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RESUMO

A reacdo de condensag¢do de Knoevenagel constitui uma variante amplamente explorada das
reacoes aldolicas, utilizada para incrementar a funcionalidade de cadeias carbonicas na
prospeccdo de novas moléculas bioativas. Por se tratar de um processo dependente de
catalisadores, tem-se intensificado a busca por metodologias cataliticas inovadoras capazes de
promover reacdes mais rapidas, seletivas e eficientes. Nesse contexto, quitosanas de peso
molecular baixo (QPB) comercial e modificada com EDTA por 72 h (QPB-EDTA-72h) foram
aplicadas na sintese de 4cidos cumarino-3-carboxilicos, adutos de Knoevenagel derivados de
aldeidos aromaticos ou isatina, além de derivados de xanteno e tetracetona. Os compostos
obtidos foram caracterizados por RMN de 'H e '3C, ponto de fusdo e avaliados quanto as
atividades antileishmania, antimicrobiana e antitumoral in vitro e larvicida frente a Aedes
aegypti. A QPB-EDTA-72h atuou como organocatalisador bifuncional heterogeneizado a
temperatura ambiente em reagdes entre aldeidos ou isatinas e malononitrila em etanol:agua (3:7,
v/v), produzindo os adutos desejados (1a-1 e 2a-h) em 0,5-120 min, com rendimentos de 83—
96%. O catalisador manteve a atividade por seis ciclos de recuperacdo e reutilizagdo. Nos
ensaios larvicidas, os adutos de Knoevenagel 1¢ (R =4-NO») e 1g (R = 3-OCH3) apresentaram
CLso de 3,39 e 5,13 ppm, respectivamente, alterando a hemolinfa das larvas sem aumento
significativo de oxido nitrico (NO). Como antimicrobianos, 1a (R = H), 1f (R = 3-NO) e¢ 1h
(R =2-NO3) inibiram todas as cepas avaliadas (CIM = 512—-1024 ng/mL). Contra Leishmania
infantum, os adutos de Knoevenagel derivados de isatina 2b (R = 5-Cl; R’ = H), 2¢ (R = 5-Br;
R’ = H) e 2g (R = 5-CHs; R’ = N-benzil) apresentaram Clso de 15,05, 18,38 e 12,7 uM
(promastigota) e CEso de 5,74, 4,64 ¢ 3,8 uM (amastigota axénica), sem citotoxicidade em
hemacias humanas. Em PBMCs, exibiram CCso entre 25,2-34,41 uM, com IS de 4,39-7,42.
Nenhum aduto de Knoevenagel derivado de isatina mostrou atividade antimicrobiana nas
concentragdes testadas (2-1024 pg/mL). Na sintese sequencial do &cido cumarino-3-
carboxilico 3a (R =H), a QPB comercial foi o catalisador mais eficiente em agua ou etanol:agua
(3:7,v/v)a75 °C, fornecendo o produto em curto tempo e bom rendimento. Com salicilaldeidos
substituidos, foram obtidos novos derivados cumarinicos (3b-i) em 10-45 min, com
rendimentos de 77-88% e até quatro ciclos de reutilizagdo do catalisador. Os 4cidos 3c-e, 3h e
3i inibiram o crescimento microbiano a partir de 1024 pg/mL, sendo o composto 3d (R = 5-Br)
considerado bactericida e fungicida. Derivados de xanteno (4a-g) e tetracetona (5a-g) foram
obtidos em reagdes sequenciais de aldeidos aromaticos e dimedona (1:2 equivalentes) em agua
a 75 °C com QPB comercial. Os processos se mostraram simples, sustentaveis e eficientes. Os
derivados de xanteno foram obtidos em 10—60 min (73-93%) e os de tetracetona em 10—20 min
(82-94%), mantendo estrutura e atividade catalitica apds seis ciclos de reciclagem. Nos ensaios
biologicos, os derivados de xanteno apresentaram maior citotoxicidade que as tetracetonas. O
composto 4f (R = 4-OH) foi o mais ativo (inibi¢do >94%) contra linhagens de leucemia
mieloide cronica (K-562), cancer de colon humano (HCT-116) e carcinoma pulmonar (A-549),
com Clso de 12,08, 6,61 e 5,54 uM, respectivamente, mas apresentou alta citotoxicidade em
células nao tumorais (MRC-5, 96,07%), resultando em baixo IS. Ainda assim, destaca-se como
composto lider para futuras modifica¢des visando maior seletividade.

PALAVRAS-CHAVE: Quitosana; Condensagdo de Knoevenagel; Reacdes Sequenciais;
Catalise; Atividade biologica.
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ABSTRACT

The Knoevenagel condensation reaction is a widely explored variant of aldol reactions, used to
enhance the functionality of carbon chains in the search for new bioactive molecules. As it is a
catalyst dependent process, the pursuit of innovative catalytic methodologies capable of
promoting faster, more selective, and more efficient reactions has intensified. In this context,
low molecular weight commercial chitosan (LWC) and EDTA-modified chitosan (LWC-
EDTA-72h) were applied in the synthesis of 3-coumarin-carboxylic acids, Knoevenagel
adducts derived from aromatic aldehydes or isatin, as well as xanthene and tetraketone
derivatives. The obtained compounds were characterized by 'H and '*C NMR, melting point
analysis, and evaluated for antileishmanial, antimicrobial, antitumor in vitro, and larvicidal
activity against Aedes aegypti. LWC-EDTA-72h acted as a bifunctional heterogeneous
organocatalyst at room temperature in reactions between aldehydes or isatins and malononitrile
in ethanol:water (3:7, v/v), producing the desired adducts (1a—1 and 2a—h) in 0.5-120 min with
yields of 83-96%. The catalyst maintained its activity over six recovery and reuse cycles. In
larvicidal assays, the Knoevenagel adducts 1¢ (R = 4-NO) and 1g (R = 3-OCH3) exhibited
LCso values of 3.39 and 5.13 ppm, respectively, altering larval hemolymph without significant
increases in nitric oxide (NO). As antimicrobials, 1a (R = H), 1f (R = 3-NO), and 1h (R = 2-
NO3) inhibited all evaluated strains (MIC = 512—-1024 pg/mL). Against Leishmania infantum,
the isatin-derived Knoevenagel adducts 2b (R = 5-Cl; R'=H), 2¢ (R = 5-Br; R'=H), and 2g (R
= 5-CHj3; R' = N-benzyl) showed ICso values of 15.05, 18.38, and 12.7 uM (promastigote) and
ECso values of 5.74, 4.64, and 3.8 uM (axenic amastigote), with no cytotoxicity toward human
erythrocytes. In PBMCs, they exhibited CCso values of 25.2-34.41 uM, with SI values of 4.39—
7.42. No isatin-derived Knoevenagel adduct showed antimicrobial activity at the tested
concentrations (2—-1024 ng/mL). In the sequential synthesis of 3-coumarinocarboxylic acid 3a
(R = H), commercial LWC was the most efficient catalyst in water or ethanol:water (3:7, v/v)
at 75 °C, providing the product in short reaction times and good yields. With substituted
salicylaldehydes, new coumarin derivatives (3b—i) were obtained in 10—45 min with yields of
77-88%, and up to four catalyst reuse cycles. Acids 3c—e, 3h, and 3i inhibited microbial growth
from 1024 pg/mL, with compound 3d (R = 5-Br) being considered bactericidal and fungicidal.
Xanthene (4a—g) and tetraketone (Sa—g) derivatives were obtained through sequential reactions
of aromatic aldehydes and dimedone (1:2 equivalents) in water at 75 °C using commercial
LWC. The processes proved simple, sustainable, and efficient. Xanthene derivatives were
obtained in 10—60 min (73-93%) and tetraketone in 10-20 min (82-94%), maintaining their
structure and catalytic activity after six recycling cycles. In the biological assays, xanthene
derivatives showed greater cytotoxicity than tetraketone. Compound 4f (R = 4-OH) was the
most active (>94% inhibition) against chronic myeloid leukemia (K-562), human colon cancer
(HCT-116), and lung carcinoma (A-549) cell lines, with ICso values of 12.08, 6.61, and 5.54
uM, respectively, but exhibited high cytotoxicity toward non-tumor cells (MRC-5, 96.07%),
resulting in a low SI. Nevertheless, it stands out as a lead compound for future modifications
aiming at improved selectivity.

KEYWORDS: Chitosan; Knoevenagel Condensation; Sequential Reactions; Catalysis;
Biological Activity.
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1 INTRODUCAO

A sintese organica vem sendo idealizada objetivando ndo apenas a obtencao do produto
final com rendimento elevado e alta pureza. Os fatores ambientais e economicos tém sido
considerados no planejamento de uma reagdo, uma vez que a procura por processos quimicos
mais sustentdveis e com maior eficiéncia aumentou consideravelmente. Como exemplo, a
aplicacdo de catalisadores reciclaveis tem se destacado para os quimicos sintéticos por diminuir
o numero de etapas, bem como reduzir a geragao de residuos para os processos quimicos. Além
disso, a utilizagdo de catalisadores possibilita maior eficiéncia na sintese de moléculas
complexas e de alto valor agregado.

A catalise ¢ empregada como estratégia de sintese para muitas reagdes organicas,
permitindo que reagdes lentas se processem mais rapidamente através da redugao da intensidade
energética do processo quimico [1]. No caso das rea¢des de condensagdo de Knoevenagel, o
uso de catalisadores proporciona beneficios para o progresso reacional, permitindo a obtencao
de compostos bioativos versateis de forma simples, rapida e sustentavel. Dessa forma, o
desenvolvimento de sistemas que envolvem o emprego de catalisadores representa um dos
setores mais promissores da industria, contribuindo, especialmente, para a ampliagdo de estudos
na elaboragao de novos farmacos ou biocidas usados no tratamento ou controle de diversas
doencas de grande impacto social [9-17].

A reagdo de condensacdo de Knoevenagel ¢ de fundamental importancia sintética por
ser uma das rotas possiveis para a obtengdo de olefinas substituidas de grande interesse
industrial. Também ¢ considerada como etapa intermediaria de diversas reacdes sequenciais,
como da sintese de acidos cumarino-3-carboxilicos, derivados de xanteno e tetracetona, entre
outras [2-8]. Esses compostos se destacam em estudos de diversas areas, principalmente na
industria farmaceéutica, pois exibem atividades antioxidante [3, 9], antiviral [10], antimalaria
[11], antibacteriano [12, 13], antifungico [14, 15], anticancer [16, 17], etc. Como consequéncia,
sao considerados promissores para o trabalho inovador na industria e na pesquisa [3, 6].

Os métodos usuais para a sintese de adutos de Knoevenagel derivados de aldeidos
aromaticos ou isatinas, acidos cumarino-3-carboxilicos ou derivados de xanteno e tetracetona
incluem a utilizagdo de um composto carbonilado e um composto de metileno ativo em sistemas
envolvendo promotores reacionais [7], misturas de solventes [18, 19] e catalisadores
homogéneos ou heterogéneos [20-23]. Dentre esses sistemas, materiais de quitosana ja foram
investigados para obtencdo dos adutos de Knoevenagel derivados de aldeidos aromaticos ou

isatinas de forma eficiente [24, 25]. No entanto, a aplicagdo desse biopolimero como
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organocatalisador reciclavel ainda ndo foi explorada para as sinteses dos acidos cumarino-3-
carboxilicos e derivados de xanteno e tetracetona via reagdes sequenciais oriundas da
condensacdo de Knoevenagel.

A quitosana ¢ conhecida como um dos biopolimeros mais abundantes na natureza e
apresenta propriedades notaveis, como baixo custo, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
atoxicidade, solubilidade apenas em solucdes acidas diluidas e possibilidade de modificacao
para atuacdo como suporte catalitico [26, 27]. Dessa forma, se destaca por atender
caracteristicas buscadas no desenvolvimento de metodologias sustentaveis, atuando
principalmente na catalise heterogénea de reagdes organicas [28], inclusive na condensacao de
Knoevenagel [29, 30]. Como catalisador heterogéneo, a quitosana pode ser empregada sem
modificacdo. Porém, a sua funcionalizacdo permite a heterogeneizacdo de varios catalisadores
homogéneos.

Embora a atuagdo da quitosana na catalise homogénea tenha sido pouco explorada, ¢
possivel unir a eficiéncia desse tipo de catalise com a recuperagdo e reciclabilidade, que sao
vantagens explicitas da catdlise heterogénea. Essa unido viabiliza beneficios ao sistema
reacional sem haver comprometimento da estrutura do biopolimero, além de proporcionar
resultados de tempo e rendimento satisfatorios mesmo apds ciclos de recuperagdo e reutilizacao
[31, 32]. Assim, dando continuidade aos esfor¢os para o desenvolvimento de novas
metodologias cataliticas eficientes e sustentaveis para a sintese de compostos bioativos, este
trabalho propde a obtengdo de variados adutos de Knoevenagel derivados de aldeidos
aromaticos ou isatinas utilizando quitosana funcionalizada com EDTA como organocatalisador
heterogeneizado bifuncional [24], objetivando investigar as atividades antileishmania,
antimicrobiana e larvicida frente Aedes aegypti desses compostos. Para mais, também propoe
a aplicacdo da quitosana comercial como organocatalisador reciclavel entre varios aldeidos
aromaticos e 1,3-dicetonas ciclicas via reagdes sequenciais, bem como a avaliacdo das

atividades antimicrobiana e antitumoral dos produtos obtidos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A CATALISE

2.1.1 Definigao, tipos de catalise e catalisadores

A catalise ¢ uma tecnologia essencial que impulsiona a inovagao, a eficiéncia ¢ a
sustentabilidade em diversas industrias, desempenhando um papel vital no avanco da sociedade
em direcdo a praticas mais responsaveis do ponto de vista ambiental. Muitas reacdes quimicas
ocorrem em condi¢gdes mais brandas, com temperaturas e pressdes mais baixas devido aos
avancos da catalise. Isso ndo apenas economiza energia, como também melhora a eficiéncia
geral dos processos industriais, levando a um menor desperdicio de materiais e a producdo de
menos subprodutos indesejados. A pesquisa continua na area da catalise visa descobrir novos
catalisadores (substancias que promovem a catalise) e otimizar processos para atender aos
requisitos cada vez mais rigorosos de sustentabilidade [33-35].

A catalise ¢ definida como um processo quimico no qual a velocidade de uma reagao ¢
influenciada pela presenga de um catalisador, que facilita a rea¢do, mas ndo ¢ consumido no
processo. O catalisador atua diminuindo a barreira energética (ou energia de ativacao)
necessaria para que a reacao ocorra, permitindo que ela se processe mais rapidamente e,
geralmente, em condi¢des mais suaves do que ocorreria sem o catalisador. Em outras palavras,
o catalisador fornece um caminho alternativo para que uma reagdo quimica ocorra, com uma
energia de ativacdo menor do que o caminho convencional. Isso resulta em uma aceleragao da
reacdo sem que o catalisador seja consumido ou alterado permanentemente [35, 36].

Dependendo da fase em que ocorre a catalise, ela pode receber classifica¢do diferente.
Na catéalise homogénea, o catalisador presente no meio reacional estd na mesma fase que os
reagentes € sao chamados de catalisadores homogéneos. Como exemplo, os ions metalicos em
solucdo ou acidos e bases em reacdes aquosas podem ser citados [37, 38]. Quando o catalisador
estd em uma fase diferente, a catalise ¢ classificada como heterogénea e os catalisadores
também sdo chamados dessa forma. As silicas mesoporosas sdo exemplos tipicos de
catalisadores heterogéneos [39-41]. Além desses, ainda existem os catalisadores homogéneos
ligados a solidos insoliveis, também conhecidos como catalisadores suportados ou
heterogeneizados [42-44]. As enzimas em sistemas bioldgicos também desempenham um papel
catalitico crucial. A catalise enzimatica ou biocatdlise ¢ fundamental para muitos processos

bioquimicos e tem sido bastante aplicada na sintese organica [45, 46].
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Embora os catalisadores homogéneos apresentem como principal desvantagem a
dificuldade de separacdo do meio reacional, sua principal vantagem ¢ a maior dispersao,
permitindo uma maior atividade e a necessidade de uma concentra¢ao mais baixa de catalisador.
Nos catalisadores homogéneos, teoricamente, cada atomo individual pode ser cataliticamente
ativo, enquanto nos catalisadores heterogéneos apenas os atomos da superficie participam da
catalise. Entretanto, os catalisadores heterogéneos se destacam por serem facilmente removidos

de uma mistura de reagdo, muitas vezes utilizando apenas filtragao simples ou centrifugagao [1,

46]. A Tabela 1 resume outras vantagens e desvantagens dos dois tipos de catalisadores.

Tabela 1. Vantagens e desvantagens dos catalisadores homogéneos e heterogéneos.
Catalisador Homogéneo Catalisador Heterogéneo
Apenas os atomos da

Centros ativos Todos os atomos

superficie
Concentracio Baixa Alta
Seletividade Alta Baixa
Problemas de difusao Praticamente ausente Presente
Condicoes reacionais Leve (50-200 °C) Severa (>250 °C)
Aplicabilidade Limitada Larga
Perda de atividade Reagao ir;f;/(elilii)vel como Envenenamento
Estrutura/Estequiometria Definida Indefinida
Estabilidade térmica Baixa Alta
Separacio do catalisador As vezes dificil Facil
Reciclagem do catalisador Possivel Facil
Custos das perdas do Alto Baixo

catalisador

Fonte: Adaptado de Hagen, 2006 [1].

A escolha entre catalisadores homogéneos, heterogéneos ou heterogeneizados
dependera das caracteristicas especificas da reacdo e das condi¢des do processo. Cada tipo de
catalisador tem suas vantagens e desvantagens, e a decisdo deve levar em consideragdo fatores
como a facilidade de recuperacao, seletividade desejada, custos e requisitos ambientais.

Para a sintese organica, a catdlise desempenha um papel significativo. Muitas reagdes

organicas aplicam catalisadores para a obtencdo de compostos, incluindo farmacos, produtos
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quimicos industriais, polimeros e materiais avangados. Para as reagdes de hidrogenacdo e
desidrogenacao, catalisadores metalicos, como manganés e niquel, sdo bastantes utilizados
[47]. Em reacdes de acoplamento cruzado de Suzuki e Heck, os catalisadores de paladio sao
responsaveis pela ligacao de dois fragmentos organicos, formando uma nova ligacao carbono-
carbono [48, 49]. Para a esterificagdo, os biocatalisadores sdo frequentemente utilizados de
forma seletiva e eficiente [50, 51]. De modo geral, a catdlise em sintese organica permite o
controle seletivo das reagdes, a economia de reagentes, a redugao de subprodutos indesejados
e a eficiéncia geral dos processos. Essas caracteristicas sdo cruciais para a producao de
moléculas complexas de forma sustentdvel e econdmica, tornando a catdlise uma ferramenta

essencial na quimica organica moderna.
2.2 AQUITOSANA
2.2.1 Estrutura, propriedades e aplicagdes

A quitosana ¢ um biopolimero de baixo custo e alta disponibilidade natural, mas que
geralmente € obtido pela industria e grupos de pesquisa por meio da N-desacetilagdo da quitina.
Este ultimo ¢ o biopolimero mais abundante na natureza depois da celulose e pode ser
encontrado em crustaceos, insetos € moluscos, bem como na parede celular de alguns fungos.
Embora sejam representados como homopolimeros, como mostrado na Figura 1, esses
materiais sao classificados como copolimeros formados por unidades de 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose (GIcN) e 2-acetamida-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) unidos por ligagdes
glicosidicas B-(1,4), em que a propor¢ao dessas unidades varia de acordo com o polimero. No
caso da quitina, a estrutura polimérica apresenta predominancia das unidades GlcNAc,

enquanto na quitosana as unidades que se repetem, majoritariamente, sao as GIcN [26, 27].

OH oz(
NH OH NH,
Q JHo o HO o
HO o o o
NH o o
o< n NH, OH n
(A)

(B)

Figura 1. Representacao estrutural dos meros GIcNAc e GlcN da quitina (A) e quitosana (B),
respectivamente. Fonte: Adaptado de Elsoud e Kady (2019) [52].
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Tanto a quitina quanto a quitosana sio insoliveis em quase todos os solventes organicos
e em agua. No entanto, a quitosana se diferencia por ser solivel em solucdes acidas cujo pH <
6,0, sendo essa uma das propriedades levadas em consideracdo para a obtencdo desse
biopolimero e determinagdo do grau de desacetilagdo (GD), além da maior utilizagdo da
quitosana frente a seu precursor. Sua solubilizacdo ocorre em meio aquoso acido devido a
protonagdo dos grupos amino (-NHz) localizados no carbono 2 da unidade repetitiva de D-
glicosamina. Esse processo converte a quitosana em um polieletrdlito, tornando-a soluvel em
solucdes aquosas [52, 53].

Além do GD, outros parametros influenciam a solubilidade da quitosana, como peso
molecular, concentragio do acido ou do biopolimero e forga idnica do meio. E importante
otimizar esses parametros para obter quitosanas com propriedades especificas desejadas para
diferentes aplicagdes. No entanto, a obten¢do de quitosana com alto GD e alto peso molecular
pode ser desafiadora devido ao risco de degradagdo do biopolimero com o aumento da massa
molecular [54, 55].

A quitosana comercialmente disponivel pode ser obtida a partir da N-desacetilacao da
quitina, que acontece por meio da hidrélise de seus grupos acetamidas em meio fortemente
alcalino e elevada temperatura. Esse processo origina os grupos aminos predominantes na
quitosana e responsaveis pela sua solubilidade em solugdes aquosas acidas. Para isso, o GD da
quitina deve ser igual ou superior a 50% para que se solubilize em solucdes acidas e passe a ser
considerada quitosana [52]. Os recentes avangos tecnologicos tém permitido explorar fontes
alternativas para a obtencdo de quitosana, e o cultivo de fungos selecionados ¢ uma abordagem
promissora nesse sentido. O uso de fungos para a producdo de quitosana pode ter vantagens
ambientais em comparagdo com métodos tradicionais que envolvem crustaceos. Além disso,
essa abordagem pode ajudar a reduzir a dependéncia de fontes marinhas para a obtencdo de
quitosana [56, 57].

Dentre inimeros polimeros, a quitosana se destaca por apresentar biocompatibilidade,
biodegradabilidade, biorreabsorvidade e atoxicidade, podendo atuar como antibacteriano, anti-
inflamatorio, regenerador tecidual e 6sseo, bem como um 6timo hemostatico [58]. Os derivados
de quitosana, como a quitosana N-alquilada, s3o capazes de converter os materiais usados na
fabricagdo de curativos em hemostaticos, apresentando excelente capacidade de tamponamento
para superficies de feridas hemorragicas. Assim, a quitosana N-alquilada pode transformar o
sangue liquido total em um gel rapidamente, fazendo o sangramento de ferimentos leves ou
graves cessar [26]. Vale lembrar que o processo de alquilagdo da quitosana, assim como a

tosilacdo, carboxilagdo, acilag¢do, sulfonacdo, amidacdo, acetilagdo, sililagdo, sulfonacdo, etc, é
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possivel devido a existéncias dos grupos funcionais amino e hidroxila livres em sua cadeia
polimérica, que permitem que a quitosana seja modificada quimicamente, originando materiais
com novas propriedades ou aprimorando as ja existentes. Dessa forma, uma série de derivados
com propriedades melhoradas ou distintas podem ser aplicados em varios campos da industria

(Figura 2) [59, 60].

Cosmética e Quitosana e
dermatologica sens derivados

Farmacéutica

Figura 2. Campos de aplicagdo e usos potenciais da quitosana e seus derivados. Fonte:
Adaptado de Hamed, Ozogul e Regenstein (2016) [56].

