHz, DMSO-dg) de 2-(4,5-diamino-1-ciano-9-nitro-
1H-cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila (4d).
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Figura 33 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de 2-(4,5-diamino-1-ciano-9-
metoxi-1H-cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila (4e).
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Figura 34 - Espectro de RMN de *C (101 MHz, DMSO-ds) de 2-(4,5-diamino-1-ciano-9-
metoxi-1H-cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila (4e).
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Figura 35 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de 2-(4,5-diamino-1-ciano-7-
metoxi-1H-cromeno[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila (4f).
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Figura 36 - Espectro de RMN de 3C (101 MHz, DMSO-dgs) de (4,5-Diamino-1-ciano-7-
metoxi-1,10b-dihidro-2H-cromeno-[3,4-c]piridin-2-ilideno)malononitrila (4f).
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Figura 37 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) de 2-(4,5-diamino-1-ciano-8-
hidroxi-1H-cromenol[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila (49).
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Figura 38 - Espectro de RMN de *C (101 MHz, DMSO-ds) de 2-(4,5-diamino-1-ciano-8-
hidroxi-1H-cromenol[3,4-c]piridin-2(10bH)-ilideno)malononitrila (49).
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APENDICE B - Espectros de Massa de Alta Resolug&o

Figura 39 - Espectro de massa de alta resolucdo para o 2-aminocromeno 4d.
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Espectro 40 - Espectro de massa de alta resolucao para o 2-aminocromeno 4e.

Intens,]
[%]
100 H

333,1033

80 +
267.0819

60 4
299.1078

40 4
20 1 201.0600

07.0386
100 150 200 250 300

353.2584 381.2892
o, e

et T T
350 400 450 m/z

Figura 41 - Espectro de massa de alta resolucgdo para o 2-aminocromeno 4g.
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APENDICE C - Cromatogramas
Figura 42 - Cromatograma comparando tempos de retencdo de uma amostra da reagdo com 5-
clorosalicilaldeido e malononitrila (1:2) (amostra 3) e reagente (5-clorosalicilaldeido).
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Figura 43 - Cromatograma comparando tempos de retencdo de uma amostra da reagdo com 5-
nitrosalicilaldeido e malononitrila (1:2) (amostra 4) e reagente (5-nitrosalicilaldeido).
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