Como um recurso natural renovavel abundante e, principalmente, insoliivel em agua, a
quitosana e seus derivados tém sido utilizados em pesquisas de tratamento de efluentes,
apresentando alta eficiéncia na remocao de corantes, ions de metais pesados, ions terras raras
de 4guas residuais e industriais. O uso desses materiais para tratamento de agua ¢ importante
porque os poluentes de metais pesados no meio ambiente, especialmente ions de metais pesados
na agua, representam uma séria ameaga aos ecossistemas e a saide publica, tendo em vista que
esses ions sao toxicos e ndo biodegradaveis. Além do mais, as principais tecnologias utilizadas
para remover ions de metais pesados de efluentes também apresentam algumas limitagdes,
como alto investimento de capital e custos operacionais. Dessa forma, a tecnologia de adsor¢ao
¢ uma metodologia alternativa para o tratamento de efluentes devido a sua facilidade de
operac¢do, baixo custo, alta eficiéncia e disponibilidade de diferentes tipos de adsorventes [61,
62].

No trabalho de Wu e colaboradores (2018) [63], os pesquisadores propuseram um

compoésito de quitosana com B-ciclodextrina (B-CD) modificado com dacido
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etilenodiaminotetracético (EDTA) que demonstrou excelente desempenho para remogdo de
chumbo [Pb (IT)] e o corante vermelho de dcido anidnico 73 (AR) em amostras de 4gua. Marnani
e colaboradores (2019) [64] também realizaram a produgdao de um adsorvente a partir da
quitosana modificada com EDTA, porém com alteracdes interessantes. Os pesquisadores
fizeram a combinacdo de dois grupos funcionais ambientalmente amigaveis (quitosana e
EDTA) com nanofolhas de 6xido de grafeno magnético (mGO) e o aplicaram como removedor
eficiente do corante catidnico Rodamina B (RB) em solugdes aquosas. Em ambos os casos, os
adsorventes puderam ser recuperados, tratados e reutilizados em novos ciclos de tratamento de
agua. Porém, a magnetizacdo de adsorventes permite que o mesmo seja mais facilmente
recuperado da dgua tratada sem perdas e polui¢des secundarias, além de reduzir o tempo ¢ o
custo do processo.

Na separagdo de ions terras raras por cromatografia, a quitosana modificada pode ser
utilizada como fase estacionaria. Por exemplo, no trabalho de Roosen e colaboradores (2014)
[65], a quitosana funcionalizada com &cido dietilenotriaminopentacético (DTPA) foi misturada
com silica gel (quitosana-DTPA/silica) e utilizada como fase estaciondria na cromatografia
liquida de média pressao (MPLC) enquanto uma solu¢do diluida de acido nitrico foi usada como
eluente para a separa¢io das seguintes misturas de ions terras raras: Nd**/Ho>", Pr**/Nd*" e
Pr**/Nd**/Ho**. Os experimentos mostram que a separagio dos ions terras-raras é viavel com
quitosana-DTPA/silica, sem a necessidade do uso de solugdes de agentes quelantes como
eluentes.

Na catalise, a quitosana ¢ empregada como catalisador heterogéneo ou suporte para a
heterogeneizacdo de catalisadores homogéneos, garantindo vantagens as reagdoes quimicas por
meio da reducgdo de residuos, facil recuperacdo do meio reacional através de métodos simples
e seguros, bem como a possibilidade de reutilizagdo em novas reagdes [66]. Por exemplo,
Esfandiari ef al. (2020) [67] propuseram o uso da quitosana funcionalizada por tridcido imida
como um catalisador heterogéneo eficaz para a sintese multicomponente de benzodiazepinas a
temperatura ambiente. Como resultados, observaram que a quitosana funcionalizada por
tridcido imida permite a produgdo dos compostos desejados em altos rendimentos, com
excelente recuperacdo e método de processamento simples. Além disso, a quitosana
funcionalizada por tridcido imida possui uma boa reciclabilidade, podendo ser reutilizada por
seis vezes sem perdas significativas de sua atividade catalitica.

Para a reacdo de condensacdo de Knoevenagel, a quitosana modificada com EDTA
(QPB-EDTA-72h) atuou como organocatalisador heterogeneizado bifuncional, ou seja, capaz

de ativar a carbonila do aldeido/cetona, utilizando os sitios acidos do EDTA, e o composto de
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metileno ativo através dos grupos aminos residuais da quitosana que sdo 6timos sitios basicos
para essa reacdo. Além disso, proporcionou Otimos resultados entre variados aldeidos e
malononitrila em mistura binaria etanol:agua (3:7, v/v) como solvente a temperatura ambiente
e se mostrou recuperavel e reutilizavel por seis vezes [24]. Estes resultados comprovam a
eficacia dos catalisadores a base de quitosana e a possibilidade de inser¢ao deles na sintese de
outros compostos, como na sintese de dcidos cumarino-3-carboxilicos, derivados de xanteno e

tetracetona, que utilizam a condensacao de Knoevenagel como etapa intermediaria.

2.2.2 Quitosana e derivados como organocatalisadores reciclaveis em reagdes organicas

E impossivel ignorar a importancia da catdlise para a quimica sintética, sendo
considerada um dos pilares da quimica verde e ferramenta essencial para alcangar metodologias
mais sustentaveis tanto nos laboratérios quimicos quanto nos mais diversos setores da industria.
Nesta perspectiva, além de considerar as caracteristicas desejadas para um catalisador, como
baixo custo de aquisi¢do, atoxicidade, excelente atividade, alta seletividade e estabilidade,
facilidade de recuperacdo, reciclabilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, a
comunidade cientifica tem buscado incansavelmente por sistemas cataliticos que atendam essas
caracteristicas, se adequando a quimica verde [68].

A quitosana ¢ um excelente material para o desenvolvimento de novos sistemas
cataliticos verdes devido as suas propriedades interessantes e inatas. Além disso, a presenca de
diversos grupos funcionais na estrutura desse biopolimero torna a quitosana um composto
excepcional, que pode desempenhar muitos papéis na ciéncia da catalise. A este respeito, a
quitosana pode ser usada como um organocatalisador modificado ou ndo, sendo aplicada com
sucesso em sistemas cataliticos para a sintese de diversos compostos organicos.

Via catalise heterogénea, inimeros sdo os trabalhos que aplicam a quitosana como
organocatalisador no sistema reacional [69-71]. Por exemplo, Maleki e colaboradores (2014)
[72] propoem a aplicacdo do nanocomposito de magnetita revestida com quitosana
(FesOs(@quitosana) como organocatalisador heterogéneo para a sintese de polihidroquinolinas
(PHQs) a partir da reagcdo assimétrica de Hantzsch. Na metodologia de modo geral, varios
aldeidos, acetoacetato de etila ou metila, dimedona ou 1,3-ciclohexandiona e acetato de amonio
reagiram a temperatura ambiente utilizando etanol como solvente e o nanocompodsito de
Fe;04@quitosana (30 mg), proporcionando a obten¢do das PHQs com altos rendimentos (84-

98%) e tempos curtos (33-140 min) (Esquema 1).
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Esquema 1. Aplicagdo de Fe3Os@quitosana como organocatalisador heterogéneo para a
obtencdo de PHQs na reagdo assimétrica de Hantzsch. Fonte: Adaptado de Maleki e
colaboradores (2014) [72].

Nos ensaios iniciais, foi possivel observar as vantagens de utilizar a quitosana comercial
para revestir nanoparticulas de magnetita (Fe3O4@quitosana), uma vez que permitiu obter
PHQs de forma mais rdpida (70 min) e com rendimento significativamente maior (90%) quando
comparada com o resultado obtido com a quitosana comercial (tragos de produto-120 min).
Esse resultado pode ser atribuido ao fato de o nanocomposito de FesOs@quitosana se dispersar
no meio reacional muito mais que a quitosana comercial, aumentando a superficie de contato
entre os substratos ¢ o catalisador, e, consequentemente, proporcionar reacdes mais rapidas.
Além disso, a magnetizacdo permite que o catalisador seja mais facilmente recuperado da
mistura reacional utilizando apenas uma barra magnética externa, permitindo a reutilizacao por
cinco vezes sem perda significativa da atividade catalitica (Maleki e colaboradores, 2014) [72].

No que diz respeito a reagdo de Biginelli, o trabalho proposto por Maleki e Paydar
(2016) [73] faz a sintese e aplicagdo de um nanocomposito de quitosana modificada com 6xido
de grafeno (quitosana-OG) como organocatalisador heterogéneo na reagdo de sintese de
dihidropirimidonas (DHPMs) entre aldeidos, acetoacetato de etila ou metila e ureia em
condi¢des livres de solvente a 110 °C. Com a metodologia proposta, os produtos foram obtidos
com tempos curtos (10-75 min) e bons rendimentos isolados (75-95%) (Esquema 2). No
entanto, € importante destacar que a reagao realizada nas mesmas condi¢des, mas utilizando
apenas quitosana como organocatalisador proporcionou um rendimento de 85%, ou seja, apenas
10% inferior ao obtido com a quitosana-OG no mesmo tempo reacional (10 min-95%). Dessa
forma, é questionavel se a modificagcdo da quitosana realmente ¢ vantajosa, considerando que

0 aumento no numero de etapas no processo de sintese nao € recomendado pela quimica verde.
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Esquema 2. Aplicacdo de quitosana-OG como organocatalisador heterogéneo para a sintese de
DHPMs. Fonte: Adaptado de Maleki e Paydar (2016) [73].

A reacao de Knoevenagel-Michael para a sintese de 2-amino-4H-cromenos também
envolveu o uso de materiais a base de quitosana via catalise heterogénea. A ferrita de cobre foi
imobilizada a quitosana e aplicada como nanocomposito magnético (CuFe>Os/quitosana) para
a sintese de 2-amino-4H-cromenos em etanol a temperatura ambiente. Na proposta, os
pesquisadores Maleki et al. (2018) [74] aplicaram a CuFe>O4/quitosana na reagao entre aldeidos
aromaticos, malononitrila e dimedona, originando 2-amino-4H-cromenos com rendimentos
elevados (90-97%) em 1-2 horas (Esquema 3). O organocatalisador pdde ser recuperado da
mistura reacional por um processo simples, além de ser reutilizado pelo menos sete vezes sem
perda significativa na atividade catalitica. Notavelmente, o uso do catalisador verde e nao
toxico, a facil separacdo do catalisador usando um ima externo, a capacidade de reciclagem do
material em diversas execugdes de reacdo, além do procedimento de processamento simples,
rendimentos altos a excelentes e condi¢cdes de reacdo suaves sdo vantagens explicitas do

protocolo desenvolvido pelos autores.

(o) CuFe,0,4/Quitosana o R!

o (0,01 g) on .
o o ——=
o NC EtOH (5 mL) ||

o NH, 60-120 min
1 mmol 1 mmol 1 mmol
R' = Ph, 4-Me-Ph; 4-MeO-Ph; 4-NO,-Ph; 3-NO,-Ph;2-NO,-Ph; 3-OH-Ph; 4-OH-Ph; 2-CI-Ph;
4-Cl-Ph; 4-Br-Ph.

Esquema 3. Aplicagdao de CuFe>O4/quitosana como catalisador heterogéneo para a sintese de
2-amino-4H-cromenos. Fonte: Adaptado de Maleki ef al. (2018) [74].

Na sintese de piperidinas espiro-substituidas através da reacdo entre anilinas
substituidas, formaldeido e diferentes compostos de metileno ativos ciclicos, a quitosana foi
empregada como suporte catalitico do cério (quitosana/Ce), preparado e utilizado como

catalisador heterogéneo a temperatura ambiente em polietilenoglicol 200 (PEG-200). O
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catalisador quitosana/Ce permitiu obter produtos com tempos de reagdo curtos (32-48 min) e
alto rendimento (81-96%), além de poder ser reutilizado por cinco ciclos consecutivos sem
perda apreciavel da atividade catalitica (Esquema 4). O protocolo, desenvolvido por Ahmed e
Siddiqui (2015) [75], apresenta vantagens como originar novos produtos, possuir
sustentabilidade energética, viabilidade econdmica e reciclabilidade do catalisador. Além disso,
vale ressaltar que o PEG ¢ um composto barato, ndo toxico, ndo volatil e termicamente estavel
como meio adequado para transformagdes organicas ambientalmente sustentaveis. Sua
solubilidade em dagua facilita a separagao e recuperagdo do produto do meio reacional,

contribuindo para altos rendimentos.

7N
1_—

quitosana/Ce R~
N

~NHz © o) o aro

| —0 J S (800 mg) o) o  81-96%

R// H H _— > | em
2a

PEG-200 (15 mL) 31-48 min

4 mmol 8 mmol 12 mmol ta \00

R' = H; 4-Cl; 4-Me; 4-MeO; 4-Me; 4-MeO 2a = 1,3-indandiona; dimedona; 4-hidroxi-cumarina

Esquema 4. Aplicacdo de quitosana/Ce como catalisador heterogéneo para a sintese de
piperidinas espiro-substituidas. Fonte: Adaptado de Ahmed e Siddiqui (2015) [75].

Via catalise homogénea, apenas dois trabalhos que utilizam a quitosana como
organocatalisador reciclavel sdo reportados na literatura. Lal e colaboradores (2012) [32]
relacionaram a aplicagcdo do biopolimero comercial em solug@o aquosa de acido acético (2%)
como catalisador homogéneo para a sintese de curcumina 3,4-dihidropirimidinonas através da
condensagdo em um Unico recipiente de curcumina, aldeidos aromaticos e ureia/tioureia a 60°C.
Os produtos foram obtidos na solucao acida de quitosana em 80-90 min com rendimentos
isolados entre 94 e 97% (Esquema 5). O efeito de varios solventes, como metanol, etanol,
propanol, acetonitrila, tolueno, DMF, DMSO e mistura de outros solventes, foi investigado,
mas os pesquisadores alegaram que o rendimento do produto desejado foi muito baixo nos
solventes organicos estudados em 10 h (dados nao reportados). Eles atribuem esse resultado a
insolubilidade da quitosana nos solventes organicos, indicando que a aplicacdo da quitosana via
catalise homogénea, neste caso, ¢ mais eficientes em comparagdo a0 mesmo material aplicado

via catalise heterogénea [32].
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(O 0
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o 1 mmol acido acético (2%) (10 mL) H,CO
1 —_— >
R X 60 °C
\\ H I HO
I _ HN™ “NH, H
1,2 mmol
1 mmol
em
R" = H; 4-MeO; 4-CI; 4-NOy; 4-OH; 4-Me; 4-OH, 3-MeO; X = O; S. 80-90 min

Esquema 5. Aplicagdo de quitosana em solugdo aquosa de acido acético (2%) como catalisador
homogéneo para a sintese de curcumina 3,4-dihidropirimidinonas. Fonte: Adaptado de Lal e
colaboradores (2012) [32].

Como forma de comprovar se o acido acético era o principal catalisador responsavel
pelo progresso reacional, a reacdo foi testada em solucdo aquosa de acido acético (2%) na
auséncia de quitosana. Assim, nenhum produto foi formado nas mesmas condi¢des € em
periodos de tempo comparaveis ao testado com quitosana. Dessa forma, os autores puderam
mostrar que o acido acético na concentracao de 2% em agua, independentemente de servir como
co-solvente para a dissolucdo da quitosana, ndo tem efeito por si s6 no progresso da reacao.
Além disso, embora a quitosana se solubilize no sistema proposto, ela pode ser recuperada e
reutilizada por cinco vezes sem perda significativa da atividade catalitica e sem comprometer
sua estrutura, comprovando a eficiéncia do meétodo para a sintese de curcumina 3.,4-
dihidropirimidinonas [32].

No trabalho de Asghari-Haji e colaboradores (2012) [31], a quitosana foi empregada
como organocatalisador para a sintese de bis-benzoquinonilmetanos entre benzaldeido e 2-
hidroxi-naftoquinona. Os testes iniciais da reagdo em agua na presenca de quitosana suspensa
forneceram um bom rendimento do produto desejado (50 min-84%). Porém, a reacao realizada
com quitosana e adi¢ao de acido acético (1%) ao meio reacional levou a dissolucdo da quitosana
e um aumento no rendimento do produto (45 min-88%). Mais uma vez, a questdo se o acido
acético ¢ o principal catalisador responsavel pelo aumento do rendimento foi levada em
consideragdo, e uma reagdo foi testada em acido acético (1%) na auséncia de quitosana. Com
isso, pouquissimo produto foi formado (24h-19%), mostrando que o d4cido acético na

concentragdo de 1% em 4gua serve apenas como co-solvente para a dissolu¢ao da quitosana.
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o (o)
| O-cm-quitosana
~ O
[ OH —_—
R! o agua:metanol (4:1, v/v) (5 mL)
70 °C
1 mmol 2 mmol
R' = H; 4-Cl; 4-Me; 4-MeO; 4-OH; 3-MeO; 4-NO; 3-Br 82-94% em 42-60min

Esquema 6. Aplicagdo de O-carboximetil-quitosana como catalisador para a sintese de Bis-
benzoquinonilmetanos. Fonte: Adaptado de Asghari-Haji e colaboradores (2012) [31].

Com a intencdo de utilizar derivados de quitosana soluveis em agua e evitar a adi¢ao de
acido acético como co-solvente, os autores realizaram a reacdo com a O-carboximetil-quitosana
(O-cm-quitosana). Por possuir tanto os grupos aminos primdrios quanto os substituintes
carboximetil hidrofilicos, a O-cm-quitosana catalisou homogeneamente a reacdo, se
assemelhando a quitosana em solugdo de acido acético (1%), além de proporcionar resultados
eficientes (45 min-89%). Assim, as reagdes posteriores se processaram com a quitosana
modificada em agua:metanol (4:1, v/v) a 70 °C, gerando os produtos desejados em até uma
hora, com rendimentos de 82-94% (Esquema 6). A O-cm-quitosana foi recuperada facilmente
e reutilizada por seis ciclos sem apresentar diferenca significativa de atividade catalitica e
estrutura [31].

Virios outros exemplos de estudos de reacdes organicas envolvendo quitosana e
derivados como catalisadores heterogéneos podem ser citados [71, 76, 77], enquanto a
aplicacdo desses materiais como catalisadores homogéneos ainda ¢ pouco abordada na
literatura. Porém, € possivel notar a versatilidade que esse biopolimero proporciona para a area
da catalise, gerando inlimeros catalisadores reciclaveis e eficentes. Esses beneficios justificam
a sua importancia e contribuem para que eles conquistem mais espago, permitindo cada vez

mais o progresso da sintese organica.
2.3 A REACAO DE CONDENSACAO DE KNOEVENAGEL
2.3.1 Importancia sintética
No final do século XIX e inicio do século XX, Emil Knoevenagel, um quimico alemao,
contribuiu significativamente para a quimica organica. Ele explorou e estabeleceu a reacdo que

hoje ¢ conhecida como a condensacdo de Knoevenagel. A reagdo de condensacdo de

Knoevenagel ¢ uma reagdo de sintese organica do tipo aldodlica que ocorre entre um composto
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carbonilado (aldeido ou cetona) e um composto de metileno ativo. Originalmente, era catalisada
por uma base fraca, como a piperidina, utilizando a piridina como solvente em um sistema

homogéneo (Esquema 7) [78, 79].

H
N
o Q GEA GEA
1)k . GEAvGEA - I
R R piridina R R2
Aduto de
GEA = grupo eletroatrator Knoevenagel

Esquema 7. Representagdo para a reagdo de condensacao de Knoevenagel. Fonte: Adaptado
de Knoevenagel (1896) [78].

Atualmente, diversas metodologias sintéticas t€ém sido desenvolvidas a fim de se obter
maior controle da reacdo de condensa¢do de Knoevenagel, ndo s6 com relagdo ao rendimento
e tempo de reacdo, como também na intengdo de proporcionar condigdes mais amenas para
obtencao dos produtos desejados [79]. Esse objetivo tem sido alcangado principalmente através
do uso de catalisadores reciclaveis. Assim, varios tipos tém sido utilizados nas mais diversas
composi¢des, sendo materiais a base de 6xidos metéalicos [80], estruturas metal-organicas
(Metal-Organic Frameworks (MOFs)) [81], silicas mesoporosas [82], nanoparticulas
magnéticas [83] ou polimeros naturais, como a quitosana, por exemplo [84].

O produto da condensa¢cdao de Knoevenagel, ou aduto de Knoevenagel, ¢ geralmente
uma o,p-insaturagcdo, onde a ligacdo dupla ¢ formada entre os carbonos a e B em relagdo ao
grupo carbonila original. Esta ligagao dupla conjugada ¢ uma caracteristica importante de
muitos compostos organicos, sendo importante observar que a sua formacdo envolve a
eliminagdo de uma molécula de 4gua. A reacao de condensagdo de Knoevenagel tem aplicacdes
amplas e ¢ uma ferramenta valiosa na quimica organica sintética [85, 86]. Os produtos obtidos
nessa reagdo sao frequentemente usados como intermediarios em sinteses organicas para a
obtencdo de compostos mais complexos, como agentes terapéuticos, aditivos quimicos,
polimeros com diferentes grupos funcionais, inseticidas e pesticidas. A versatilidade dessa
reacdo a torna imprescindivel na construcao de esqueletos carbonilicos e na funcionalizagdo de
moléculas organicas com propriedades biologicas atraentes para a industria farmacéutica

(Tabela 2) [87].



P. G. ABRANTES |38

Tabela 2. Exemplos de adutos de Knoevenagel utilizados na sintese de compostos com
atividade bioldgica.
Adutos de Knoevenagel como intermediarios de compostos com
propriedades biolégica

Aplicacao

Quimiopreventivo e
Quimioterapico

Ativagao de
sirtuinas (SIRT1)

Anti-HIV

Antibacteriano e
Antitumoral

Antiprotozoico

Fonte: Adaptado de Heravi, 2020 [87].

Alguns compostos sintetizados por reacdes derivadas da condensagdo de Knoevenagel
também tém sido avaliados como larvicidas contra Aedes aegypti, apresentando resultados
promissores no controle deste vetor [88-90]. Porém, o uso de adutos de Knoevenagel como
larvicidas ainda ¢ pouco explorado, evidenciando a necessidade de mais estudos na area. O
mosquito Aedes aegypti ¢ o principal vetor de doengas virais de grande relevancia
epidemioldgica, como dengue, febre amarela, chikungunya e Zika. Essas enfermidades
apresentam alta taxa de morbidade e mortalidade em nivel global, além de sobrecarregar os

sistemas de saude publica, especialmente em regides tropicais e subtropicais [91]. A epidemia
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de Zika, por exemplo, revelou consequéncias devastadoras, como a associa¢do entre o virus e
condi¢des graves, incluindo microcefalia em recém-nascidos e a sindrome de Guillain-Barré
em adultos [92, 93].

Outros adutos de Knoevenagel, como os obtidos a partir de isatinas e derivados, t€m
sido amplamente explorados na sintese de diversos compostos heterociclicos que exibem
atividades biologicas interessantes. A isatina ¢ um composto heterociclico contendo um grupo
indol-2,3-diona com possibilidade de variagao de substituintes em sua estrutura basica [94, 95]
a partir da insercao de substituintes nas posigdes 5 € 7 de seu anel aromatico [96], reacdes de
N-acilagdo e N-alquilagdo [11], reducdo de carbonila [97], etc (Figura 3). Ela reage com
compostos de metileno ativo por meio da condensagdo de Knoevenagel para formar adutos,
sendo a presenca da isatina nesses compostos o0 que proporciona uma rica quimica explorada

para modular as propriedades biologicas dos compostos resultantes [95].

o]
4
5 3a 3
2
(0]
6 7a N 1
7 H

Figura 3. Estrutura da isatina. Fonte: Adaptado de Silva, 2013 [95].

Muitos compostos heterociclicos obtidos a partir de adutos de Knoevenagel derivados
de isatina sdo encontrados em produtos naturais € compostos sintéticos biologicamente ativos.
Por exemplo, os alcaloides inddlicos estriptofolina, espirotriprostatina A e B possuem
propriedades antimitoticas e tem sido estudada pelo seu potencial anticancer. A rincofilina atua
como um antagonista ndo competitivo de N-metil-D-aspartato (NMDA) e bloqueador dos
canais de calcio, sendo considerada para potenciais aplicagdes em pesquisa
neurofarmacoldgica. No alivio da dor, a horsfilina apresenta efeitos analgésicos, enquanto o
composto sintético MI-219 ¢ um inibidor potente, altamente seletivo e oralmente ativo da
interacdo MDM2-p53, que foi estudado como um novo agente para o tratamento do cancer.
Esses exemplos destacam a diversidade de atividades bioldgicas associadas aos adutos
derivados de isatina [98-100].

Os adutos de Knoevenagel derivados de isatina, especialmente aqueles obtidos da
condensacdo com malononitrila ou cianoésteres, t€ém demonstrado atividade anticancer e

antimicrobiana, destacando seu potencial em vdrias areas terapéuticas. A sintese de espiro-
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derivados a partir dos adutos entre isatina e cianoésteres ¢ mencionada como uma rota
significativa. A atividade desses compostos pode variar dependendo dos grupos substituintes
na isatina, oferecendo uma gama diversificada de atividades biologicas. Na literatura, a
atividade antineoplasica ¢ destacada como uma das areas mais pesquisadas para os adutos de
de Knoevenagel derivados isatina. Isso sugere um interesse significativo na busca por
compostos que possam ter potencial no tratamento de cancer. Os adutos de Knoevenagel
derivados de isatina também desempenham um papel importante como integrantes de uma nova
classe de antagonistas. Esses antagonistas sao potentes e seletivos para o receptor CRTH2
(também conhecido como DP2), e tém aplicacdo no tratamento de doencas inflamatorias
alérgicas [101]. Na Figura 4 sdo mostradas algumas das atividades bioldgicas observadas para
os compostos heterociclicos obtidos a partir de adutos de Knoevenagel derivados de isatina com

malononitrila ou cianoésteres.

. Receptor
Atividade R? RS antagonista
antimicrobiana 2 CRTH2 (DP2)
N | o N7 Ar
S i
NN §
oo O Atividade
"' antibacteriana,
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antibacteriana OH « antimalarial
ROOC ¥ N
y ~NH
N N
ou o : |
N EtOOC o
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\ .
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i
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Figura 4. Atividades biologicas observadas para os compostos heterociclicos obtidos a partir
de adutos entre isatina e malononitrila ou cianoésteres. Fonte: Adaptado de Ferreira e
colaboradores (2021) [101].

Compostos derivados da isatina j& foram apontados como agentes antileishmania [102,
103]. No entanto, os adutos de Knoevenagel derivados de isatina ainda ndo foram explorados

para o tratamento da leishmaniose. Essa doenca infecciosa, causada por parasitas do género
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Leishmania, ¢ transmitida principalmente pela picada de flebotomineos fémeas infectados.
Esses insetos adquirem o parasita ao se alimentar de animais ou pessoas previamente infectados
[104, 105]. Apesar dos avangos em seu controle, a leishmaniose ainda ¢ considerada uma
Doenga Tropical Negligenciada (DTN) pela Organizagao Mundial da Satide (OMS), afetando
entre 700.000 e 1 milhdo de pessoas em todo o mundo anualmente [106]. O tratamento da
leishmaniose varia dependendo da forma da doenca e da gravidade dos sintomas. No entanto,
o seu abandono por pacientes representa uma ameaga, pois aumenta a chance de resisténcia
parasitaria [107].

Viarios fatores sdo apontados com justificativa para o abandono do tratamento da
leishmaniose, como o alto custo, a eficacia limitada de alguns medicamentos, a complexidade
do tratamento e os efeitos adversos significativos. Além disso, a falta de acesso a centros de
saude especializados e a falta de conhecimento sobre a importancia de concluir o tratamento
também desempenham um papel importante neste cendrio [108, 109]. Apesar dos avangos, o
desenvolvimento de medicamentos mais eficazes, acessiveis e seguros para o tratamento da
leishmaniose continua sendo um desafio critico para a comunidade cientifica global. Assim, ao
explorar as propriedades dos adutos e seus derivados, os pesquisadores podem obter ideias
valiosas sobre a interacao dessas substancias com sistemas bioldgicos. Além disso, ¢ importante
ressaltar que a pesquisa nesse campo também contribui para a compreensao dos mecanismos
moleculares subjacentes a varias condigdes médicas, permitindo aos cientistas identificar alvos

terapéuticos potenciais e desenvolver estratégias mais inovadoras para o tratamento de doencas.

2.3.2 Os acidos cumarino-3-carboxilicos: métodos de obtencao e aplicagdes

As cumarinas sdo lactonas de origem natural ou sintética caracterizadas pelo anel benzo-
a-pirano rico em elétrons m altamente conjugados [3]. Muitas aplicagdes uteis podem ser
enfatizadas e incluem atividade antibacteriana, antifungica, analgésica, antimutagénica,
anticancerigena, anti-HIV, anti-inflamatoria, anticoagulante e antitumoral como as principais
atividades bioldgicas observadas. Além disso, as cumarinas podem ser usadas como sensores
de fluorescéncia, agentes inseticidas, atraindo consideravel atencdo dos quimicos. A
possibilidade de utilizacdo em fragrancias e perfumes, como aditivos em alimentos e
cosméticos, branqueadores Opticos, corantes laser, agroquimicos e cosméticos, sensores
fluorescentes de dobramento de transtirretina e dispositivos fotonicos moleculares justificam o

interesse da industria quimica em relagdo a esses compostos [2, 110, 111].
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Os acidos cumarino-3-carboxilicos sdo uma subclasse especifica de cumarinas e possui
uma estrutura de anel benzénico ligado a um anel a-pirano além de possuir um grupo carboxila
ligado ao carbono C3 do anel pirano. Esses compostos se destacam em estudos de diversas
areas, pois o grupo carboxila permite a introdugao de unidades que contribuem para o aumento
da atividade quimica, como por exemplo:

(1) a formacao de hibridos de cumarina-piperazina origina compostos com atividade
anti-acetilcolinesterase (AChE), sendo considerados potencialmente no tratamento da doenca
de Alzheimer [112];

(i1) a complexagdo de cobre em acidos cumarino-3-carboxilicos origina sensores
fluorescentes eficientes para detec¢do rapida de dgua em solventes organicos [113];

(1i1) a producdo de filmes flexiveis e mutaveis de dacidos cumarino-3-
carboxilicos/GdF3:Sm** permite a detec¢do luminescente de pesticidas em dgua mesmo em
microconcentragdes [114];

(iv) a formacdo de complexos de prata (I) com &cidos cumarino-3-carboxilicos
exibem maior atividade antibacteriana contra uma variedade de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, bem como atividade antifungica contra um isolado clinico de Candida
albicans em comparagdo a seus ligantes isolados [115]. Como consequéncia, esses compostos
sao considerados promissores para o trabalho inovador na industria e na pesquisa.

O desenvolvimento de novos antimicrobianos ¢ de extrema importancia devido ao
aumento da resisténcia microbiana, que compromete a eficicia dos tratamentos convencionais
e representa uma ameaga crescente a saide publica [116, 117]. Bactérias, fungos e outros
microrganismos patogénicos tém demonstrado uma capacidade notavel de adaptagado, tornando-
se resistentes a antibidticos e antifungicos amplamente utilizados. Esse fenomeno reduz as
opcdes terapéuticas disponiveis e pode levar a infecgdes dificeis de tratar, aumentando a
morbidade e a mortalidade associadas a doencas infecciosas. Além disso, a resisténcia
microbiana impacta diretamente setores como a medicina, a veterinaria € a agropecuaria,
tornando essencial a busca por novos antimicrobianos [118, 119].

Numerosos métodos desenvolvidos para a sintese de acidos cumarino-3-carboxilicos
incluem a condensagdo de Knoevenagel seguido de ciclizagdo intramolecular como principal
via de obtengdo. A partir do salicilaldeido e acido de Meldrum como composto 1,3-
dicarbonilico ciclico hd a formacao do aduto de Knoevenagel, que cicliza-se logo em seguida
liberando acetona e dando origem ao acido cumarino-3-carboxilico como produto final [7]. O
Esquema 8 representa simplificadamente a reacdo de sintese do acido cumarino-3-carboxilico

via condensacdo de Knoevenagel.
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Ny OO Knosvenagel tC ol i
<j\/\o . j)/\o( g m‘\ intramolecular N oH
OH X OH O OJV CH,(CO)CH; o No
Aduto de Knoevenagel Acido
(Intermediario) cumarino-3-carboxilico

Esquema 8. Representacao simplificada para a reagdo de sintese de acidos cumarino-3-
carboxilicos via condensacao de Knoevenagel. Fonte: Autoria propria, 2024.

Na literatura, os métodos de sintese de acidos cumarino-3-carboxilicos entre
saliciladeido e 4cido de Meldrum envolvem o uso de uma variedade de catalisadores
homogéneos ou heterogéneos, como acetato de amdnio [120], carbonato de potéssio, azida de
sodio [7], argilas [121], derivados de &cido sulfonico [122], cloreto de 6xido de zirconio
(ZrOClL2*8H20) [4] e Yb(OTf)s/MW [123]. No protocolo desenvolvido por Chavan e Bandgar
(2013) [20], a sintese de acidos cumarino-3-carboxilicos foi realizada usando extrato aquoso de
vagens de Acacia concinna como um catalisador 4cido do tipo surfactante de ocorréncia natural.
Os produtos desejados foram produzidos a partir da condensag@o do acido de Meldrum com
salicilaldeidos com excelentes rendimentos (55-75min/92-98%) sob condi¢cdes amenas

(Esquema 9).
55-75 min
Q.H p Q 92-98%
Extrato aquoso Ol%,:? 0 @
(20%) - (5 L) N OH M@

Cf T QLD O”M e
L AT

H,0, CH;(CO)CH,

Micelas do extrato aquoso
de Acacia concinna R = 4-Me; 5-Br; 5-Cl; 5-Me; 5-MeO; 4-MeO; 3-MeO; 3,4-MeO

Esquema 9. Sintese de 4cidos cumarino-3-carboxilicos promovida por micelas do extrato
aquoso de vagens de Acacia concinna como catalisador. Fonte: Adaptado de Chavan e Bandgar
(2013) [20].

Com base nos pesquisadores [20], a eficiéncia do extrato aquoso de vagens de Acacia
concinna foi atribuida a sua propriedade surfactante e ao pH acido. As saponinas, que sao

altamente 4cidas foram capazes de solubilizar fortemente os reagentes através de ligagdes de
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hidrogénio em meio aquoso, aumentando o numero de colisdes favoraveis entre as espécies
envolvidas. Além disso, o encapsulamento adicional dos reagentes em gaiolas micelares pode
conduzir o equilibrio para o lado do produto, expelindo a molécula de agua para fora do seu
interior hidrofobico. Consequentemente, o aumento da velocidade e do rendimento dos
produtos foram alcancados com sucesso.

Kamat e colaboradores (2021) [124] também desenvolveram um procedimento para a
sintese de varios acidos cumarino-3-carboxilcos usando B-CD como catalisador homogéneo a
70 °C em agua (Esquema 10). A condensacao de salicilaldeido com 4cido de Meldrum deu
origem aos produtos com rendimentos impressionantes (15-30 min/96-98%). O envolvimento
de B-CD como catalisador foi verificado pela avaliagdo do complexo de inclusdo de B-CD-
salicilaldeido através de analise de RMN de 'H a 70 °C. Conforme os pesquisadores, a visdo
ampliada do espectro de RMN de 'H do complexo de inclusdo de p-CD-salicilaldeido a 70 °C
mostrou deslocamento ascendente de protons especificos, confirmando a formacdo do
complexo de inclusdo de B-CD-salicilaldeido por interagdo hospedeiro-héspede [124]. Embora
os pesquisadores aleguem que o catalisador seja reutilizdvel, o trabalho ndo mostra nenhum

estudo de reciclagem do material aplicado.

o O R-CD (1 mmol

0. 0 15-30 min
PaN H,O (15 mL) 96-98%
70 °C
1 mmol
Complexo de inclusao R = H; 3-MeO; 3-EtO; 5-Cl; 5-Br; 5-NO,; 3,5-Cl

R-CD-saliciladeidos

Esquema 10. Sintese de 4cidos cumarino-3-carboxilicos promovida pela formacao do
complexo de inclusdo B-CD-salicilaldeido. Fonte: Adaptado de Kamat e colaboradores (2021)
[124].

Uma nova metodologia para a producdo de dacidos cumarino-3-carboxilicos via
condensagdo de Knoevenagel usando sucos de frutas e vegetais comestiveis (limao, toranja,
cenoura, roma, kiwi, vinagre, tomate), licores (limoncello) e 4guas residuais (soro de leite
coalhado e residuos do processamento da azeitona) como solventes foi empregada por Fiorito
e colaboradores (2016) [5]. Os acidos cumarino-3-carboxilicos foram sintetizados com
excelentes rendimentos (5-15 min-91-99%) por irradiagdo ultrassonica a partir de

salicilaldeidos substituidos e 4cido de Meldrum como substratos iniciais (Esquema 11). Como
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justificativa para os resultados alcangados, os pesquisadores consideraram a hipdtese de que a
presenca de acidos organicos (citrico, tartarico, malico, oxalico, succinico, lactico, piravico e
varios outros com pH = 4,2-5,1) em todos os meios aquosos usados sao os responsaveis por
promoverem a condensacdo de Knoevenagel. Tais 4acidos podem atuar como catalisadores
eficazes para as reagdes de acoplamento, sendo capazes de protonar o atomo de oxigénio da
carbonila dos salicilaldeidos, aumentando sua reatividade ao ataque nucleofilico do acido de

Meldrum.

O Sucos aquosos
W AR NN N on
%
2mL), ) Ao Do

1 mmol 1 mmol 5-15 min-91-99%
R = H; 3-MeO; 3-EtO; 5-NO,; 5-Br; 5-NO,; 4-N(Et),

Esquema 11. Sintese de acidos cumarino-3-carboxilicos promovida por sucos de frutas e
vegetais comestiveis como catalisadores e licores e dguas residuais como solventes. Fonte:
Adaptado de Fiorito e colaboradores (2016) [5].

No sistema proposto por Markad e contribuintes (2020) [21], um complexo polimérico
a base de amida primaria cristalina, ({{Cd2(2-BPXG)(Fum)2(H20)2]-2H20},, onde, 2-BPXG =
2,2'-((1,4-fenilenobis(metileno))bis((piridin-2-ilmetil)azanediil))diacetamida e Fum =
fumarato), foi utilizado como catalisador heterogéneo bifuncional para a sintese de 4cidos
cumarino-3-carboxilicos em temperatura ambiente através da reagdo de Knoevenagel. Segundo
os pesquisadores, os ligantes funcionalizados com amida priméria sdo bons candidatos para
fazer complexos poliméricos bifuncionais, em que o centro metéalico atua como acido de Lewis
e seu envolvimento exclusivo ¢é responsavel pela catdlise doadora de ligagdes de hidrogénio, ou
seja, atuacdo como base de Bronsted. A partir das condi¢des otimizadas, observou-se a
eficiéncia do catalisador heterogéneo bifuncional, proporcionando a sintese dos produtos
desejados para esta reagao (3h/78-98%) (Esquema 12). Também foi demonstrado sua

reciclabilidade em até cinco ciclos sem perda significativa de atividade e integridade estrutural.
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Complexo
polimérico

o

| o o o
HORROSN-N, g
Az <

metanol (1 mL) // o X0

t R centro de
-a coordanagio
0,1 mmol 0,15 mmol 78-98% do metal
3h
complexo polimérico a base
R =H; 5-MeO; 5-Cl; 5-NO,; 5-Br; 3-Cl de amida primaria cristalina

Esquema 12. Sintese de acidos cumarino-3-carboxilicos utilizando complexo polimérico a base
de amida primaria cristalina como catalisador heterogéneo bifuncional. Fonte: Adaptado de
Markad e contribuintes (2020) [21].

Embora os protocolos relatados encontrem méritos proprios, a busca por rotas mais
simples, limpas e eficientes para a sintese de acidos cumarino-3-carboxilicos
farmacologicamente potentes continua sendo um exercicio valido em quimica organica e
medicinal, representando em um campo de pesquisas de interesse atual e crescente. Nesse
contexto, abordagens que reduzam o nimero de etapas reacionais, minimizem o uso de

solventes organicos e promovam maiores rendimentos tém recebido atencao especial.

2.3.3 Os derivados de xanteno e tetracetona: métodos de obtengdo e aplicacdes

Derivados de xanteno representam uma classe importante de compostos triciclicos que
incorporam oxigénio em sua estrutura. As tetracetonas, por sua vez, desempenham um papel
crucial como intermedidrios estruturais na sintese desses compostos, contribuindo para a
formacgao de suas estruturas quimicas complexas [125, 126]. Normalmente, as tetracetonas sao
obtidas por meio de uma reagdo sequencial de Knoevenagel-Michael entre um composto
carbonilico e uma 1,3-dicetona ciclica na propor¢ao molar de 1:2 equivalentes [8]. No caso dos
xantenos, uma etapa adicional ¢ observada, envolvendo uma reacdo de ciclizagdo

intramolecular que forma a estrutura triciclica (Esquema 13) [127].

o o ¢
0 Cond de Adigédo de o) OH Ciclizagéao
+ —_— —_—
Knoevenagel Michael ‘ ‘ intramolecular

OH O

Esquema 13. Obten¢do de derivados de xanteno e tetracetona a partir de aldeido aromatico e
1,3-dicetona ciclica (proporcao 1:2) via reagdo sequencial de Knoevenagel-Michael e ciclizagao
intramolecular. Fonte: Adaptado de Morbale e colaboradores (2015) [127].
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Nos ultimos anos, a construcao de derivados de xanteno e esqueletos de tetracetona tem
atraido aten¢do significativa de quimicos organicos devido a sua relevancia. A producao de
corantes fluorescentes usados em bioimagem, sensores Opticos € marcagdes fluorescentes em
biologia [128], a produgdo de pigmentos e resinas utilizadas na formulagao de tintas e vernizes
[129] e a criagdo de células solares e materiais Opticos sdo algumas das possibilidades ja
exploradas pela industria para esses compostos. Além disso, aplicagdes na fabricacdo de
polimeros e moléculas com propriedades Opticas avancadas [130] e a elaboragdao de
fotossensibilizadores utilizados em terapia fotodinamica no tratamento de cancer [131] também
sdo exemplos plausiveis de destaque. Esses compostos exibem propriedades farmacologicas
notaveis, incluindo atividades como antioxidante [9], antiviral [10], antibacteriana [12],
antifungica [14] e, em especial, anticancer [16]. O avanco na descoberta de novos farmacos ¢
fundamental para o tratamento de diversas doencas oncoldgicas, especialmente aquelas com
altas taxas de mortalidade e desafios terapéuticos, como o carcinoma de pulmao, o cancer de
colon e a leucemia mieloide cronica (LMC).

O carcinoma de pulmdo ¢ uma das formas mais letais de cancer, frequentemente
diagnosticado em estagios avancados [132]. O cancer de colon, por sua vez, ¢ um dos tumores
mais comuns no mundo, sendo associado a fatores como dieta inadequada, sedentarismo e
predisposicdo genética. Apesar dos avancos em estratégias preventivas € no rastreamento
precoce, quando diagnosticado tardiamente, pode apresentar metastases, reduzindo
drasticamente as chances de cura [133]. J4 a LMC ¢ uma neoplasia hematoldgica caracterizada
pela presenca do gene BCR-ABLI, resultante de uma translocag@o cromossomica, que estimula
a proliferacao descontrolada de células imaturas na medula dssea. O tratamento revolucionado
pelo uso de inibidores de tirosina quinase aumentou a sobrevida dos pacientes. No entanto, a
resisténcia ao tratamento pode se desenvolver, tornando necessaria a busca por novas
alternativas terapéuticas [ 134, 135].

Os métodos usados para a sintese de derivados de xanteno e tetracetona envolvem varios
catalisadores, como acido borico [136], B-CD [124], nanoparticulas de cobalto magnético
(CoFex04) revestidas com residuos de pao [137], &cido perclérico ou acido polifosforico
adsorvido em silica gel [138], complexos [139], aminoacidos [140], entre outros. Por exemplo,
no sistema proposto por Borah e colaboradores (2023) [141], os derivados de xanteno foram
preparados usando acido p-toluenossulfonico monohidratrado (TsOH-H>O) como catalisador
homogéneo acido de Bronsted sob condigdes de moagem mecanoquimica assistida por agua a

temperatura ambiente.
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A reagdo sequencial entre saliciladeidos substituidos e dimedona ou ciclo-1,3-hexadiona
proporcionou a obtencao de uma série de derivados de xanteno em curtos tempos reacionais e
altos rendimentos isolados (8-15 min/87-98%) (Esquema 14). Todos os compostos sintetizados
foram isolados puros apenas pela filtragem do precipitado juntamente com lavagem continua
com agua seguida por recristalizagdo em etanol. Para validar ainda mais a potencialidade do
presente método, os pesquisadores aumentaram a escala da reagdo em 10 vezes. A partir disso,
foi observado resultados consistentes com a primeira escala testada, confirmando a eficiéncia
da metodologia proposta em escala de gramas. Porém, embora os resultados sejam satisfatorios,
os pesquisadores ndo relatam sobre estudos de recuperacdo e reciclagem do catalisador em

pequena ou larga escala [141].

R2 R2
HO o

o (0]

| (o) o TsOH.H,0
N . _(mol%) _ AN , 815 min
// OH Moagem mecanoquimica \/‘ o 5 87-98%

R1 R2 RZ HZO, ta R1 R
1 mmol 2 mmol
R = H; 6-CH30; 4-CH30; 5-Br; R? = H; CHy

Esquema 14. Sintese de derivados de xanteno utilizando &cido p-toluenossulfonico
monohidratrado (TsOH-H>O) como catalisador homogéneo em moagem mecanoquimica.
Fonte: Adaptado de Borah e colaboradores (2023) [141].

Outra proposta para a sintese de derivados de xanteno pode ser encontrada no trabalho
de Mahapatra e colaboradores (2025) [142], usando catalisador hibrido mesoporoso de 4cido
12-fosfotungstico de Keggin (PTA) suportado por 6xido de tantalo (V) (PTA@Ta20s). O uso
de PTA@TazOs proporcionou a obtengdo dos compostos através da condensagdo one-pot de f3-
naftol com varios aldeidos aromaticos em condicdes livres de solvente (Esquema 15). A
atividade catalitica aprimorada atribuida ao efeito sinérgico da combinagdo de PTA com a
matriz Ta>Os resultou em curtos tempos reacionais € bons ou elevados rendimentos isolados (2-
20 min/79-95%). Segundo os pesquisadores, os sitios adcidos duplos no sistema PTA@Ta,0s,
com PTA atuando como sitio de Brensted e TaxOs como sitio de Lewis, trabalharam
sinergicamente ¢ melhoraram o processo catalitico. Além disso, no composito hibrido, a
unidade Keggin de PTA exibiu fortes interacdes com a matriz mesoporosa de TazOs,

influenciando significativamente o desempenho catalitico do compdsito mesohibrido.
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Juntamente com os beneficios adicionais de reciclabilidade e aplicabilidade por sete ciclos
reacionais sem perda significativa na atividade catalitica, a estratégia forneceu uma abordagem

sustentavel, mais verde e mais eficiente para sintetizar derivados de xanteno.

R
N
(o]
| oy PTA@Ta,05 7 .
SN (10 mg) 2-20 min
| + _— 79-95%
// Solvent-free
R 120 °C
0,5 mmol 1 mmol o
R = H; 4-CHj3; 4-OH; 4-CH30; 3-CH30; 4-NO,;4-F; 4-Br; 4-Cl; 2-NO,; 4-CN; 4-CHO

Esquema 15. Sintese de derivados de xanteno utilizando catalisador hibrido mesoporoso de
PTA@Ta>0Os. Fonte: Adaptado de Mahapatra e colaboradores (2025) [142].

Mohammadi e colaboradores (2025) [143] obtiveram derivados de xanteno utilizando
nanocompdsito de prata e 6xido de cério suportados em hematita (Fe2O3/CeO2/Ag) como
catalisador heterogéneo em condicdes livres de solventes a 90 °C (Esquema 16). Os compostos
foram alcangados por meio da reagdo envolvendo dimedona e aldeidos aromaticos em tempos
curtos e elevados rendimentos isolados (5-15 min/90-96%). Conforme os pesquisadores, esses
parametros de reagdo auxiliaram no avanco de praticas sustentdveis em sintese organica e na
simplificacdo de reacdes com um catalisador heterogéneo recuperado e reutilizado por cinco
vezes sem perda significativa na atividade catalitica. Porém, essas mesmos reagentes aplicados
em condi¢des reacionais e catalisadores diversos podem levar a produtos diferentes, como

apontado por Esmati e Zeynizadeh (2021) [144] e Kour e Gupta (2019) [145].

O o o Fe203/CeOZIAg
| (90 mg) .
S + — 5-15 min
|// Solvent-free 90-96%
90 °C
1 mmol 2 mmol

R = H; 4-CHj; 4-OH; 4-CH30; 4,2-Cl; 3-Cl; 3-CH3 4-NO,;4-F; 4-Br; 4-CI; 3-NO,

Esquema 16. Sintese de derivados de xanteno utilizando nanocomposito de Fe2O3/CeO2/Ag
como catalisador heterogéneo. Fonte: Adaptado de Mohammadi e colaboradores (2025) [143].

Os pesquisadores Esmati e Zeynizadeh (2021) [ 144] obtiveram derivados de tetracetona,

além de derivados de xanteno, ao utilizarem aldeidos aromaticos € dimedona com 6xido de
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grafeno sem modificacdo (OG) ou ele reduzido e suportado em nanocomposito de magnetita e
niquel (rOG@Fe304@Ni) como catalisador em condig¢des livres de solvente a 90 °C. No
trabalho, os resultados mostraram que OG e rOG@Fe3;04@Ni em condigdes otimizadas
aceleraram as reacdes quimiosseletivamente de tal forma que OG direcionou as reagdes para a
producdo de derivados de tetracetonas, enquanto o rOG@Fe3O04@Ni levou as reacdes um passo
adiante e forneceu os derivados de xanteno como produtos de ciclizacdo (Esquema 17). Todas
as reagOes foram realizadas em 1—-15 min, proporcionando os produtos derivados de xanteno e
tetracetona correspondentes em rendimentos altos a excelentes (80-98%). Embora o mecanismo
exato das reagdes na presenca dos catalisados de OG e rOG@Fe304@Ni nao seja claro, as vias
mecanisticas plausiveis descritas no trabalho podem desempenhar um papel para fornecer
produtos derivados de xanteno e tetracetona. A reutilizacdo de OG e rOG@Fe;O4@Ni também

foi examinada por quatro ciclos consecutivos sem perda significativa de atividade catalitica.

R
|\\
OH Y o 1-15 min
80-98%
oG
(1,5 Mg 5
0 o o /)' HO
X +
|// Solvent-free
R 90 °C
0,5 mmol 1mmol  roE 213 mi
G((1@593°4@Ni 50-06%
y mg)
R = H; 2-CH30; 4-OH-3-CH30; 4-CH30; 4,2-Cl; 2-Cl; 3-CH3 4-NO,; 4-Cl; 3-NO,

Esquema 17. Sintese de derivados de xanteno e tetracetonas utilizando OG e rOG@Fe;Os@Ni
como catalisador heterogéneo. Fonte: Adaptado de Esmati e Zeynizadeh (2021) [144].

A sintese de derivados de tetracetona também foi alcangada por Thakur e colaboradores
(2024) [146] ao utilizarem 2-aminopirazina como catalisador basico de Lewis na reagdao
sequencial de Knoevenagel-Michael entre dimedona e aldeidos aromaticos em acetonitrila
como solvente a 80 °C. Os rendimentos dos produtos variaram de 90 a 97% em 2-3 h de reacao,
dependendo das substituicdes no aldeido (Esquema 18). Além disso, os pesquisadores
observaram através de dados de difracao de raio-X e espectrometria de massa de ionizagdo por
eletrospray que, em meio de solvente, a estrutura final da tetracetona existe na forma dimérica,

enquanto que, na forma cristalina, a molécula monomérica existe com ligacdo de hidrogénio
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intramolecular, respectivamente. Neste trabalho, também ndo foi relatado sobre estudos de

recuperagdo e reciclagem do catalisador.

R1
<
2
fo) o HO
| (0) O 2-aminopirazina
X (3 mmol) 2-3h
| + L 90-97%
1// ACN, 80 °C
R OHO
5 mmol 10 mmol
R' = H; 4-NO,; 3-NO,; 4-CH50; 4-Br; 4-CHg; 2-OH; 4-OH-3-CH30

Esquema 18. Sintese de derivados de tetracetona utilizando 2-aminopirazina como catalisador
basico de Lewis. Fonte: Adaptado de Thakur e colaboradores (2024) [146].

Outro protocolo foi elaborado por Chaudhary e colaboradores (2024) [147] para a
sintese de derivados de tetracetona. Os pesquisadores utilizaram uma mistura eutética profunda
(do inglés deep eutectic mixture - DEM) de acido oxalico e L-prolina como catalisador acido
de Bronsted para a sintese de derivados de tetracetona sob condi¢des de reacdao a temperatura
ambiente e etanol aquoso (1:1, v/v) como solvente. Os produtos desejados foram obtidos com
bons rendimentos (65-92%) em um curto espaco de tempo (20-30 min) (Esquema 19). O uso
de etanol aquoso como meio de reagdo torna essa abordagem mais viavel e ecologicamente
correta, pois o produto alvo se solidifica apds a conclusdo da reagdo, a etapa de purificacdo se
torna mais simples e obtida sob condi¢des de reagdo muito suaves com bons rendimentos.
Embora o uso de DEMs tenha ganhado crescente interesse entre os quimicos sintéticos devido
a sua sustentabilidade, custo-beneficio e facilidade de reuso, a abordagem desenvolvida pelos
pesquisadores ainda carece de relatos sobre estratégias eficazes para a recuperagao e reciclagem

desse material.

R1
<
2
o o HO
| (0] O L-prolina:acido oxalico _
X (1:1) (20 mol %) 20-30 min
| : — 65-92%
// etanol aquoso (1:1, v/v)
R (5mL), t.a OHO
1 mmol 2 mmol
R' = H; 4-NOy; 4-Cl; 4-F; 2-NO; 3-Cl; 4,3-CH30; 2,3-CH30; 4-Br; 4-CHj; 2-OH; 3-OH

Esquema 19. Sintese de derivados de tetracetona utilizando DEMs de L-prolina:acido oxalico
como catalisador 4cido de Bronsted. Fonte: Adaptado de Chaudhary e colaboradores (2024)
[147].
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Nanofibras de celulose funcionalizadas com DBU (CNF@DBUJCI]) também foram
avaliadas por Lasemi e colaboradores (2020) [148] na sintese de derivados de tetracetona na
reacdo entre aldeidos aromaticos ou alifaticos e compostos 1,3-dicarbonilico usando agua a
temperatura ambiente (Esquema 20). Na presenga de CNF@DBUJ[CI], as tetracetonas foram
obtidas em rendimentos de 80—-96% sob condi¢des de reacdo suaves e tempos relativamente
curtos (2-240 min). No sistema, o catalisador foi recuperado e reutilizado quatro execugdes
sucessivas sem perda significativa de atividade catalitica. De acordo com os pesquisadores, o
método apresentou diversas vantagens significativas, como a utilizacao de multiplos substratos,
um processamento simplificado, a dispensa de etapas de extragdo ou purificagdo
cromatografica, condigdes ambientalmente sustentaveis e a auséncia de solventes prejudiciais.
Contudo, ¢ importante destacar que o estudo ndo especifica se a metodologia proposta resulta

na obtencdo de derivados de xanteno apos tempos de reacdo mais prolongados.

R‘]
o <
| o o CNF@DBUICI] \
| * e 80-96%
// H,O (5 mL) t.a
R R? R? R R2
1 mmol 2 mmol R2 OH O R?
R' = H; 4-NO,; 3-NO,; 4-CH30; 4-Br; 4-CHg; 2-OH; 4-OH-3-CH;0 R? = H ou CHg

Esquema 20. Sintese de derivados de tetracetona utilizando CNF@DBUJ[CI] como catalisador
heterogéneo. Fonte: Adaptado de Lasemi e colaboradores (2020) [148].

Embora a literatura tenha explorado uma ampla gama de abordagens [18, 149] ainda
nao ha relatos de métodos que utilizem quitosana comercial como organocatalisador para a
sintese de derivados de xanteno e tetracetona. Considerando a quitosana como um material
versatil e promissor, sua aplicagdo na obtengdo desses compostos pode abrir novas
possibilidades tanto para pesquisadores em laboratdrios académicos quanto para a industria

quimica, incentivando o desenvolvimento de processos mais sustentaveis, simples e eficientes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a eficiéncia catalitica de materiais de quitosana de peso molecular baixo (QPB)
comercial e funcionalizada com EDTA (QPB-EDTA-72h) como organocatalisadores
reciclaveis para obtengdo de compostos bioativos via condensagao de Knoevenagel e reagdes

sequenciais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar os adutos de Knoevenagel a base de aldeidos aromaticos e derivados de isatina

utilizando QPB-EDTA-72h como organocatalisador;

- Testar a atividade catalitica dos materiais de quitosana para a sintese de acidos cumarino-3-

carboxilicos a partir de salicilaldeido e 4cido de Meldrum sob condigdes diversas;

- Ampliar a série de acidos cumarino-3-carboxilicos utilizando salicilaldeidos substituidos e

acido de Meldrum nas condi¢des otimizadas;

- Testar a atividade catalitica dos materiais de quitosana para a sintese de derivados de xanteno

com saliciladeido e dimedona;

- Ampliar a série de derivados de xanteno utilizando saliciladeidos ou benzaldeidos substituidos

e dimedona nas condi¢des otimizadas;

- Verificar a reciclabilidade dos materiais utilizados como organocatalisador para a obtencao

dos adutos de Knoevenagel derivados de isatina, 4cidos cumarino-3-carboxilicos, derivados de

xanteno e tetracetona;

- Avaliar através de testes in vitro a atividade antimicrobiana dos adutos de Knoevenagel

derivados de aldeidos aromaticos ou isatina e dos acidos cumarino-3-carboxilicos;

- Avaliar através de testes in vitro a atividade antileishmania e larvicida frente Aedes aegypti

dos adutos de Knoevenagel derivados de aldeidos aromaéticos e isatina, respectivamente;

- Avaliar através de testes in vifro a atividade antitumoral dos derivados de xanteno e

tetracetona.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SOLVENTES E REAGENTES
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Todos os reagentes e solventes utilizados para o desenvolvimento experimental deste

trabalho estdo listados na Tabela 3, bem como a procedéncia dos respectivos.

Tabela 3. Reagentes e solventes utilizados nos procedimentos experimentais e suas
procedéncias (continua).

REACOES DE CONDENSACAO DE KNOEVENAGEL E SEQUENCIAIS

Reagentes/Solventes Procedéncia
Tolueno 99,5% Tedia®
Tetra-hidrofurano 99% Sigma-Aldrich®
Etanol absoluto, 200 proof 99,5% Tedia®
Metanol 99,8% Dinamica®
Agua deionizada LCCQS
Hexano 98,5 % Quimica moderna®
Acetato de etila 99,8% Tedia®
Malononitrila >99% Sigma-Aldrich®
Acido de Meldrum 98% Sigma-Aldrich®
Dimedona 95% Merck®
Benzaldeido >98% Sigma-Aldrich®
3-Nitrobenzaldeido 99% Merck®
4-Nitrobenzaldeido 99% Merck®
4-Clorobenzaldeido 97% Sigma-Aldrich®

4-Metoxibenzaldeido 98%
3-Metoxibenzaldeido 98%
2-Nitrobenzaldeido 99%
2-Metoxibenzaldeido 98%
3-Hidroxibenzaldeido 99%
4-N,N-(Dimetilamino)benzaldeido 99%
4-Bromobenzaldeido 99%
1-Naftaldeido 95%
2,4-Dimetoxibenzaldeido 99%

Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Merck®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®




Tabela 3. (Continuagdo) Reagentes e solventes utilizados nos procedimentos experimentais €

suas procedéncias.
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3-Piridinacarboxialdeido 98%
Isatina 97%
5-Fluoroisatina 98%
5-Metilisatina 95%
5-Cloroisatina (sintetizado)
5-Bromoisatina (sintetizado)
5-Metil, N-metilisatina (sintetizado)
5-Metil, N-benzilisatina (sintetizado)
N-Metilisatina (sintetizado)
Saliciladeldeido 98%
5-Nitrosalicilaldeido
5-Clorosalicilaldeido 98%
5-Bromosalicilaldeido 98%
5-Metoxisalicilaldeido 98%
4-(Dietilamino)salicilaldeido 98%
4,6-Dimetoxisaliciladeido 98%
Orto-vanilina 99%
Quitosana de Peso Molecular Baixo (QPB),
GD = 75-85%

Quitosana de Peso Molecular Baixo

Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
LASOM
LASOM
LASOM
LASOM
LASOM
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

funcionalizada com EDTA (QPB-EDTA-72h) LCCQS
(sintetizado)
MEDIDAS INSTRUMENTAIS
Reagentes/Solventes Procedéncia
Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-de) 99,9%
+0,05% v/v TMS Cambridge Isotope Laboratories®

Cloroformio deuterado (CDCls) estabilizado
com prata, 99,8%

Agua deuterada (D20), filtrada e 99,8% de
atomos de Deutério

Acido acético deuterado (CD3;CO2D) > 99.9%
de atomos de Deutério

Brometo de potéssio (KBr) grau FT-IR, >99%

Cambridge Isotope Laboratories®
Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®
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4.2 MEDIDAS INSTRUMENTAIS

As medidas instrumentais utilizadas para caracterizar os catalisadores e os produtos da

reacdo de condensagdo de Knoevenagel e reagdes sequenciais estdo descritas na Figura 5.

CATALISADORES COMPOSTOS BIOATIVOS
Espectroscopia de Infravermelho Ressonancia Magnética
por Transformada de Fourier Nuclear de Hidrogénio (RMN
(FT-IR); 'H) e Carbono-13 (RMN Q).
Ressonancia Magnética Nuclear Ponto de Fusdo (M.p.).
de Hidrogénio (RMN 'H).

N J \_ )

Figura 5. Medidas instrumentais usadas na caracteriza¢ao dos catalisadores e dos compostos
bioativos.

4.2.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (FT-IR) das quitosanas de peso
molecular baixo (QPB) comercial e funcionalizada com EDTA (QPB-EDTA-72h) foram

registrados na faixa espectral de 400-4000 cm!

em um espectrofotdometro FT-IR (Fourier
Transform Infrared Spectrophotometer), modelo IRPrestige-21 da Shimadzu®, localizado no
Laboratorio de Sintese Organica Medicinal (LASOM) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). Para isso, foram utilizadas pastilhas de KBr como suporte para as analises das amostras
e o registro dos espectros foi programado via software IRSolution®. Os dados obtidos foram

tratados no software OriginPro® 8.5.

4.2.4 Cromatografia em Camada Delgada

O progresso das reagdes de condensacdo de Knoevenagel e reagdes sequenciais foi
acompanhado através da Cromatografia em Camada Delgada (CCD), utilizando mini placas de
aluminio revestidas com silica gel (com marcador de fluorescéncia), e os reagentes de partidas
e produtos ja disponiveis como referéncia. A camara ultravioleta com lampada UV de
comprimento de onda igual a 254 nm foi utilizada como revelador. As substancias mais polares,

como os produtos de Knoevenagel, apresentavam um menor fator de retengdo (Ry), ficando
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mais proximas da linha base da placa cromatografica. Dessa forma, os produtos foram

facilmente diferenciados dos substratos carbonilados nas placas de CCD.

4.2.5 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 ou CDCIl3; como solvente e registrados em um espectrometro
VARIAN® Mercury Spectra AC 20 (100 e 500 MHz), pertencente a Unidade de Central
Analitica (UNICAL) do Instituto de Pesquisa em Féarmacos e Medicamentos da UFPB,
IPeFarM-UFPB. Os dados obtidos nas analises foram tratados no software MestReNova®,
versao 6.1.0-6224.

4.2.6 Determinagao dos Pontos de Fusao

As medidas dos pontos de fusdo (P.F.) foram realizadas em equipamento de fusao a seco
da marca Fisatom, modelo 431, localizado no Laboratorio de Sintese Organica e Biocatélise
(LaSOB) da UFPB. As amostras foram colocadas em capilares e submetidos a aquecimento.
Através da lente de aumento, presente no equipamento, foi realizada a leitura do ponto de fusao

com auxilio de um termometro. As medidas foram realizadas em duplicatas.
4.3 SINTESE DOS COMPOSTOS BIOATIVOS
4.3.1 Obteng¢ao da mistura binaria etanol:agua (3:7 v/v)

A mistura bindria etanol:agua (3:7 v/v) foi preparada utilizando 3 mL de etanol 99,5% e
7 mL de 4gua deionizada. A solucdo foi agitada manualmente até atingir temperatura ambiente
e armazenada sob refrigeracdo em recipiente ambar.
4.3.2 Procedimento geral para a sintese dos adutos de Knoevenagel

A sintese dos adutos de Knoevenagel utilizando aldeidos aromadticos ou isatinas foi
realizada seguindo metodologia de Abrantes e colaboradores (2022) [24]. Porém, houve

alteracdo do método de isolamento dos produtos, a fim de minimizar o nimero de etapas do

processo € aumentar o potencial de reciclagem do organocatalisador. De modo geral, em um
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baldo de reagdo, foram adicionados 0,4 mL de mistura bindria etanol:agua (3:7 v/v), 1 mmol do
composto carbonilico, 3 mg do catalisador de QPB-EDTA-72h e 1 mmol de malononitrila. O
sistema foi fechado com septo de borracha e permaneceu sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente. A reacdo foi monitorada por CCD até o desaparecimento do composto carbonilico
utilizando mistura de hexano:acetato de etila (4:1 v/v) como eluente. Ap6s o término da reacao,
foram adicionados 2,5 mL de dgua gelada e, em seguida, o sistema foi filtrado sob pressao
reduzida. A mistura de produto e catalisador foi solubilizada em acetato de etila e filtrada sob
pressao reduzida para separar do catalisador. Posteriormente, o produto solubilizado foi
rotaevaporado para quantificacdo e caracterizagdo por RMN de 'H, 1°C e PF. O catalisador foi
lavado com agua destilada e etanol, posteriormente, seco a pressao reduzida por 12 horas para
posterior reutilizacdo. Todos os ensaios foram realizados no LaSOB, coordenado pela

professora Dra. Juliana Alves Vale.

4.3.3 Procedimento geral para sintese dos acidos cumanino-3-carboxilicos

Em um baldo de reagdo, foram adicionados 2,5 mL de agua deionizada, 0,5 mmol de
salicilaldeido, 10 mg do catalisador de QPB e 0,5 mmol de adcido de Meldrum. Posteriormente,
o sistema foi fechado com septo de borracha e submetido a agitacio magnéticaa 75 °C. A reagdo
foi monitorada por CCD utilizando solucao de hexano:acetato de etila (7:3, v/v) como eluente
até o completo consumo do saliciladeido. Confirmado a inexisténcia de saliciladeido, o septo
de borracha foi removido para evaporagdo do solvente e 5 mL de acetato de etila ou metanol
foram adicionados ao sistema ainda em aquecimento para solubiliza¢do do produto, permitindo
a separacao do catalisador por filtragcdo a pressao reduzida. O produto solubilizado foi seco em
NaSO4 anidro e recristalizado no solvente utilizado anteriormente. Por fim, a quitosana foi
lavada trés vezes com solugdo de NaOH (0,4 mol/L) para garantir total precipitacdo e remog¢ao
dos residuos do produto impregnados em sua superficie, dgua deionizada e etanol,
posteriormente filtrada e seca sob pressao reduzida por 4 horas para posterior utilizagdao. O
produto foi caracterizado por RMN de 'H e RMN de !*C. Todos os ensaios foram realizados no

LaSOB, coordenado pela professora Dra. Juliana Alves Vale.

4.3.4 Procedimento geral para a sintese dos derivados de xanteno e tetracetona

De modo geral, em um baldo de reagdo, foram adicionados 2,5 mL de 4gua deionizada,

0,6 mmol do aldeido, 10 mg de catalisador QPB comercial € 1 mmol de dimedona. O sistema
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foi fechado e mantido sob agitacdo magnética a 75 °C. A reacao foi monitorada por CCD até o
desaparecimento da dimedona utilizando mistura de hexano:acetato de etila (6:4 ou 7:3, v/v,
para xantenos e tetracetonas, respectivamente) como eluente. Apos o término da reacao, foram
adicionados 2,5 mL de agua gelada e, em seguida, o sistema foi filtrado sob pressao reduzida.
A mistura sélida de produto e catalisador foi solubilizada em acetato de etila ou metanol, filtrada
para separagdo do catalisador e recristalizagdo do produto nesse mesmo solvente. Apos
filtragdo, secagem e quantificacdo, os produtos foram caracterizados por RMN de 'H, '*C e P.F.
O catalisador foi lavado com solugdo de NaOH (0,4 mol/L), agua destilada, etanol e seco a
pressdo reduzida por 4 horas para posterior reutilizagdo. Todos os ensaios foram realizados no

LaSOB, coordenado pela professora Dra. Juliana Alves Vale.

4.4 ANALISE in vitro DE ATIVIDADE BIOLOGICA

4.4.1 Andlise da atividade larvicida dos adutos de Knoevenagel contra Aedes aegypti

A atividade larvicida dos adutos de Knoevenagel (1a-l) foi avaliada seguindo as
recomendacdes da OMS [106]. Os ensaios foram realizados no Laboratério de Biotecnologia
Aplicada a Parasitas e Vetores (Lapavet) do Centro de Biotecnologia da UFPB, coordenado
pela professora Dra. Fabiola da Cruz Nunes. Foram usadas larvas de quarto estagio (L4) de
Aedes aegypti (cepa RecLab-Lapavet), considerada fase final do desenvolvimento larval antes
da metamorfose para pupa. Nessa etapa, as larvas apresentam maior tamanho corporal e uma
coloragdo mais escura em comparagdo aos estdgios anteriores. Essas caracteristicas sao de
grande importancia em estudos de controle bioldgico e ensaios larvicidas, pois representa o
momento em que as larvas estdo mais resistentes e metabolicamente ativas.

Os adutos de Knoevenagel foram diluidos em vérias concentragdes (0,5 a 0,001 mg/mL)
usando 10 mL de solucao Tween 80 (2%) em agua destilada. 25 larvas de estagio L4 foram
transferidas para tubos Falcon contendo as solugdes de adutos de Knoevenagel. Um grupo
controle foi preparado usando apenas a solugdo Tween 80 (2%) em agua destilada. Os tubos
foram incubados por 24 horas a 28 °C, com 12 horas de luz natural e 12 horas de escuriddo. A
mortalidade larval foi avaliada apos 24 horas de incubagdo. Todos os testes foram realizados
em triplicata. Andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05) foram aplicados para

determinar diferengas significativas entre os grupos.
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4.4.1.1 Perfil celular

O bioensaio de perfil celular foi realizado com hemolinfa coletada de 20 larvas (L4)
expostas a concentragao letal semimaxima (CLso) das fragdes de adutos de Knoevenagel 1c e
1g por 24 h. As larvas foram lavadas em solucdo salina tamponada com fosfato (do inglés,
phosphate-buffered saline - PBS) e imobilizadas sob refrigeragdo (1-2 min). Em seguida, foram
colocadas em uma placa de Petri e decapitadas com o auxilio de uma lupa e lamina de bisturi.
A hemolinfa foi coletada com uma micropipeta e transferida para um tubo Eppendorf de 1,5
mL contendo 100 pL de PBS. A porc¢ao de hemolinfa foi centrifugada a 6500 rpm por 10 min.
O sobrenadante foi descartado e 20 uL da porgdo celular foram transferidos para outro
Eppendorf com 160 pL de PBS. Uma aliquota de 10 puL foi colocada em uma camara de
Neubauer para andlise da integridade e viabilidade celular com um microscopio, usando uma

lente objetiva de 20x.

4.4.1.2 Medig¢ao de 6xido nitrico

A producao de 6xido nitrico (NO) foi medida usando o reagente de Griess em uma
porcao de hemolinfa coletada de 20 larvas (L4) apds exposi¢do a CLso dos adutos de
Knoevenagel 1c¢ e 1g por 20 minutos, resultando no volume final de 20 uL. em PBS [150]. Os
grupos de controle foram expostos apenas a agua destilada e Tween 80 (2%) pelo mesmo
intervalo de tempo. Os ensaios foram realizados em triplicata. Para determinar as concentragdes
de NO2~, uma aliquota de cada amostra foi analisada por espectrofotometria. A absorbéncia foi
medida usando um leitor de microplacas com um filtro de 562 nm, e a quantificagdo de NO foi
realizada usando uma curva padrao de NaNO> como referéncia. As analises estatisticas foram
conduzidas com o software GraphPad Prism versdao 8.0 para Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA, EUA). Diferencas significativas entre os grupos foram avaliadas pela andlise

de variancia (ANOVA), seguida pelo pds-teste de Tukey, quando apropriado (p < 0,05).

4.4.1.3. Ensaio de citotoxicidade frente a Artemia salina

O ensaio de toxicidade foi realizado utilizando nauplios de Artemia salina. Uma solucao
salina foi preparada com sal marinho na concentragao de 30 g/L e o pH foi ajustado para a faixa
de 8,0-9,0 utilizando solucao de NaOH 0,1 mol/L. Essa soluc¢do foi utilizada tanto para a

eclosdo dos ovos de Artemia salina quanto para o preparo das diluigdes de teste. Os ovos foram
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incubados na solucdo salina por 48 horas a 25 °C sob aeragdo constante para permitir a eclosao.
Apos esse periodo, 10 larvas de Artemia salina foram transferidas para tubos de ensaio
contendo as substancias-teste (1¢ e 1g) nas concentracdes de 20 e 40 ppm. Para o controle
negativo, 10 larvas por grupo foram mantidas na mesma solugdo salina na qual os nauplios
haviam eclodido. Os ensaios foram realizados em quintuplicata e, ap6s 24 horas, registrou-se o

nimero de organismos vivos € mortos.

4.4.2 Analise da atividade antileishmania dos adutos de Knoevenagel derivados de isatina

A avaliagdo da atividade antileishmania dos adutos de Knoevenagel derivados de isatina
(2a-h) foi conduzida no Laboratério de Imunologia das Doengas Infecciosas (LABIDIC),
vinculado ao Centro de Biotecnologia da UFPB, sob a coordenagdo da professora Dra. Tatjana
Keesen de Souza Lima Clemente. A espécie Leishmania infantum foi selecionada para os
ensaios por ser o agente parasitologico responsavel pela forma mais grave da doenca, a
leishmaniose visceral. As analises envolvendo amostras de fluidos humanos foi autorizada pelo

Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Satide (CCS) da UFPB (N°.: 404.854 ¢ 7.884.565).

4.4.2.1 Cultura e manutencao de parasitas in vitro

As formas promastigotas de Leishmania infantum
[IOC/L0579(MHOM/BR/1974/PP75)] foram cultivadas em meio de Schneider, pH 7,0,
suplementado com 20% de soro bovino fetal inativado pelo calor, 2% de urina humana
masculina, 100 U/mL de penicilina e 100 mg/L de estreptomicina, e os parasitas foram mantidos
a26 °C. O procedimento para obten¢ao da forma amastigota axénica extracelular de Leishmania
infantum foi baseado em métodos descritos anteriormente [151], modificados usando um meio
de Schneider reajustado para pH 5,5 a 37 °C. A cultura das formas promastigotas na fase
estaciondria foi centrifugada, e o meio dessas células foi substituido e diferenciado em
amastigotas axénicas por mudancas de temperatura e pH do meio. Os parasitas foram mantidos

em cultura por no maximo 20 passagens.

4.4.2.2 Atividade antileishmania sobre formas promastigotas e amastigota axénica

A atividade antileishmania dos adutos de Knoevenagel derivados de isatina foi avaliada

utilizando o teste do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio). Em placa
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de 96 pocgos, foram adicionados 50 puL de meio Schneider suplementado e, posteriormente,
adicionados os dos adutos de Knoevenagel derivados de isatina (2a—h) em triplicata,
previamente diluidos em meio Schneider suplementado para um volume final de 100 pL para
cada pocgo nas concentragdes de 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12pg/mL. Por fim, cerca
de 1 x 10° M de promastigotas por pogo foram adicionadas, sendo essa concentragio alcangada
via reajuste da cultura controle apds contagem em camara de Neubauer com adicdo de meio
Schneider suplementado para o alcance da concentragdo de células necessaria.

As amostras foram incubadas por 72 h em estufa de DBO a temperatura de 26°C. Ao
final da incubagdo, foram adicionados 10 pL de MTT diluido em tampao fosfato-salino a uma
concentragdo final de 5 mg/mL. Posteriormente, foram incubados por mais 4h em estufa de
DBO a 26°C, e em seguida adicionado 50uL de dodecil sulfato de s6dio a 10%. A placa ficou
em overnight para dissolucdo do formazano e por Ultimo, foi realizada a leitura a 540 nm em
leitora de placa (Biotek modelo ELx800). O branco foi mantido na auséncia de substancias,
contendo assim apenas meio Schneider suplementado.

O controle positivo foi realizado na presenca de anfotericina B (AmB) como farmaco
de referéncia comumente usado no tratamento da leishmaniose visceral. J4 o controle negativo
foi realizado apenas com promastigotas em meio Schneider suplementado na auséncia dos
compostos. A porcentagem de inibicdo de crescimento das substancias avaliadas foi calculada
em relacdo a cultura controle. O mesmo procedimento foi seguido para avaliar a inibicao da
forma amastigota axénica usando os mesmos compostos com as seguintes modificagdes: o
tempo de tratamento foi encurtado para 24 h, e a temperatura do teste foi elevada para 37 °C a

um pH de 5,5. Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata.

4.4.2.3 Citotoxicidade dos adutos de Knoevenagel derivados de isatina frente a gldbulos

vermelhos humanos

A avaliacao da atividade hemolitica foi realizada a partir de globulos vermelhos
humanos com tipo sanguineo O, coletado de voluntarios saudaveis com anticoagulante EDTA.
Ap0s a coleta, os globulos vermelhos humanos foram diluidos em 80 pL de PBS e ajustado a
uma concentracdo do sangue para 5% de heméacias. Em seguida, os adutos de Knoevenagel
derivados de isatina (2b, 2¢ e 2g) foram adicionados em concentragdes seriadas de 400 a 3,12
pg/mL e de 50 a 3,12 pg/mL para a AmB. Posteriormente, as amostras incubadas durante 1 h a
37°C e a reagdo foram interrompidas pela adicdo de 200 pL de tampao fosfato-salino

novamente. Apds o tempo de exposicao, as suspensoes passaram por processo de centrifugacao
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(112 x g durante 10 minutos) a temperatura ambiente e cada sobrenadante foi transferido para
outra placa de 96 pogos. A hemoglobina liberada foi monitorizada através da medi¢do da
absorbancia a 550 nm para quantificar a atividade hemolitica. A auséncia (controle negativo) e
100% de hemolise (controle positivo) puderam ser determinadas a partir da substituicdo da
solugdo de amostra testada com igual volume de PBS e dgua Milli-Q estéril (hemolise por
choque hipotonico), respectivamente. O experimento se sucedeu em duplicata, em trés
experimentos independentes e os resultados foram expressos em concentragdo hemolitica

semimaxima (CHso), considerando o controle positivo como 100% de hemolise.

4.42.4 Citotoxicidade dos adutos de Knoevenagel derivados de isatina em Células

Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs)

A citotoxicidade in vitro foi avaliada usando Células Mononucleares do Sangue
Periférico (do inglés Peripheral Blood Mononuclear Cells - PBMCs) coletadas de trés
voluntarios saudaveis (2 homens, idade média de 33 anos; e 1 mulher, idade de 28 anos). As
PBMCs foram separadas por gradiente de densidade usando Ficoll Paque PLUS, peletizadas
por centrifugagdo (400 pg por 40 min) e ressuspensas em meio RPMI 1640, entdo
suplementadas com 10% de soro bovino fetal e 1% de solug@o antibiodtica (penicilina 5000
Unidades/mL + estreptomicina 5000 pg/mL). Apos 24 h de tratamento, a viabilidade celular foi
avaliada pelo método colorimétrico modificado com base no corante tetrazélio MTT.

O ensaio MTT foi usado para citotoxicidade in vitro conforme descrito anteriormente
com as seguintes modificagdes: as células foram expostas a concentracoes diluidas em série de
adutos de Knoevenagel derivados de isatina (100 a 7,8 uM) e AmB (100 a 0,78 uM). As placas
foram mantidas a 37 °C por 24 h. MTT (5 mg/mL) foi adicionado e incubado por 4 h a 37 °C,
apds o que as placas foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e DMSO foi
adicionado, deixando as placas sob agitacdo para solubilizar os sais de formazano. A
absorbancia foi medida a 540 nm usando um leitor de placas. A porcentagem média de células

viaveis foi calculada em relacao ao controle nao tratado.

4.4.2.5 Analise de dados e estatisticas

Os valores de concentracdo inibitoria semiméaxima (Clso), concentragcdo efetiva

semimaxima (CEso), concentragdo citotoxica semimaxima (CCso) e concentragdo hemolitica

semimaxima (CHso) foram calculados usando o programa GraphPadPrism® (versdao 6.0; San
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Diego, CA, EUA). A andlise estatistica foi realizada usando regressdo ndo linear (ajuste de
curva). A menos que indicado de outra forma, os ensaios foram realizados em triplicatas e trés
experimentos independentes. As diferengas estatisticas entre os tratamentos foram avaliadas por
analise de variancia (ANOVA) com o teste post hoc de Tukey em um nivel de significancia de

0,05.

4.4.3 Analise da atividade antimicrobiana dos adutos de Knoevenagel e 4cidos cumarino-3-

carboxilicos

Os adutos de Knoevenagel derivados de aldeidos aromaticos (1a-1) ou isatina (2a-h) e
acidos cumarino-3-carboxilicos (3a-i) foram submetidos aos ensaios bioldgicos para avaliagao
da atividade antimicrobiana sobre cepas de 4 bactérias, 4 fungos leveduriformes e 4 fungos
filamentosos. Os antifungico e antibacteriano usados como controles foram fluconazol e
gentamicina, respectivamente (Sigma-Aldrich/Merck KGaA). Os produtos foram pesados e
devidamente solubilizados em 150 uL (3 %) de DMSO e adicionados 100 pL de Tween 80
(2%), completando-se o volume final com dgua destilada esterilizada q.s.p. 5 mL. Dessa forma,
foi obtida a concentracdo inicial dos produtos de 1024 pg/mL e diluido em série até 2 pg/mL
[152, 153].

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliacdo da atividade bioldgica foram
Agar Brain Heart Infusion (BHI), Agar Sabouraud Dextrose (ASD) - adquiridos da Difco
Laboratories Ltd, USA, France, para manutencdo, respectivamente, das cepas de bactérias e
fungos. Para os ensaios de atividade bioldgica, meio RPMI 1640 com L-glutamina e sem
bicarbonato foram usados (Difco Laboratories Ltd, USA, France e INLAB, Sao Paulo, Brasil).

Todos os meios foram preparados conforme as descri¢des dos fabricantes.

4.4.3.1 Micro-organismos

Para os ensaios de atividade bioldgica dos produtos, foram utilizadas as seguintes cepas
microbianas: Staphylococcus aureus ATCC-13150, Staphylococcus epidermidis ATCC-12228,
Pseudomonas aeruginosa ATCC-25853, Escherichia coli ATCC-18739, Candida albicans
ATCC-76485, Candida albicans LM-70, Candida tropicalis ATCC-13803, Candida tropicalis
LM-77, Aspergillus flavus LM-26, Aspergillus flavus LM-55, Aspergillus niger LM-23,

Penicillium citrinum ATCC-40011. Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Micologia,
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Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFPB,
coordenado pela professora Dra. Edeltrudes de Oliveira Lima.

Foram utilizados para os testes repiques recentes em ASD inclinado e incubados a
3542°C para bactérias ou fungos leveduriformes e a temperatura ambiente (t.a. = 28-30 °C) para
fungos filamentosos. Para preparagdo do indculo, as colonias obtidas de culturas das cepas de
bactérias em meio BHI e fungos em meio ASD, foram suspensas em solugao fisiologica a 0,9%
estéril e ajustadas de acordo com o tubo 0,5 da escala padrao de Mc Farland para obtengao de

10® UFC/mL para os fungos e 108 UFC/mL para as bactérias [152, 154-156].

4.4.3.2 Concentragdo Inibitoria Minima (CIM), Fungicida Minima (CFM) e Bactericida
Minima (CBM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os protocolos de
Cleeland e Squires (1991) [152] e Eloff (1998) [157]. A determinagdo da CIM das amostras
sobre cepas bacterianas e fungicas foram realizadas através da técnica de microdilui¢do em
caldo, com placa para cultura de células (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pogos
com fundo em “U”. Inicialmente, foram distribuidos 100 pLL de caldo RPMI-1640 duplamente
concentrado nos pogos das placas de microdiluicdo. Em seguida, 100 pl. das moléculas
solubilizados foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma
dilui¢do seriada a uma razdo de dois, foram obtidas concentragdes de 1024 até¢ 2 pg/mL. Por
fim, foi adicionado 10 puL das suspensdes das espécies fingicas/bacterianas nas cavidades, onde
cada coluna da placa refere-se, especificamente, a uma espécie. Paralelamente, foram realizados
os controles: micro-organismos (RPMI + fungos ou bactéria), para comprovagao da viabilidade
das cepas, meio de cultura (RPMI), para comprovacdo da esterilidade e controle com
gentamicina/bactérias e fluconazol/fungos. As placas preparadas foram assepticamente
fechadas e submetidas a incubagdo numa temperatura de 35 &+ 2°C por 24 - 48 horas para os
ensaios com bactérias ou leveduras e a t.a. (28-30 °C)/5-7dias para fungos filamentosos.

O produto foi considerado ativo quando inibiu, pelo menos, 50% dos micro-organismos
utilizados nos ensaios de atividade biolodgica [152, 158-161]. Apos leitura da Cocentracao
inibitéria minima (CIM), foi realizado o ensaio para determinagdo da CBM/CFM. Aliquotas de
10 pL do sobrenadante das cavidades onde foi observada completa inibi¢do do crescimento
fingico ou bacteriano (CIM, CIMx2 e CIMx4) foram adicionadas a 100 pL. de caldo RPMI
contidos em novas placas de microdilui¢ao (96 pocos) e incubadas por 24-48 horas a 35 + 2°C

para bactérias ou fungos leveduriformes e por 5-7 dias a ta. (28-30 °C) para fungos
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filamentosos. A CBM e CFM foram consideradas como sendo a menor concentra¢io do produto
teste capaz de inibir o crescimento bacteriano ou fungico, respectivamente. Os ensaios foram
realizados em triplicata e o resultado expresso pela média aritmética das concentracdes obtidas
nos trés ensaios [ 162, 163]. Paralelamente, foi realizado o controle de esterilidade (caldo RPMI
1640) e de viabilidade das espécies fungicas e bacterianas (RPMI 1640 mais in6culo de cada

micro-organismo).

4.4.4 Analise da atividade antitumoral dos derivados de xanteno e tetracetona

A andlise de citotoxicidade foi realizada utilizando o método do MTT no Laboratdrio
de Proliferacdo Celular e Céancer do Departamento de Fisiologia e Farmacologia na
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob coordenagdo da professora Dra. Gardenia
Carmen Gadelha Militdo. As linhagens celulares tumorais utilizadas foram leucemia mieloide
cronica (K-562), cancer de colon humano (HCT-116) e carcinoma pulmonar (A-549),
juntamente com a linhagem ndo tumoral derivada de tecido pulmonar normal (fibroblastos
pulmonares — MRC-5). Essas linhagens celulares foram obtidas do Banco de Células do Rio de
Janeiro.

As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibidticos. As culturas foram mantidas em incubadora a 37 °C, com atmosfera
umidificada contendo 5% de CO». A doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo.
As células foram semeadas em uma concentracdo de 1 x 10° células/mL. Para determinar a
resposta em concentracdo unica, as amostras foram testadas na concentracdo de 25 pg/mL. Uma
escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotdoxico das amostras testadas: as
amostras foram classificadas como inativas (0% de inibigdo), fracamente ativas (1-50%),
moderadamente ativas (51-75%) ou altamente ativas (76—100%).

Os experimentos foram analisados com base nos valores médios e respectivos desvios
padrao, utilizando o software LibreOffice Calc (versdo 6.4.7.2). Cada amostra foi testada em
duplicata, em dois experimentos independentes. O valor de Clso foi calculado por meio de
andlise de regressdo nao linear utilizando o software GraphPad Prism versdo 5.0A linhagem
celular K-562 foi semeada na concentragio de 0,3 x 10° células/mL, enquanto as linhagens
HCT-116, H-1299 e MRC-5 foram semeadas em 1x10° células/mL. As substincias,
previamente dissolvidas em DMSO, foram diluidas em meio RPMI para se obter a concentragao
final desejada e adicionadas em placas de 96 pocos (200 uL por pogo). As placas foram

incubadas por 72 horas em incubadora com 5% de CO; a 37 °C.
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Apo6s 69 horas de tratamento, foram adicionados 20 puL da solugdo de MTT (5 mg/mL)
a cada pogo, e as placas foram incubadas pelas 3 h restantes. Ao final da incubagdo, o produto
formazano do MTT foi dissolvido em 100 uL. de DMSO, e a absorbancia foi medida a 570 nm

em um espectrofotometro de placas (Varioskan Flash; Thermo Scientific, Finlandia).

4.5 Dados de deslocamentos dos Espectros de RMN 'H e °C

/0\©/\(CN
CN 2-(3-metoxibenzilideno)malononitrila (1g): So6lido amarelado. P.F.

obtido/literatura: 98-102 °C/102 °C. '"H RMN (300 MHz, CDCls) & 3,87 (s, 3H); 7,17 (dt, J =
7,3, 2,5 Hz, 1H), 7,46 — 7,42 (m, 2H), 7,51 — 7,48 (m, 1H), 7,75 (s, 1H). '*C RMN (75 MHz,
CDCl3) 6 55,53, 82,98, 112,59, 113,64, 114,07, 121,35, 123,90, 130,57, 132,04, 159,86, 160,14.
Dados de deslocamentos e P.F. condizentes com os obtidos por Ferreira e colaboradores (2017)

[19].

O
CN . - ofe . L1
2-(2-metoxibenzilideno)malononitrila (1i): Solido amarelado. P.F.

obtido/literatura: 68-70 °C/ 70-73 °C. '"H RMN (300 MHz, CDCls) & 3,93 (s, 3H), 7,11 — 6,96
(m, 2H), 7,59 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 8,18 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 8,30 (s, 1H). *C RMN (75 MHz,
CDCl3) 6 55,92, 81,43, 111,46, 112,95, 114,29, 120,18, 121,18, 128,85, 136,45, 154,43, 158,91.
Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Ferreira e colaboradores (2017)

[19].

2-(2,4-dimetoxibenzilideno)malononitrila (1j): Solido esverdeado.
P.F. obtido/literatura: 130-134 °C/134-136 °C. "H RMN (300 MHz, CDCls) & 3,90 (s, 3H); 3,91
(s, 3H), 6,45 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,61 (dd, J= 9,0, 2,4 Hz, 1H), 8,17 (s, 1H), 8,26 (d, J=9,0
Hz, 1H). 3C RMN (75 MHz, CDCls) & 55,85, 55,96, 76,64, 98,03, 106,72, 113,86, 113,95,
115,14, 130,74, 152,94, 161,20, 166,87. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos
obtidos por Ferreira e colaboradores (2017) [19].
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H 2-(2-oxoindolin-3-ilideno)malononitrila (2a): Solido vermelho. P.F.
obtido/literatura: 143-145 °C/143-145 °C. '"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) § 6,93 (d, 1H, J =
7,9 Hz), 7,13 (t, I1H, J=7,6 Hz), 7,56 (t, IH, J=7,6Hz), 7,87 (d, 1H, J= 7,4 Hz), 11,19 (s, 1H).
13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) § 80,59, 111,63, 113,04, 118,62, 122,91, 125,86, 137,83,
146,47, 150,59, 163,72. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Tan e
colaboradores (2019) [164].

NC

Cl /

(o)

H 2-(5-Cloro-2-oxoindolin-3-ilideno)malononitrila (2b): Soélido roxo.
P.F. obtido/literatura: 218-220 °C/219-220 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-dp): 6 6,97 (dd, 1H,
J=28,5,0,4 Hz), 7,63 (dd, 1H, J = 8,5, 2,1 Hz), 7,76 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 11,36 (s, 1H). 13C
RMN (100 MHz, DMSO-dps): 6 82,35, 111,21, 112,76, 113,34, 120,02, 124,80, 126,55, 136,98,
145,23, 149,67, 163,52. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Tan e
colaboradores (2019) [164].

NC

Br /

o
H 2-(5-bromo-2-oxoindolin-3-ilideno)malononitrila (2c): Solido roxo.
P.F. obtido/literatura: 220-222 °C/220-222 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): § 6,92 (d, 1H,
J=8,4Hz),7,73 (d, 1H, J= 10,4 Hz), 7,86 (s, 1H), 11,36 (s, 1H). '*C RMN (100 MHz, DMSO-
ds): 0 82,67, 111,58, 113,14, 114,12, 114,44, 121,86, 128,04, 140,14, 145,95, 149,86, 163,77.
Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Tan e colaboradores (2019)

[164].
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H 2-(5-Fluoro-2-oxoindolin-3-ilideno)malononitrila (2d): So6lido roxo. P.F.
obtido/literatura: 242-245 °C/243-245 °C. '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 6,96 (dd, 1H,
ArH, J =87, 4,3 Hz), 7,47 (td, 1H, J= 9,0, 2,7 Hz), 7,55 (dd, 1H, J = 8,3, 2,6 Hz), 11,24 (s,
1H). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): § 82,41, 111,32, 111,95, 112,20, 112,76, 113,02, 113,10,
119,24, 119,34, 124,44, 124,68, 143,06, 150,28, 150,31, 156,48, 158,80, 163,81. Dados de

deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Tan e colaboradores (2019) [164].
NC

[

CN

o
N 2-(5-metil-2-oxoindolin-3-ilideno)malononitrila (2e): Solido roxo
escuro. P.F. obtido/literatura: 175-180 °C/179-183 °C. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds): § 2,27
(s, 3H), 6,83 (d, 1H, J= 8,0 Hz), 7,39 (dd, 1H, J= 8,1, 0,9 Hz), 7,64 (s, 1H), 11,09 (s, 1H). 1*C
RMN (100 MHz, DMSO-dy): & 20,47, 80,29, 111,54, 111,60, 113,08, 118,67, 125,74, 131,97,
138,57, 144,46, 150,58, 163,81. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos
por Tan e colaboradores (2019) [164].

\ 2-(1,5-Dimetil-2-oxoindolin-3-ilideno)malononitrila (2f): Sélido
marrom. P.F. obtido/literatura: 235-240 °C/241-243 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): § 2,30
(s, 3H), 3,12 (s, 3H), 7,05 (d, 1H, J = 8,1 Hz), 7,49 (d, 1H, J = 8,1 Hz), 7,69 (s, 1H). °C RMN
(100 MHz, DMSO-ds): 6 20,47, 26,30, 80,96, 110,45, 111,51, 113,01, 118,06, 125,57, 132,60,
138,32, 145,24, 149,89, 162,47. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos
por Tan e colaboradores (2019) [164].
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2-(1-benzil-5-metil-2-oxoindolin-3-ilideno)malononitrila (2g): Solido
preto. P.F. obtido/literatura: 160-163 °C/161-163 °C. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds): 2,28 (s,
3H), 4,90 (s, 2H), 6,94 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 7,41-7,30 (m, 6H), 7,73 (s, 1H); '*C RMN (125
MHz, DMSO-ds) 20,48, 43,07, 81,49, 110,94, 111,63, 113,07, 118,33, 125,81, 127,43, 127,79,
128,80, 132,87, 135,32, 138,20, 144,18, 149,67, 162,73. Dados de deslocamentos ¢ P.F.
correspondentes aos obtidos por Deng, Wei e Shi (2011) [165].

NC

/

N
\ 2-(1-Metil-2-oxoindolin-3-ilideno)malononitrila (2h): Soélido roxo. P.F.

obtido/literatura: 210-215 °C/215-217 °C. '"H RMN (500 MHz, CDCls): 3,25 (3H, s), 6,86 (d,
1H, ArH, /=79 Hz), 7,15 (td, 1H,J="7.8, 1,1 Hz), 7,58 (td, 1H, J= 7,8, 1,1 Hz), 8,11 (d, 1H,
J =17,6 Hz). 3C RMN (125 MHz, CDCls) § 26,56, 82,77, 109,77, 110,68, 112,41, 118,31,
124,03, 12691, 137,86, 147,16, 149,51, 162,58. Dados de deslocamentos e P.F.

CN

o)

correspondentes aos obtidos por Deng, Wei e Shi (2011) [165].

X OH

o o Acido 2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilico (3a): Solido branco. P.F.
obtido/literatura: 188-190 °C/189-191 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) § 7,46 — 7,37 (m,
2H), 7,72 (ddd, 1H, J= 8,8, 7,3, 1,7 Hz), 7,90 (dd, 1H, J=7,8, 1,7 Hz), 8,73 (s, 1H). 1*C RMN
(100 MHz, DMSO-ds) 6 116,16, 118,01, 118,39, 124,87, 130,22, 134,33, 148,39, 154,50,
156,76, 164,02. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Brahmachari

(2015) [7].
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(o)
(0 M 0]

amarelado. P.F. obtido/literatura: 198-201 °C/198-200 °C. '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) &
3,80 (s, 3H), 7,31 (dd, 1H, J=9,1, 3,0 Hz), 7,37 (d, 1H, J=9,2 Hz), 7,44 (d, 1H, J=2,9 Hz),
8,67 (s, 1H). 3C RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 55,89, 111,90, 117,35, 118,46, 118,64, 122,16,
148,20, 148,99, 155,81, 157,11, 164,12. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos
obtidos por Brahmachari (2015) [7].

Acido 6-metoxi-2-0xo0-2H-cromeno-3-carboxilico (3b): Sélido

- Acido  8-metoxi-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilico  (3¢): Soélido
amarelado. P.F. obtido/literatura: 214-215 °C/216-217 °C. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) &
3,91 (s, 3H), 7,32 (t, 1H, J = 7,9 Hz), 7,41 (ddd, 2H, J = 15,4, 7.9, 1,4 Hz), 8,69 (s, 1H). 1*C
RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 56,22, 116,28, 118,53, 121,14, 124,80, 143,85, 146,28, 148,63,
156,48, 164,02. Dados de deslocamentos ¢ P.F. correspondentes aos obtidos por Chavan e

Bandgar (2013) [20].

o
o” "0
branco. P.F. obtido/literatura: 189-192 °C/193-195 °C.'"H RMN (500 MHz, DMSO-d5s) & 7,39

(d, 1H, J = 8,8 Hz), 7,85 (dd, 1H, J = 8.8, 2,4 Hz), 8,14 (d, 1H, J = 2,4 Hz), 8,66 (s, 1H). 13C
RMN (125 MHz, DMSO-ds) & 116,31, 118,50, 119,62, 119,92, 132,04, 136,46, 146,98, 153,57,

Acido 6-bromo-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilico (3d): Sélido

156,19, 163,82. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Brahmachari

(2015) [7].
(o)

o~ "o

amarelado. P.F. obtido/literatura: 227-229 °C/232-234 °C. '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) &
7,63 (d, 1H, J=9,2 Hz), 8,48 (dd, 1H, J=9,1, 2,8 Hz), 8,87 (s, 1H), 8,88 (d, 1H, J = 2,7 Hz).

Acido  6-nitro-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilico (3e): Solido
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13C RMN (125 MHz, DMSO-ds) § 117,76, 118,40, 120,39, 125,98, 128,38, 143,69, 147,17,
155,51, 158,09, 163,56. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por
Brahmachari (2015) [7].

cl
X OH

o° "o Acido 6-cloro-2-o0xo0-2H-cromeno-3-carboxilico (3f): Solido branco.
P.F. obtido/literatura: 123-122 °C/122-123 °C. '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & 7,47 (d, 1H,
J=28,9 Hz), 7,75 (ddd, 1H, J = 8,8, 2,6, 0,7 Hz), 8,03 (d, 1H, J = 2,6 Hz), 8,69 (s, 1H). 1*C
RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 118,17, 119,37, 119,60, 128,42, 128,98, 133,61, 146,97, 153,11,
156,12, 163,75. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Brahmachari

(2015) [7].

(o]

HO o~ "o Acido 7-hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilico (3g): Sélido

amarelado. P.F. obtido/literatura: 264-265 °C/260-262 °C. '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) &
6,73 (d, 1H, J=2,2 Hz), 6,84 (dd, 1H, J = 8,6, 2,3 Hz), 7,74 (d, 1H, J = 8,6 Hz), 8,68 (s, 1H).
13C RMN (125 MHz, DMSO-ds) § 101,81, 110,64, 112,53, 114,03, 132,06, 149,42, 157,01,
157,56, 163,94, 164,24. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por
Brahmachari (2015) [7].

(0]
LN (0] o
K Acido  7-(dietilamino)-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilico  (3h):

Sélido laranja. P.F. obtido/literatura: 224-226 °C/224-225 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds)
o 1,13 (t, 6H, J=7,0 Hz), 3,47 (q, 4H, J= 7,1 Hz), 6,54 (d, 1H, J= 2,4 Hz), 6,77 (dd, 1H, J =
9,0, 2,4 Hz), 7,62 (d, 1H, J = 9,0 Hz), 8,56 (s, 1H). '*C RMN (126 MHz, DMSO-ds) & 12,39,
44,51, 95,98, 107,16, 107,46, 110,17, 131,95, 149,54, 153,02, 157,97, 159,72, 164,62. Dados

de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Bardajee e colaboradores (2010) [4].
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Acido 5,7-dimetoxi-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxilico (3i): Solido
amarelado. P.F. obtido/literatura: 232-234 °C/234-236 °C. '"H RMN (500 MHz, DMSO-d;) §
3,89 (s, 3H), 3,94 (s, 3H), 6,54 (s, 1H), 6,63 (s, 1H), 8,63 (s, 1H). 3C RMN (125 MHz, DMSO-
ds) & 56,40, 56,63, 93,05, 95,29, 102,75, 111,35, 143,51, 157,14, 157,65, 158,12, 164,06,
166,28. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Chavan e Bandgar

(2013) [20].

9-(2-Hidroxi-4,4-dimetil-6-oxo-ciclohex-1-enil)-3,3-Dimetil-2,3,4,9-
tetra-hidroxanten-1-ona (4a): Sélido branco. P.F. obtido/literatura: 207-210 °C/210-212 °C.
'"H NMR (500 MHz, CDCl3) § 10,45 (s, 1H), 7,18 — 7,12 (m, 1H), 7,05 — 6,97 (m, 3H), 4,66 (s,
1H), 2,63 — 2,43 (m, 2H), 2,40 — 2,35 (m, 2H), 2,35 — 2,30 (m, 2H), 2,04 — 1,90 (m, 2H), 1,12
(s, 3H), 1,03 (s, 3H), 0,99 (d, J = 2,4 Hz, 6H). '3C NMR (126 MHz, CDCl;) § 201,08, 196,74,
170,89, 169,32, 151,18, 128,12, 127,67, 124,72, 124,44, 118,46, 115,89, 111,19, 50,75, 50,06,
43,33, 41,69, 32,44, 31,09, 29,99, 29,30, 27,92, 27,34, 26,59. Dados de deslocamentos e P.F.

correspondentes aos obtidos por Mali e colaboradores (2018) [166].

7-cloro-9-(2-hidroxi-4,4-dimetil-6-oxociclohex-1-en-1-il)-3,3-
dimetil-2,3,4,9-tetrahidro-1H- xanten-1-ona (4b): So6lido branco. P.F. obtido/literatura: 226-
228 °C/232-234 °C.'"H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 10,39 (s, 1H), 7,14 — 7,07 (m, 1H), 7,00 —
6,92 (m, 2H), 4,61 (s, 1H), 2,58 (d, /= 17,7 Hz, 1H), 2,52 — 2,38 (m, 2H), 2,38 — 2,30 (m, 3H),
2,09 — 1,95 (m, 2H), 1,12 (s, 3H), 1,00 (d, J = 9,8 Hz, 9H). *C NMR (101 MHz, CDCls) §
200,95, 196,82, 171,36, 168,96, 149,81, 129,59, 127,85, 127,68, 126,31, 118,00, 117,15,
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110,84, 50,80, 50,04, 43,35, 41,58, 32,42, 31,23, 29,84, 29,34, 28,02, 27,21, 26,77. Dados de

deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Mali e colaboradores (2018) [166].

7-Bromo-9-(2-hidroxi-4,4-dimetil-6-oxo-ciclohex-1-enil)-3,3-
dimetil-2,3,4,9-tetrahidro-xanten-1-ona (4c¢): Sélido branco. P.F. obtido/literatura: 245-248
°C/252-254 °C. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 10,38 (s, 1H), 7,26 — 7,22 (m, 1H), 7,12 (dd, J
=2,3,0,8 Hz, 1H), 6,90 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 4,60 (s, 1H), 2,61 — 2,43 (m, 2H), 2,38 (d,J =12,8
Hz, 2H), 2,34 — 2,31 (m, 2H), 1,98 (s, 2H), 1,12 (s, 3H), 1,04 — 0,97 (m, 9H). '3C NMR (101
MHz, CDCl3) & 200,96, 196,84, 171,37, 168,92, 150,32, 130,82, 130,60, 126,74, 118,02,
117,56, 117,07, 110,91, 50,78, 50,02, 43,33, 41,56, 32,43, 31,24, 29,86, 29,33, 27,92, 27,22,
26,75. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Mali e colaboradores

(2018) [166].

9-(2-hidroxi-4,4-dimetil-6-oxociclohex-1-en-1-il)-3,3-dimetil-7-
nitro-2,3,4,9-tetrahidro-1H-xanten-1-ona (4d): So6lido branco. P.F. obtido/literatura: 205-207
°C/204-205 °C. '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 10,31 (s, 1H), 8,05 (dd, J = 8,9, 2,7 Hz, 1H),
7,93 (dd, J=2,7,0,8 Hz, 1H), 7,12 (d, J= 8,8 Hz, 1H), 4,68 (s, 1H), 2,65 — 2,49 (m, 2H), 2,49
—2,30 (m, 4H), 2,03 — 1,91 (m, 2H), 1,14 (s, 3H), 1,05 — 0,97 (m, 9H). *C NMR (101 MHz,
CDCI3) 6 201,33, 197,26, 172,41, 168,35, 155,89, 144,78, 126,39, 124,20, 124,05, 118,12,
116,88, 111,42, 51,05, 50,36, 43,66, 41,68, 32,80, 31,62, 30,09, 29,64, 28,39, 27,50, 27,12.
Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Mali e colaboradores (2018)

[166].
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9-(2-hidroxi-4,4-dimetil-6-oxociclohex-1-en-1-il)-7-metoxi-3,3-
dimetil-2,3,4,9-tetrahidro-1H- xanten-1-ona (4e): Solido branco. P.F. obtido/literatura: 173-
176 °C/177-181 °C. °C 'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 10,57 (s, 1H), 6,95 (d, J = 8,9 Hz, 1H),
6,70 (dd, J=2,9, 0,5 Hz, 1H), 6,50 (dd, J= 3,0, 0,7 Hz, 1H), 4,64 (s, 1H), 3,70 (s, 3H), 2,62 —
2,41 (m, 2H), 2,40 — 2,36 (m, 2H), 2,34 — 2,29 (m, 2H), 2,01 — 1,94 (m, 2H), 1,11 (s, 3H), 1,00
(d, J=9,1 Hz, 9H). *C NMR (101 MHz, CDCI3) § 201,02, 196,75, 171,00, 169,56, 156,56,
145,36, 125,36, 118,36, 116,61, 113,39, 112,47, 110,46, 55,69, 50,76, 50,06, 43,35, 41,74,
32,41,31,07, 30,06, 29,32, 28,40, 27,30, 26,61. Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes
aos obtidos por Kupwade e colaboradores (2016) [167].

6-hidroxi-9-(2-hidroxi-4,4-dimetil-6-oxociclohex-1-en-1-il)-3,3-
dimetil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-xanten-1-ona (4f): Sélido branco. P.F. obtido/literatura: 226-
228 °C/232 °C. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 9,39 (s, 1H), 6,73 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,41
(dd, /=83, 2,5 Hz, 1H), 6,31 (d, /= 2,4 Hz, 1H), 4,91 (s, 1H), 2,50 (d, /= 18,0 Hz, 2H), 2,29
(d, J=17,3 Hz, 1H), 2,21 (d, J = 15,9 Hz, 2H), 2,01 (dd, J = 16,4, 1,6 Hz, 2H), 1,03 (s, 3H),
0,96 (s, 3H), 0,88 (s, 7H). 3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 195,95, 156,13, 150,08, 128,83,
115,96, 111,82, 111,22, 101,90, 50,50, 40,74, 31,63, 29,23, 27,74, 26,29. Dados de

deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Pore e colaboradores (2010) [168].

3-metoxi-9-(2-hidroxi-4,4-dimetil-6-oxo-ciclohex-1-enil)-3,3-dimetil-

2,3,4,9-tetrahidro-xanten-1-ona (4g): Solido amarelo claro. P.F. obtido/literatura: 223-225
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°(C/228-230 °C. '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 10,42 (s, 1H), 6,94 (t, J= 7,9 Hz, 1H), 6,75 (dd,
J=38,2,1,4 Hz, 1H), 6,58 (dd, J=17.,9, 1,4 Hz, 1H), 4,66 (s, 1H), 3,88 (s, 3H), 2,76 — 2,50 (m,
2H), 2,38 — 2,30 (m, 4H), 2,04 — 1,89 (m, 2H), 1,12 (s, 3H), 1,04 — 0,96 (m, 9H). 3*C NMR
(101 MHz, CDCls) 6 201,15, 196,72, 170,75, 169,00, 147,23, 140,81, 125,34, 124,38, 119,91,
118,31, 111,04, 110,52, 56,21, 50,77, 50,08, 43,32, 41,68, 32,46, 31,04, 30,03, 29,25, 27,92,
27,32, 26,56. Os dados de deslocamentos e P.F. correspondem aos obtidos por Mali e
colaboradores (2018) [166].

OH (0]

‘ OHO ‘ 2,2'-(fenilmetileno)bis(3-hidroxi-5,5-dimetilciclohex-2-enona) (5a):
Sélido branco. P.F. obtido/literatura: 186-188C °C/183-184 °C 'H NMR (500 MHz, CDCls) &
11,90 (s, 1H), 7,26 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 7,20 — 7,13 (m, 1H), 7,12 — 7,07 (m, 2H), 5,54 (s, 1H),
2,45-2,31 (m, 8H), 1,23 (s, 6H), 1,10 (s, 6H). *C NMR (126 MHz, CDCls) & 190,61, 189,54,
138,20, 128,35, 126,91, 125,98, 115,73, 47,20, 46,58, 32,88, 31,57, 31,55, 29,78, 27,54. Dados

de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Kalla e colaboradores (2019) [18].

Cl

OH o

‘ OHO ‘ 2,2'-((4-clorofenil)metileno)bis(3-hidroxi-5,5-dimetilciclohex-2-
enona) (5b): Solido branco. P.F. obtido/literatura: 137-139 °C/136-138 °C 'H NMR (500 MHz,
CDCI3) 6 11,86 (s, 1H), 7,25 — 7,20 (m, 2H), 7,04 — 6,98 (m, 2H), 5,47 (s, 1H), 2,48 — 2,29 (m,
8H), 1,21 (s, 6H), 1,10 (s, 6H). 3*C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 191,04, 189,83, 137,10, 131,99,
128,75, 128,59, 115,74, 47,45, 46,83, 32,81, 31,82, 29,99, 27,81. Dados de deslocamentos €
P.F. correspondentes aos obtidos por Kalla e colaboradores (2019) [18].
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Br

OH o
‘ OHO ‘ 2,2'-((4-bromofenil)metileno)bis(3-hidroxi-5,5-dimetilciclohex-2-
enona) (5¢): Solido branco. P.F. obtido/literatura: 163-166 °C/158-160 °C. '"H NMR (500 MHz,
CDCl3) 8 11,86 (s, 1H), 7,38 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,00 — 6,89 (m, 2H), 5,45 (s, 1H), 2,52 — 2,24
(m, 8H), 1,21 (s, 6H), 1,10 (s, 6H). *C NMR (126 MHz, CDCl3) & 190,81, 189,57, 137,42,
131,43, 128,74, 119,79, 11541, 47,18, 46,56, 32,61, 31,56, 29,74, 27,55. Dados de

deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Kalla e colaboradores (2019) [18].

NO,

OH 0
‘ ° H° 2,2'-((4-nitrofenil)metileno)bis(3-hidroxi-5,5-dimetilciclohex-2-
enona) (5d): Solido branco. P.F. obtido/literatura: 186-187 °C/191-192 °C. 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 11,79 (s, 1H), 8,17 — 8,09 (m, 2H), 7,24 (dd, /= 8.9, 1,3 Hz, 2H), 5,54 (s, 1H), 2,49
— 2,32 (m, 8H), 1,23 (s, 6H), 1,11 (s, 6H). 3*C NMR (101 MHz, CDCl3) & 191,08, 189,73,
146,66, 146,27, 127,77, 123,66, 115,05, 47,13, 46,54, 33,39, 31,61, 29,66, 27,59. Dados de
deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Kalla e colaboradores (2019) [18].

0/

OH o
‘ ° H° 2,2'-((4-metoxifenil)metileno)bis(3-hidroxi-5,5-dimetilciclohex-2-
enona) (Se): Solido branco. P.F. obtido/literatura: 139-140 °C/140-142 °C. '"H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6 11,91 (s, 1H), 7,02 — 6,97 (m, 2H), 6,83 — 6,78 (m, 2H), 5,48 (s, 1H), 3,77 (s, 3H),
2,45 -2,31 (m, 8H), 1,22 (s, 6H), 1,09 (s, 6H). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 190,55, 189,52,
157,72, 129,96, 127,93, 115,93, 113,79, 55,35, 47,21, 46,58, 32,16, 31,52, 29,81, 27,50. Dados

de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Kalla e colaboradores (2019) [18].
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I OH

OH o)
‘ ° Ho 2,2'-((3-hidroxifenil)metileno)bis(3-hidroxi-5,5-dimetilciclohex-2-
enona) (5): Solido branco. P.F. obtido/literatura: 245-249 °C/245-246 °C. '"H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6 11,93 (s, 1H), 7,11 (t,J = 7,9 Hz, 1H), 6,68 — 6,55 (m, 3H), 5,49 (s, 1H), 2,47 — 2,28
(m, 8H), 1,21 (s, 6H), 1,08 (s, 6H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 190,68, 189,68, 155,79,
140,31, 129,43, 119,35, 115,66, 114,31, 113,08, 47,19, 46,55, 32,79, 31,61, 29,63, 27,65. Dados
de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Safaei-Ghomi e colaboradores (2017)

[169].
~o ‘
OH )

‘ OHO ‘ 2,2'-((2-metoxifenil)metileno)bis(3-hidroxi-5,5-dimetilciclohex-2-
enona) (5g): Solido branco. P.F. obtido/literatura: 182-183 °C/181-183 °C. 'H NMR 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 7,24 — 7,15 (m, 2H), 6,89 (td, J = 7,6, 1,2 Hz, 1H), 6,79 (dd, J = 8,0, 1,2
Hz, 1H), 5,58 (s, 1H), 3,72 (s, 3H), 2,34 (s, 8H), 1,10 (s, 12H). 3C NMR (101 MHz, CDCl;) &
189,33, 157,29, 128,65, 127,61, 127,00, 120,14, 116,62, 110,29, 55,42, 46,89, 31,37, 29,39.
Dados de deslocamentos e P.F. correspondentes aos obtidos por Shirini e colaboradores (2016)

[170].
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CAPITULO 5
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE DOS ADUTOS DE KNOEVENAGEL E AVALIACAO BIOLOGICA

5.1.1 Sintese dos adutos de Knoevenagel derivados de aldeidos ou isatina utilizando QPB-

EDTA-72h como organocatalisador heterogeneizado bifuncional

A partir da metodologia otimizada por Abrantes e colaboradores (2022) [24], as reagdes
de Knoevenagel foram realizadas utilizando QPB-EDTA-72h como organocatalisador
heterogeneizado bifuncional em mistura binaria etanol:agua (3:7, v/v) como solvente a
temperatura ambiente. Uma classe de aldeidos aromaticos e derivados de isatina foram
empregados para sintetizar o conjunto de adutos de Knoevenagel derivados de aldeidos
aromaticos ou isatina com a inten¢ao de avaliar a atividade antileishmania, antimicrobiana e
larvicida frente Aedes aegypti desses compostos. Os tempos e rendimentos de cada composto

obtido estdo apontados na Tabela 4 ¢ 5.

Tabela 4. Aplicacdo de variados aldeidos aromaticos para obtencdo de adutos de Knoevenagel
utilizando QPB-EDTA-72h como catalisador nas condi¢des otimizadas (continua).?

5 CN
NC CN QPB-EDTA-72h
J + ~_ » R /
R EtOH:H,0 (3:7, v/v) CN
t.a 1a-l
Tempo Rendimento
Entrada R Produto (min)® isolado (%)
~CN
1 Ph CN 15 20
(1a)
2 4-Cl-Ph cl CN 50 85
(1b)

CN
3 4-NO>-Ph O;N 15 96

(1c)
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Tabela 5. (Continuacdo) Aplicacdo de variados aldeidos aromaticos para obtengdo de adutos
de Knoevenagel utilizando QPB-EDTA-72h como catalisador nas condi¢des otimizadas.?

4 4-CH;0-Ph o CN 40 90

(1d)

N CN
SN CN
I

(1e)

5 4-N-(CHs)-Ph 120 95

6 3-NO:-Ph 60 90

O,N ~CN
U
an
/OmCN
7 3-CH;0-Ph CN 20 83

(1g)

NO,
S
8 2-NOz-Ph CN 80 90

(1h)

~o
CN
9 2-CH;0-Ph ©/\/ 20 90
CN

(1i)
o

N CN
10 2,4-CH30-Ph 40 89
~o CN

11 1-Naftil OO 20 91

12 3-piridil Z CN 5 90
an

?Condigdes reacionais: aldeido (1,0 mmol), malononitrila (1,0 mmol), 0,4 mL de EtOH:H,O (3:7), 3 mg de QPB-
EDTA-72h; YAs reagdes foram monitoradas por CCD até o desaparecimento do aldeido.
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Como apontado por Abrantes e colaboradores (2022) [24], as reacdes utilizando
variados aldeidos aromaticos monossubstituidos por grupos doadores ou retiradores de elétrons
e malononitrila na presenga de QPB-EDTA-72h como organocatalisador heterogeneizado
bifuncional apresentou tempos curtos ou moderados e 6timos rendimentos isolados (entradas
1-6, 8, 11-12, Tabela 4). A mesma tendéncia foi observada quando os novos aldeidos foram
aplicados (entradas 7, 9 e 10, Tabela 4). Os produtos 1g e 1i foram obtidos em 20 minutos,
independentemente da posicao do grupo substituinte (entradas 7 ¢ 9, Tabela 4). Infere-se, neste
caso, que o efeito doador de elétrons desses grupos nao interfere no progresso da reagao.
Entretanto, quando o 2,4-dimetoxibenzaldeido (entrada 10, Tabela 4) foi empregado na
condensagdo de Knoevenagel, o produto 1j foi formado em 40 minutos, indicando que a
dissubstituicdo retarda o progresso reacional, mas ndo influencia significativamente no
rendimento.

Apos as reacdes utilizando aldeidos como compostos carbonilados, foram realizadas
algumas reacdes utilizando derivados de isatina e a malononitrila na presen¢a do material QPB-
EDTA-72h como organocatalisador heterogeneizado bifuncional também nas condi¢des

estabelecidas por Abrantes e colaboradores (2022) [24] (entradas 1-8, Tabela 5).

Tabela 5. Aplica¢do de variadas isatinas para obtengdo de adutos de Knoevenagel derivados
de isatina utilizando QPB-EDTA-72h como catalisador nas condi¢des otimizadas (continua).?

NC
o CN
R NC. N QPB-EDTA-72h R [
ot ~~ > 0
N\ EtOH:H,0 (3:7, viv) N\
' t.
R a Rl
2a-i
. Tempo Rendimento
Entrada R; R Produto (min)P Isolado (%)
NC
CN
Ly
o)
(2a)
NC CN
cl !
2 5-CLLH o 0,5 92

N
H

(2b)
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Tabela 5. (Continuagdo) Aplicacdo de variadas isatinas para obtencdo de adutos de
Knoevenagel derivados de isatina utilizando QPB-EDTA-72h como catalisador nas condig¢des
otimizadas.?

NC
CN
Br /
(o]
3 5-Br; H (:[N’ 1 90

H
(2¢)

NC CN
£
4 5-F; H N C 0,5 92
H

2d)

NC_ on
/
0
5 5-CHs; H N 1 94
H

(2e)

NC

6 5-CHs; N-CH; \©\/l
21
NC
NC

0,5 94

7 5-CH3; N-Benzil i

CN
/
(0]
N
\
CN
/
o
N
(2g)
CN
(o)

0,5 94

/

8 H; N-CH; ©j§
N
\

(2h)
*Condicdes reacionais: isatina (1,0 mmol), malononitrila (1,0 mmol), 0,4 mL de EtOH:H,O (3:7), 3 mg de QPB-
EDTA-72h; YAs reagdes foram monitoradas por CCD até o desaparecimento da isatina.

De modo geral, as reagdes envolvendo isatina e seus derivados foram significativamente

mais rapidas do que aquelas que utilizaram os aldeidos, além de apresentarem Otimos ou
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excelentes rendimentos isolados (Tabela 5). As reagdes envolvendo isatinas substituidas por
grupos retiradores de elétrons, como 5-Cloro e 5-Fluoro (entradas 2 e 4, Tabela 5) foram
concluidas em um tempo mais curto que a reagao da isatina sem substituinte (entrada 1, Tabela
5). Esses resultados podem ser justificados pela presenca desses grupos de atragdo de elétrons
que ativam a carbonila cetonica, favorecendo a formagdo dos produtos 2b e 2d. Em
contrapartida, a reagdo envolvendo a isatina substituida pelo 5-Bromo (entrada 3, Tabela 5)
apresentou tempo equivalente a reacao sem substituinte (entrada 1, Tabela 5) ou substituida por
grupo metila, doador de elétrons (entrada 5, Tabela 5), apontando uma possivel diminui¢do da
ativacdo da carbonila cetonica em decorréncia da presenca desses grupos. Em consequéncia, a
formacao dos produtos 2¢ e 2e foi sutilmente retarda.

Na presenca de substituintes do anel aromatico da isatina, bem como do nitrogénio da
amida desse mesmo reagente, o comportamento nao se distanciou do observado para as demais
reacdes (entrada 6-8, Tabela 5). A reacdo envolvendo a 5-Metilisatina N-Metilada (entrada 6,
Tabela 5) se mostrou mais rapida que a reagdo com a 5-Metilisatina (entrada 5, Tabela 5) e
ocorreu no mesmo tempo que a reacdo com a isatina N-Metilada (entrada 8, Tabela 5). Esse
comportamento indica que a substitui¢do do nitrogénio ndo interfere na cinética da reacao, bem
como no rendimento isolado dos produtos 2e, 2f ¢ 2h. Entretanto, quando além de metilada no
anel aromatico a isatina foi N-Benzilada, houve um aumento do tempo e redugdo do rendimento,
sendo o produto 2g obtido em 1 minuto com 88% de rendimento (entrada 7, Tabela 5). Neste
caso, a baixa solubilidade do substrato influencia ndo s6 no tempo da reagdo, como também no
rendimento do produto.

Acredita-se que o organocatalisador heterogeneizado QPB-EDTA-72h funcione como
um sistema bifuncional, combinando grupos basicos e acidos em sua estrutura [24]. Os grupos
amino residuais da estrutura polimérica atuam como sitios basicos, enquanto os grupos
carboxilicos do EDTA funcionalizado atuam como sitios acidos. Catalisadores bifuncionais tém
sido amplamente estudados na literatura, mostrando-se eficazes e impulsionando avangos
significativos em sinteses organicas [171-173]. Considerando esses aspectos, uma proposta
mecanistica foi elaborada e representada na Figura 6. De modo geral, na primeira etapa (I), um
dos atomos de hidrogénio acido da malononitrila ¢ abstraido pelo grupo amino residual da
estrutura do organocatalisador QPB-EDTA-72h para produzir um carbanion. Posteriormente, o
atomo de hidrogénio polarizado do grupo carboxilico do EDTA ativa a carbonila da isatina para
intensificar o carater eletrofilico do carbono carbonilico, onde ocorre o ataque nucleofilico (II),

gerando um intermedidrio tetraédrico. Na terceira etapa (III), este intermedidrio ¢ protonado
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pelo hidrogénio do grupo amino residual do organocatalisador. Em seguida, a desidratacdo do
intermediario ¢ novamente acelerada pelo organocatalisador heterogeneizado bifuncional (IV),
onde ocorre a abstragdo do proton do carbono tetraédrico, gerando a ligagdo dupla C-C e

causando a saida de 4gua para obter o aduto de isatina desejado 2a.

Figura 6. Mecanismo proposto para reacdo de sintese do aduto de isatina 2a catalisada por
QPB-EDTA-72h.

5.1.2 Estudo de reciclabilidade da QPB-EDTA-72h na reagao de sintese do aduto de isatina 2a

As caracteristicas mais relevantes de um catalisador heterogéneo sdo a facil separacao
do meio reacional e reutilizagdo em novos ciclos. Assim, o organocatalisador QPB-EDTA-72h
foi submetido a testes de reutilizacdo na reacdo de sintese do aduto de isatina 2a. Apds o
primeiro ciclo, o catalisador foi recuperado, tratado e seco para reutilizagao por até seis vezes.
Durante os ciclos ndo houve perda significativa do rendimento isolado do composto 2a, como
mostrado na Figura 7. Os espectros de FT-IR do catalisador antes (b) e depois (¢) do teste de
reciclagem (seis vezes) nao registrou alteragcdes consideraveis das bandas (Figura 8). Além
disso, nao foram observadas bandas de vibracao relacionadas ao produto 2a (d) no espectro do

catalisador apos a recuperacao por seis vezes (¢). Esses resultados indicam que o catalisador



P. G. ABRANTES |88

ndo sofre alteragdes quimicas significativas ao longo das reacdes, mantendo sua funcao

catalitica ativa e permitindo sua reciclagem nas reacdes de Knoevenagel.

Reciclagem da QPB-EDTA-72h
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Figura 7. Desempenho de reciclagem da QPB-EDTA-72h na sintese do produto 2a.
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Figura 8. Espectros de FT-IR de QPB-EDTA-72h (b), QPB-EDTA-72h reutilizada (seis ciclos)
(¢) e produto 2a (d).
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5.1.3 Atividade larvicida frente Aedes aegypti com adutos de Knoevenagel derivados dos
aldeidos aromaticos

Os testes in vitro com adutos de Knoevenagel derivados dos aldeidos aromaticos (1a-1)
foram realizados através de experimentos de analise da atividade larvicida frente Aedes aegypti

em 24 h. A triagem inicial se procedeu com concentragao dos compostos em 500 ppm (Figura
9).

Larvicida 500 ppm 24 h

* * * * *® * *
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Figura 9. Atividade larvicida de diferentes adutos de Knoevenagel (1a-1) na concentragdo de

500 ppm contra larvas de Aedes aegypti ap6s 24 h. C = Controle negativo. (*) estatisticamente
significativo em relacao ao controle negativo pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Considerando a concentragao inicialmente testada (500 ppm), os adutos de Knoevenagel
la, 1c, 1g-i e 11 apresentaram propriedades larvicidas promissoras, com porcentagem de
mortalidade de 100% apds 24 h de incubagdo (Figura 9). Dos compostos avaliados, o 1f exibiu
baixo perfil de atividade larvicida, com mortalidade de apenas 12%. Com porcentagens de 88,
70, 84, 76 e 98%%, os compostos 1b, 1d, 1e, 1j e 1k, respectivamente, se mostraram com boa

atividade, porém, nao foram considerados para os testes seguintes.
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Larvicida 100 ppm 24 h Larvicida 80 ppm 24 h
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Figura 10. Atividade larvicida de diferentes adutos de Knoevenagel nas concentragdes de 100
e 80 ppm em larvas de Aedes aegypti apds 24 h. C = Controle negativo. (*) estatisticamente
significativo em relagdo ao controle negativo pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Apos a reducdo em 5 vezes da concentragdo das solugdes testadas (100 ppm), o aduto
de Knoevenagel 1a ndo apresentou atividade larvicida, enquanto o composto 11 proporcionou
a morte de apenas 8% das larvas de Aedes aegypti. J4 os compostos 1c¢, 1g-i permitiram a
mortalidade de 100% das larvas (Figura 10). A uma concentragdo de 80 ppm, o composto 1i
causou mortalidade em menos da metade das larvas apos 24 h de incubacao (42%), indicando
que a reducdo da concentracdo de 100 para 80 ppm impacta significativamente o potencial
larvicida desse composto. Em contrapartida, os adutos 1c¢, 1g e 1h apresentaram porcentagem
larvicida elevada, atingindo 100% de mortalidade das larvas de Aedes aegypti (Figura 10).
Outras concentragdes também foram avaliadas antes da determinag¢do da concentracdo letal

semimaxima (CLso) dos adutos de Knoevenagel com maior potencial larvicida (Figura 11).
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Figura 11. Atividade larvicida de diferentes adutos de Knoevenagel nas concentragdes de 40,
20, 10 e 1,5 ppm em larvas de Aedes aegypti apds 24 h. C = Controle negativo. (*)
estatisticamente significativo em relacdo ao controle negativo pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A Figura 11 mostra a mortalidade de larvas de Aedes aegypti apos exposigao aos adutos
lc, 1g e 1h nas concentragdes de 40, 20, 10 e 1,5 ppm, além do controle negativo. Na
concentragdo de 40 ppm, observa-se uma mortalidade elevada em todos os tratamentos,
alcancando 100% de mortes das larvas quando expostas ao aduto 1g e 98% para 1c¢ e 1h.
Entretanto, ao reduzir a concentracdo para 20 ppm, a porcentagem de mortalidade cai
significativamente para o composto 1h (6%), enquanto os tratamentos com 1c¢ e 1g continuam
com mortalidade elevada (96% e 98%, respectivamente). Com a reducdo da concentragdo para
10 ppm, os adutos lc¢ (88%) e 1g (76%) ainda apresentam uma mortalidade alta, embora
ligeiramente menor do que nas concentracdes anteriores. No entanto, assim como observado no
teste anterior, o tratamento com o aduto 1h exibiu uma reducao expressiva na mortalidade das
larvas, sugerindo que, nas concentracdes de 20 e 10 ppm, esse composto ndo ¢ eficaz contra as
larvas de Aedes aegypti. Na menor concentracao testada (1,5 ppm), os compostos 1¢ (2,6%) e

1g (1,3%) apresentam mortalidade muito baixa, proxima a observada no controle negativo.
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Considerando as semelhangas estruturais, a elevada atividade larvicida dos compostos
1c (R = 4-NO») e 1g (R = 3-OCH3) pode ser explicada a partir de seus substituintes. Grupos
fortemente retiradores de elétrons, como o —NO, em posi¢ao para (4-NOz) no composto 1c,
frequentemente aumentam a poténcia bioldgica. Eles ampliam a polaridade molecular e
favorecem interagdes eletrostaticas ou de ligagdo de hidrogénio com sitios de ligacdo de
proteinas, além de sua posicdo para permitir maior deslocalizagdo eletronica pelo anel
aromatico e um arranjo espacial mais favoravel para o encaixe no sitio ativo do alvo biologico
[173, 174]. Por outro lado, o composto 1g, substituido pelo grupo doador de elétrons em posi¢ao
meta (3-OCH3), aumenta a densidade eletronica do anel, reforcando interagdes hidrofobicas,
embora a posi¢do meta limite parcialmente os efeitos de ressondncia em comparacido a
substitui¢des em orto ou para [175, 176].

Resultados em consonancia a estes foram observados nas anélises de docking molecular
e dindmica molecular realizadas em parceria com o professor Dr. Marcus Tullius Scotti do
Laboratdrio de Quimioinformatica da UFPB com a enzima FKBP12 de Aedes aegypti (PDB:
3UQI) e detalhados em um dos nossos trabalhos (Material Suplementar — Artigo S2). Os dados
obtidos evidenciaram a afinidade significativa de ambos os compostos pelo sitio ativo. O aduto
1g apresentou o maior valor de probabilidade de atividade e afinidade superior até mesmo ao
ligante co-cristalizado, estabelecendo interacdes m—n empilhado e m—alquil com residuos chave
como Ile57 (Isoleucina), Trp60 (Triptofano), Phe47 (Fenilalanina), Val56 (Valina) e Phel00
(Fenilalanina), responsaveis pela estabilidade do sitio ativo. J& o aduto 1¢ mostrou perfil de
interacao semelhante, também envolvendo o anel aromatico, mas com contribuigao adicional
do grupo nitro, que modulou as interagdes eletrostaticas (Figura 12).

As simulagdes de dindmica molecular mostraram que o composto 1¢ manteve interacdes
mais estaveis com FKBP12 ao longo de 100 ns, apresentando valores de Desvio Quadratico
Me¢édio da Raiz (do inglés Root Mean Square Deviation — RMSD) (0,35 nm) comparéveis ao
ligante de referéncia e superiores ao aduto 1g, que exibiu maior instabilidade conformacional.
A analise energética revelou predominio das contribui¢cdes de van der Waals (Lennard-Jones)
para ambos os adutos, reforcando o papel das interagdes hidrofobicas e m-sistema no
reconhecimento molecular. Em conjunto, esses resultados evidenciam que tanto a natureza
eletronica (retirador ou doador de elétrons) quanto a posicdo dos substituintes modulam a
distribuicao eletronica e o perfil de interacdo dos adutos de Knoevenagel, explicando o
desempenho larvicida superior desses compostos contra Aedes aegypti. A partir desses dados,

a CLso dos adutos de Knoevenagel 1¢ e 1g foram determinadas (Figura 13).
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Figura 12. Intera¢des 2D entre o aduto Knoevenagel 1g (A), o aduto Knoevenagel 1¢ (B) e o
ligante PDB (C) com o alvo FKBP12 do Aedes aegypti (PDB: 3UQI).
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Figura 13. Concentragdo letal semiméaxima dos adutos de Knoevenagel 1¢ e 1g contra larvas
de Aedes aegypti em estagio quatro apos 24 h de exposi¢do. IC = Intervalo de confianca.

O ajuste dos dados a curva sigmoidal, representando a curva dose-resposta em escala
logaritmica, permitiu a determinag¢do da CLso para os adutos de Knoevenagel (Figura 13). O

composto 1e¢ apresentou uma CLso de 3,39 ppm, enquanto o composto 1g exibiu uma CLso de
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5,13 ppm. Esses valores refletem a elevada capacidade larvicida dos adutos em baixas
concentragdes, evidenciando seu potencial como agentes de controle de larvas de Aedes aegypti.
A eficacia em doses reduzidas sugere que esses compostos podem contribuir para o
desenvolvimento de novos larvicidas, promovendo eficiéncia com impacto ambiental
minimizado. No trabalho de Vilvest e colaboradores (2024) [177], os autores demonstraram que
o andrographolide extraido de Andrographis paniculata possui agdo larvicida eficaz contra
estagios imaturos de Aedes aegypti, com uma CLso de 2,02 ppm em 24 h.

Em outra pesquisa, nanoparticulas de prata sintetizadas com Aspergillus fumigatus
também exibiram elevada atividade larvicida, com uma CLso de 2,624 ppm. Esses resultados
indicam que Aspergillus fumigatus pode facilitar a producdo sustentavel de nanoparticulas
larvicidas, oferecendo uma abordagem inovadora para o controle de vetores sem danos aos
organismos ndo-alvo do mesmo ecossistema [178]. Outro exemplo interessante de potencial
larvicida ¢ o complexo de B-CD com o6leo essencial de Lippia gracilis (LGEO). Galvao e
colaboradores (2018) [179] observaram que esse complexo apresentou uma CLso de 33 ppm,
comparada a 39 ppm do LGEO puro, indicando que a complexacdo com B-CD aumentou sua
eficacia larvicida.

Os hemocitos encontrados na hemolinfa de Aedes aegypti foram quantificados e a

prevaléncia de cada tipo em contato com os adutos de Knoevenagel testados foi mostrado na

Figura 14.
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Figura 14. Hemocitos presentes na hemolinfa larval de Aedes aegypti apds exposi¢cdo aos
adutos 1c¢, 1g e controle negativo. (*) estatisticamente significativo em relagdo ao controle
negativo. Barras com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey
(p <0,05).
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Cinco tipos diferentes de hemdcitos foram identificados, sendo classificados em
prohemocitos e plasmatdcitos em maior quantidade, enquanto os adipohemocitos, glanuldcitos
e oenocitoides se apresentaram em quantidade menos expressiva (Figura 14). A partir dos
resultados, observou-se que os adutos 1c¢c e 1g exercem um efeito notdvel sobre o sistema
imunoloégico, alterando a composi¢ao celular dos hemdocitos e sugerindo um impacto direto na
resposta imune e metabdlica das larvas [180, 181].

Os prohemocitos, que no controle negativo representam a maior parte das células
(68,2%), sofreram uma redu¢do consideravel apos a exposi¢ao aos adutos 1c¢ e 1g, com os niveis
caindo para 45,9 e 49,7%, respectivamente. Como essas células sdo imaturas e ddo origem a
outros tipos de hemocitos, a diminui¢do observada pode indicar que as substancias testadas
interferem na diferenciacdo celular ou causam estresse que compromete tanto a producao
quanto a sobrevivéncia dos prohemdcitos. Esse efeito sugere que as larvas podem ter
dificuldades em manter uma populacao equilibrada de células imunes maduras em resposta a
exposicao aos adutos de 1c¢ e 1g, o que prejudica sua capacidade de resposta imunologica [182,
183].

Outro efeito observado foi um significativo aumento dos adipohemocitos em ambas as
exposicoes (8,3 e 8,7% para 1c e 1g, respectivamente) quando comparado ao controle negativo
(3,4%). Os adipohemocitos estdo envolvidos no armazenamento de nutrientes € na regulacao
do metabolismo ¢ o aumento na sua propor¢do pode refletir uma mobilizacdo de reservas
energéticas em resposta ao estresse provocado pela exposi¢cdo a 1c e 1g. Esse comportamento
¢ possivelmente uma adaptagdo das larvas para sustentar a maior demanda energética causada
por uma resposta imunolodgica intensa ou para compensar os danos celulares [184].

As substincias também parecem induzir um leve aumento dos granuldcitos, atingindo
4,26% e 8,2% para 1c e 1g, respectivamente, mas correspondendo a 3,6% dos hemocitos no
controle negativo. Além disso, observou-se uma diminui¢do significativa dos oenocitoides, que
no controle representam 24,4% dos hemocitos, mas cairam para 2,2% e 3,9% apos a exposi¢ao
a lc e 1g, respectivamente. A auséncia de plasmatdcitos no grupo controle e seu aumento
significativo apds a exposicdo aos adutos 1c (39,2%) e 1g (29,1%) indicam uma ativagdo
imunolégica importante. Como esses hemocitos sdo fagociticos e participam da defesa contra
patogenos, 0 aumento expressivo sugere que as larvas acionam uma resposta imune em resposta
a toxicidade ou ao estresse das substincias, como uma forma de defesa. Esse aumento dos
plasmatocitos reforca a ideia de que o sistema imunologico das larvas estd sendo ativado em

resposta aos adutos avaliados. Fernandes e colaboradores (2020) [185] também observaram
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esse comportamento quando a hemolinfa larval foi exposta a Helicteres velutina em
diclorometano e seu composto isolado bruto, 7,4’-di-O-metil-§-O-sulfato flavona, exibindo
plasmatodcitos em 7,4 e 13,1%, respectivamente, na hemolinfa apés em 24 h. Os autores
relacionaram esses resultados a atividade necrosante que Helicteres velutina exerce sobre
hemocitos. A concentragdo de hemocitos totais presentes na hemolinfa larval de Aedes aegypti

exposta aos adutos 1c, 1g e controle negativo também foram avaliados (Figura 15).
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Figura 15. Hemocitos totais presentes na hemolinfa larval de Aedes aegypti apos exposi¢ao aos
adutos 1¢, 1g e controle negativo apds 24 h. (*) estatisticamente significativo em relagdo ao
controle negativo. Barras com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de
Tukey (p <0,05).

Os dados obtidos da analise de hemdcitos totais sugerem que tanto o aduto 1¢ quanto o
1g induzem um aumento significativo na proliferacdo celular nos hemocitos das larvas de Aedes
aegypti comparado ao controle negativo (Figura 15). O aumento de 39,8% na concentragao
total de hemocitos para a exposi¢do ao aduto 1c¢ e de 42,6% para 1g indicam uma resposta ativa
das larvas para lidar com o estresse imposto por essas substdncias. Embora o aumento de
hemocitos tenha sido ligeiramente maior quando a hemolinfa foi exposta ao composto o 1g, é
possivel sugerir que esse aduto pode desencadear uma resposta imune mais intensa contra as
larvas de Aedes aegypti em comparagdo ao aduto 1c.

Cerri e colaboradores (2023) [186] também observaram um aumento na concentragao
total de hemocitos nas primeiras 24 h apds a injecdo de saliva bruta de carrapatos fémeas
(Amblyomma cajennense) no mosquito de Aedes aegypti. Os autores justificaram esses
resultados indicando que a saliva do carrapato induz um efeito excitatorio precoce na atividade

dos hemocitos do mosquito transmissor de varias arboviroses. Em contrapartida, Bitencourt e
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colaboradores (2023) [182] identificaram uma redu¢do das concentragdes totais de hemocitos
quando as larvas de dedes aegypti foram expostas por imersdo a blastosporos ou conidios de
Beauveria bassiana CG 206 apds 24 h. Essa interacdo do fungo infectante com as larvas do
mosquito ocorreu principalmente pelo intestino médio, sendo a presenga de propagulos
fingicos os responsaveis pelo estimulo a resposta celular.

A andlise da produgdo de 6xido nitrico (NO) também foi avaliada a fim de identificar o
possivel mecanismo de agdo dos adutos na morte das larvas Aedes aegypti € os resultados

obtidos foram expressos na Figura 16.
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Figura 16. Producdo de NO na hemolinfa larval de Aedes aegypti exposta aos adutos 1¢, 1g e
controle negativo. (*) estatisticamente significativo em relagdo ao controle negativo. Barras
com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A partir da anélise da producdo de NO, notou-se que a exposicdo das larvas de Aedes
aegypti ao 1c¢ e 1g ndo alterou significativamente os niveis de NO na hemolinfa (Figura 16).
Esse resultado sugere que essas substancias ndo influenciam na produ¢do de NO, apesar das
mudangas na composi¢do e no numero total de hemocitos. O NO ¢ uma molécula sinalizadora
frequentemente envolvida em respostas imunes e em processos de defesa contra patdogenos. Em
muitos organismos, um aumento no NO pode indicar uma resposta ao estresse oxidativo ou
uma tentativa de neutralizar patogenos [187, 188]. Contudo, a auséncia de alteracao nos niveis
de NO apos a exposicao aos adutos 1c¢ e 1g sugere que esses compostos ndo desencadeiam uma
resposta de NO na defesa imunoldgica das larvas.

Nunes e colaboradores (2015) [189] observaram uma diminui¢ao na produ¢do de NO
pelas larvas de Aedes aegypti quando expostas ao extrato bruto de Agave sisalana apds 24 h.

Os autores justificaram esse resultado, sugerindo que a Agave sisalana era capaz de provocar
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um efeito inibitorio na via do 6xido nitrico, possivelmente inibindo a enzima NO sintase. Em
outro estudo, a concentragdo de NO na hemolinfa também foi significativamente maior para a
fragdo analisadas na presenc¢a de Helicteres velutina em diclorometano e seu composto isolado
bruto, 7,4°-di-O-metil-8-O-sulfato flavona apds 24 h de exposigao [185].

O ensaio de toxicidade utilizando Artemia salina forneceu informagdes preliminares
sobre os possiveis efeitos dos compostos testados (1¢ e 1g) em organismos nao alvos. Apos 24
horas de exposigdo, foi observada mortalidade de 100% em ambas as concentragdes (20 e 40
ppm), enquanto nenhum 6bito ocorreu nos grupos controle. Embora isso sugira algum nivel de
toxicidade, esses achados ndo necessariamente impedem o uso seguro dos compostos, pois
estratégias adequadas de aplicagdio podem minimizar os riscos potenciais. Estudos
ecotoxicologicos adicionais sdo necessarios para compreender melhor seu impacto ambiental e
explorar formulagdes ou métodos de aplicacdo mais seguros, que reduzam os efeitos sobre

espécies ndo alvo, mantendo a eficécia contra larvas de Aedes aegypti.

5.1.4 Atividade antileishmania in vitro dos adutos de Knoevenagel derivados de isatina

Testes in vitro com adutos de Knoevenagel derivados de isatina (2a-h) foram realizados
por meio de experimentos analisando inicialmente a atividade antipromastigota de Leishmania
infantum. Na triagem molecular, conduzida em dois experimentos em duplicata com os adutos
de Knoevenagel derivados de isatina, a concentragao inicial foi de 400 uM, seguida de uma
diluigdo serial até 3,125 pM. A partir disso, foi calculado a Clso primaria, que foi usado como
parametro para selecionar quais compostos seriam usados em testes subsequentes, sendo o

ponto de corte da Clso estabelecido em 20 uM (Tabela 6).

Tabela 6. Concentracdo inibitéria semimaxima (Clso) do crescimento de promastigotas de
Leishmania infantum tratados com adutos de Knoevenagel derivados de isatina € AmB como
controle positivo.

Aduto de Aduto de

isatina Clso (uM) (IC) isatina Clso (WM) (IC)
2a 65,4 (53,73 - 80,38) 2e 32,05 (15,31 - 66,19)
2b 15,5 (10,17 - 23,36) 2f 76,65 (58,12 -102,9)
2c 18,38 (9,82 - 31,92) 2g 12,7 (7,5 —20,49)
2d 27,38 (12,46 — 53,04) 2h 59,17 (41,19 — 87.,43)

AmB 0,87 (0,56 a 1,41) AmB 0,87 (0,56 a 1,41)

Os dados representam a média de dois experimentos independentes em duplicata de promastigotas de Leishmania
infantum (Clsp). IC indica o intervalo de confianca dos valores de Clso calculados.
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Na Tabela 6, os adutos de Knoevenagel derivados de isatina 2a, 2d-f e 2h mostraram
citotoxicidade em formas promastigotas com altos valores de Clso primaria. Apenas os adutos
de Knoevenagel derivados de isatina 2b, 2¢ e 2g mostraram uma Clso primaria abaixo de 20
uM (Tabela 6). Portanto, os testes subsequentes aumentaram o numero de experimentos de
atividade antipromastigota para trés, cada um realizado em triplicata, comeg¢ando em uma
concentragdo de 100 uM e diluido em série para 0,78 uM. Essa abordagem permitiu uma

determinagdo mais precisa dos valores de Clso para os compostos 2b, 2¢ ¢ 2g (Figura 17).

2b CILg=15,5 pM 2¢ Cly,=18,38 pM
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Figura 17. Curva de viabilidade celular de formas promastigotas de Leishmania infantum na
presenca de 2b, 2¢, 2g ¢ AmB. Valor de p: p <0,05 (*).

Na Figura 17, pode-se observar que os compostos 2b (R = 5-Cl; R’=H), 2¢ (R = 5-Br;
R’>=H) e 2g (R = 5-CH3; R’ = N-benzil) apresentaram inibicdo de mais de 50% da forma
promastigota nas concentragdes de 25, 50 e 100 puM, com diferenga estatisticamente
significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. Os dados de Clso dos compostos 2b e 2¢
sugerem que os substituintes -Cl e -Br podem contribuir para a atividade antiparasitaria em
comparagdo ao composto ndo substituido 2a (Tabela 6). Estudos anteriores mostraram que
halogénios (como -Cl e -Br) ajudam a aumentar a atividade antipromastigota. O grupo N-benzil
no composto 2g favoreceu a atividade de citotoxicidade com um efeito lipofilico positivo [190,

191], resultando em uma Clso menor em comparacdo com seu analogo nao N-benzilado 2e
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(Tabela 6). A reducdo da concentragdo desses compostos de 12,5 para 0,78 uM diminuiu sua
eficdcia contra os parasitas. AmB (farmaco de referéncia) exibiu consideravel atividade
antileishmania, atingindo aproximadamente 75% de inibi¢do da forma promastigota em
concentragoes de 2,5, 5 e 10 uM. Mesmo quando a concentracao foi reduzida para 1,25 uM, o
farmaco de referéncia manteve a inibi¢ao de mais de 50% (Figura 17). O aduto de Knoevenagel
derivados de isatina 2g foi o composto que mais reduziu a viabilidade celular de células
promastigotas no ensaio. Estudos anteriores sobre a atividade antileishmania de derivados de
isatina (derivados de amina aromatica N-alquil-isatina-3-imino) produziram resultados
promissores na forma promastigota de Leishmania major em concentracdo micromolar [192].

Simulagdes de docking molecular e dinamica molecular com a enzima Tripanotiona
redutase de Leishmania infantum (PDB: SEBK) foram realizadas em parceria com o professor
Dr. Marcus Tullius Scotti do Laboratdrio de Quimioinformatica da UFPB e detalhadas em um
dos nossos trabalhos (Material Suplementar — Artigo S3). Com bases nos dados obtidos, os
adutos de Knoevenagel derivados de isatina 2b, 2¢ e 2g apresentaram valores de energia de
ligacdo negativos, indicando interagdo favoravel com o alvo. O composto 2g destacou-se com
afinidade superior (—77,0 kcal-mol™), estabelecendo ligagdo de hidrogénio com o residuo
Ser470 (2,28 A) e interagdes hidrofobicas com residuos cataliticos como His461 e Cys52,
sugerindo maior potencial inibitorio. J& os compostos 2b e 2¢ exibiram energias de —50,9 e —
50,4 kcal-mol™, respectivamente, ambos interagindo com o residuo His461 e refor¢ando o
papel dos substituintes halogénios em favorecer contatos hidrofobicos no sitio ativo.

A Figura 18 destaca as principais interagdes moleculares, incluindo ligagdes de
hidrogénio convencionais (verde-escuro), ligagdes carbono-hidrogénio (verde-claro),
interacdes hidrofobicas, como alquila e m-alquila (rosa-claro), interagdes em forma de T m-n
(rosa-escuro), contatos m-enxofre (amarelo) e interagdes m-anion (laranja). Os principais
residuos que interagem incluem Ser (Serina), Pro (Prolina), Leu (Leucina), His (Histidina), Cys

(Cisteina), Val (Valina), Glu (Acido glutdmico), Thr (Treonina) e Asn (Asparagina).
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Figura 18. Mapas de interagcdo 2D dos compostos 2g (A), 2b (B), 2¢ (C), AmB (D) e do ligante
co-cristalizado PDB (E) com Tripanotiona redutase de Leishmania infantum (PDB: SEBK).
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As simulagdes de dinamica molecular confirmaram que os complexos formados por 2b
e 2g permaneceram estiveis ao longo de 100 ns, com valores de RMSD entre 1,5-2,0 A,
enquanto o composto 2¢ apresentou maiores flutuagdes locais, sugerindo menor estabilidade
conformacional. A analise de energia livre (MM/PBSA) reforcou esse padrao. O aduto de
isatina 2b exibiu o valor mais favoravel (—150,3 kJ-mol™), seguido por 2g (—119,4 kJ-mol™),
enquanto 2¢ apresentou estabilizagdo menos pronunciada (—20,2 kJ-mol™). Esses resultados
demonstram que a presenga de halogénios em 2b e 2¢, assim como o grupo N-benzil em 2g,
nao apenas modulam a atividade bioldgica observada in vitro, mas também conferem interagdes
moleculares mais estdveis e energeticamente favoradveis com a Tripanotiona redutase,
validando o papel estrutural desses substituintes na atividade antipromastigota.

Os adutos de Knoevenagel derivados de isatina 2b, 2¢, 2g ¢ AmB também foram
testados na forma amastigota axénica de Leishmania infantum para determinar a CEso (Figura

19 ¢ Tabela 7).
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Figura 19. Curva de viabilidade celular da forma amastigota axénica de Leishmania infantum
na presenga de 2b, 2¢, 2g ¢ AmB. Valor de p: p < 0,05 (*).
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Tabela 7. Concentragao efetiva semimaxima (CEso) do crescimento amastigota axénico de
Leishmania infantum tratado com adutos de Knoevenagel derivados de isatina, AmB como
controle positivo, citotoxicidade em hemacias humanas (CHso) e indice de seletividade (IS).

Aduto de isatina CEso (M) (IC) CHso (uM) IS
2b 5,74 (4,7-7,03) >100 >17,42
2¢ 4,64 (3,8 —5,68) >100 >21,55
2g 3,8(2,9-5,01) >100 >26,31

AmB 0,89 (0,43 -2,11) 193.,4 (156,6 — 244,6) 2173

Os dados representam a média de trés experimentos independentes conduzidos em triplicata com amastigotas de
Leishmania infantum tratados com adutos de Knoevenagel derivados de isatina e anfotericina B como controle
positivo, bem como indice de citotoxicidade de hemacias (CHso) e seletividade (IS = CHso/CEso).

Os adutos de Knoevenagel derivados de isatina 2b, 2¢ e 2g apresentaram citotoxicidade
na forma amastigota axénica acima de 50% nas concentragdes de 6,25 a 100 uM com diferenca
estatistica em relacdo ao controle negativo (Figura 19 e Tabela 7). A partir dos resultados nas
duas formas de Leishmania infantum, nota-se que os adutos de Knoevenagel derivados de
isatina apresentam maior inibi¢do da forma amastigota axénica em comparacdo a forma
promastigota. Em contraste, Khatoon e colaboradores (2021) [193] observaram menor inibi¢ao
para a forma amastigota axénica ao estudar compostos hibridos de cumarina-isatina contra
Leishmania tropica. A AmB apresentou valor de CEso de 0,89 uM, com porcentagem de
inibicao maior que 50% nas concentragdes iguais ou maiores que 0,62 uM (Figura 19 e Tabela
7).

A citotoxicidade dos adutos de Knoevenagel derivados de isatina 2b, 2¢ e 2g foi avaliada
em eritrocitos de humanos saudaveis. No teste (Tabela 7), que avalia a capacidade hemolitica
(CHso) desses compostos nas concentracoes utilizadas anteriormente contra hemacias humanas,
os compostos 2b, 2¢ e 2g apresentam CHso semelhante ao do controle negativo. Ou seja, na
maior concentracdo testada (100 uM), nenhum dos compostos foi tdxico para hemacias
humanas. Consequentemente, o IS para os compostos ¢ superior a 17,42, 21,55 € 26,31 para 2b,
2¢ e 2g, respectivamente. Entretanto, AmB, que tem citotoxicidade conhecida (CHso
equivalente de 193,4 uM), apresentou um IS equivalente a 217,3. Porém, a descoberta de novos
agentes terap€uticos potenciais para o tratamento da leishmaniose ainda € necessaria,

considerando os efeitos adversos oriundos do uso desse medicamento.
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Tabela 8. Concentragdo efetiva semimdxima (CEso) de amastigotas axénicas tratadas com
adutos de Knoevenagel derivados de isatina 2b, 2¢, 2g¢ ¢ AmB como controle positivo,
citotoxicidade em PBMC (CCso) e indice de seletividade (IS).

Aduto de isatina CEso (uM) (IC) CCso (uM) (IC) IS
2b 5,74 (4,7 - 7,03) 25,2 (21,8 -29,16) 4,39
2¢ 4,64 (3,8 —5,68) 34,41 (14,89 - 63,5) 7,42
2g 3,8(2,9-5,01) 27,03 (22,3 - 32,75) 7,11
AmB 0,89 (0,43 - 2,11) 29,91 (19,1 - 53,4) 33,6

IS= CCso/CEso.

Ensaios de PBMCs com o composto 2g mostraram inibicdo maior que 50% em
concentragdes de 50 e 100 uM, com CCso de 27,03 uM e um IS de 7,11 (Figura 20 e Tabela
8). Um resultado semelhante foi observado para o composto 2b, que exibiu baixa citotoxicidade
para PBMCs humanos, mas com menor IS (IS = 4,39 e CCso = 25,2 uM). O composto 2¢
mostrou o maior CCso (34,41 uM), resultando em um IS de 7,42. Por outro lado, a AmB

demonstrou citotoxicidade comparavel aos adutos de Knoevenagel derivados de isatina, com
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inibicdo maior que 50% em concentragdes de 50 e 100 uM e CCsode 29,91 uM (Figura 20.
Entretanto, seu IS foi maior devido ao seu baixo valor de CEso (0,89 uM) (Tabela 8).

5.2 ATIVIDADE CATALITICA DOS MATERIAIS DE QPB NA SINTESE DE ACIDOS
CUMARINO-3-CARBOXILICOS E AVALIACAO BIOLOGICA

5.2.1 Avaliacao da atividade catalitica dos materiais de QPB na sintese dos acidos cumarino-3-

carboxilicos

Para avaliar a performance catalitica da QPB comercial e QPB-EDTA-72h na sintese de
acidos cumarino-3-carboxilicos, uma série de reagdes foram realizadas utilizando saliciladeido
e acido de Meldrum sob variadas condigoes ¢ os resultados destacados na Tabela 9. A escolha
do solvente para iniciar os testes cataliticos, bem como a quantidade de material utilizado como

organocatalisador foi baseada em trabalhos previamente reportados na literatura [ 109, 124].

Tabela 9. Aplicagdo dos materiais de quitosana como organocatalisador sob diferentes
condig¢des para obten¢ao do acido cumarino-3-carboxilico 3a.?

(0]
o) 0]
o W catalisador X OH
+ >
@f\ O H,0
on K H0 o No
3a
Entrada Catalisador Volume do solvente (mL) Tempo (min)® Rendimento
Isolado (%)
1 - - 1320 89
2 - 0,1 120 84
3 QPB-EDTA-72h 0,1 60 83
4 QPB comercial 0,1 20 81
5 QPB comercial - 300 83
6 QPB comercial 0,3 20 84
7 QPB comercial 0,5 20 80
8 QPB comercial 1 20 81
9 QPB comercial 2,5 10 82
10 QPB comercial 2,5 50°¢ 82

3Condigdes reacionais: salicilaldeido (0,5 mmol), 4cido de Meldrum (0,5 mmol), catalisador (10 mg); ®As reacdes
foram monitoradas por CCD até o desaparecimento do salicilaldeido; “Reagdo realizada a temperatura ambiente.

Inicialmente, a reagao foi realizada na auséncia de solvente e catalisador. Neste caso, a

formagdo do produto aconteceu lentamente, sendo ele obtido com 89% de rendimento apos
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1320 minutos (entrada 1, Tabela 9). Ao comparar esse resultado com o da reagdo em agua ainda
sem catalisador, nota-se que a introducdo do solvente ao sistema reacional proporciona uma
redugdo do tempo em mais de 10 vezes, permitindo a obtengao do produto 3a com rendimento
de 84% (entrada 2, Tabela 9). Assim, destaca-se o uso do solvente como imprescindivel para o
progresso da reagdo, melhorando a homogeneizagao dos reagentes para a obtengdo do produto
mais rapidamente.

O potencial catalitico da QPB-EDTA-72h empregada como organocatalisador
bifuncional foi observado quando a conversao total dos reagentes em produto 3a aconteceu em
60 minutos (entrada 3, Tabela 9), metade do tempo gasto na reagdo sem catalisador, mas
garantido rendimento semelhante. Enquanto isso, na reagdo com QPB comercial como
organocatalisador, o material ndo funcionalizado promoveu uma reducao de tempo ainda maior,
uma vez que a geracdo do produto 3a ocorreu em 20 minutos com rendimento isolado
ligeiramente inferior (entrada 4, Tabela 9). Dessa forma, destaca-se os grupos aminos livres (-
NHb») da QPB comercial como sitios basicos importantes para a catalise da reagdo frente a eles
modificados por EDTA.

Na sintese do produto 3a, os grupos aminos livres da QPB comercial sdo protonados ao
ativarem o acido de Meldrum, que possui baixo pKa (H20) =4.97 [194]. Em consequéncia, o
biopolimero solubiliza-se na 4gua, promovendo catalise homogénea. Essa por sua vez, possui
a eficiéncia catalitica como uma das suas principais caracteristicas, o que justifica o melhor
resultado para a reacdo utilizando QPB comercial (entrada 4, Tabela 9) em comparagdo ao
mesmo material modificado (entrada 3, Tabela 9). Embora a QPB-EDTA-72h possua grupos
aminos livres residuais, a quantidade disponivel € insuficiente para propiciar a solubilizagao
desse material em dgua apos a ativagao do acido de Meldrum, o que faz com que a catalise
heterogénea seja a atuante neste caso.

Para verificar a atuacao isolada da QPB comercial na sintese do acido cumarino-3-
carboxilico 3a, ela foi empregada na auséncia de solvente. Consequentemente, a reagao se
procedeu mais lentamente devido a dificuldade de homogeneizacao do sistema que era formado
quase totalmente de so6lidos, porém o produto 3a foi obtido com bom rendimento apos 300
minutos (entrada 5, Tabela 9). A partir desses resultados e além de considerar que sistemas
diluidos favorecem reagdes de ciclizacao [195], outras reagdes foram realizadas aumentando
gradativamente a quantidade de solvente no sistema (entradas 6-9, Tabela 9). Assim, quando
utilizado 2,5 mL de dgua como solvente, o tempo reacional caiu para 10 minutos sem grande

influéncia no rendimento (entrada 9, Tabela 9), comprovando a ideia inicial deste teste. Quando
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a reacdo foi realizada a temperatura ambiente (entrada 10, Tabela 9), a conversao de todo
material de partida em produto foi alcangada em 50 minutos, mostrando que o sistema proposto
¢ promissor mesmo sem aquecimento. Porém, neste caso, o aquecimento € importante para a
rapida obtengao do produto 3a.

Ap6s a escolha do melhor material para catalise, a reagdo de sintese de 4cidos cumarino-
3-carboxilicos entre saliciladeido e 4cido de Meldrum foi usada como modelo para a otimizagao
das condicdes reacionais, como determinagao do melhor solvente e quantidade do catalisador e

os resultados foram descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Otimizagdo das condigdes reacionais para obten¢do do acido cumarino-3-
carboxilico 3a.?

(o]
(o) (0]
X0 W QPB comercial X OH
+ 0 O
Solvente
OH 7< 75 °C o~ "o
3a
Entrada Solvente ca tzi\l/i[::;?):lfmg) Tempo (min)® I::;;:&Ti;:())

1 H>O 5 20 84
2 H>O 10 10 82
3 H>O 20 10 82
4 H>O 30 10 81
5 EtOH:H»O (3:7) 10 20 80
6 EtOH 10 240 83
7 THEF¢ 10 1440 85
8 Tolueno 10 1440 d

2Condicdes reacionais: salicilaldeido (0,5 mmol), 4cido de Meldrum (0,5 mmol), solvente (2,5 mL); PAs reacdes
foram monitoradas por CCD até o desaparecimento do salicilaldeido; “Reacio realizada sob refluxo; ‘Apenas
tragos de produto 3a.

Nas reagdes envolvendo diferentes quantidades de QPB comercial como
organocatalisador (Tabela 10), a reducdo para 5 mg provocou o aumento do tempo reacional
para 20 minutos com ligeiro aumento no rendimento (entrada 1, Tabela 10). Entretanto, o uso
de 10, 20 ou 30 mg de organocatalisador ndo alterou a eficiéncia catalitica no que diz respeito
ao tempo e rendimento (entradas 2-4, Tabela 10). Dessa forma, 10 mg foi considerada a
quantidade ideal de organocatalisador para as demais reagdes, representando a quantidade de
sitios ativos suficiente para promover a catélise da reagao.

Utilizando solventes polares proticos, aproticos e apolares, como dgua, etanol:agua (3:7

v/v), etanol, THF e tolueno, notou-se que a reacao de formagao do produto 3a nao ¢ favorecida
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por solventes polares aproticos ou apolares. De modo geral, em THF (entrada 7, Tabela 10),
um longo tempo reacional foi necessario para converter todo material de partida em produto,
enquanto, em tolueno (entrada 8, Tabela 10), apenas tragos foram observados apos 1440
minutos. Esse resultado, por sua vez, pode estar relacionado a aglomeracao do
organocatalisador no solvente apolar.

Os melhores resultados de tempo foram observados utilizando solventes polares
proéticos, (entradas 2 e 5-6, Tabela 10), sendo a dgua identificada como o melhor solvente em
relagdo ao menor tempo e processamento mais sustentavel (entrada 2, Tabela 10). A utilizacao
da 4gua como solvente em reagdes organicas se destaca como uma pratica promissora, além de
estar alinhada com os principios da Quimica Verde. Varios beneficios podem ser destacados:

[1] Economia: a agua ¢ um solvente de baixo custo, amplamente disponivel e ndo
inflamavel. Isso torna a sua utilizagdo economicamente vantajosa em comparacdo com
solventes organicos, na maioria das vezes caros e potencialmente perigosos [196, 197];

[2] Amigavel ao meio ambiente: além da sua vantagem econdmica, a agua ¢ um solvente
ecologicamente correto, pois ndo gera residuos poluentes ou emissodes toxicas. Ela ndo contribui
para a polui¢ao do meio ambiente e pode ser tratada apds o uso [196, 187];

[3] Propriedades tnicas: a agua possui propriedades fisicas e quimicas Unicas que a
tornam adequada para varios processos quimicos. Sua alta tensdo superficial, constante
dielétrica, calor especifico e densidade de energia coesiva podem influenciar positivamente o
curso de reagdes organicas [196, 197];

[4] Natureza anfotérica: podendo atuar tanto como acido quanto como base em reacgoes
quimicas, a agua facilita diversas transformacdes quimicas [196, 197];

[5] Interacdes hidrofobicas: as interagdes hidrofobicas da agua com compostos
organicos podem ser Uteis em certos processos organicos. Isso pode levar a formagdo de
estruturas supramoleculares que desempenham um papel importante em reagdes € na
estabilizacao de intermediarios [196, 197].

Portanto, o desenvolvimento de protocolos que aproveitam as propriedades da agua
como solvente em reagdes organicas € priorizado, contribuindo para a redu¢do do impacto
ambiental, promover a eficiéncia energética, além de tornar os processos quimicos mais
sustentaveis.

Uma proposta mecanistica para produgdo dos adcidos cumarino-3-carboxilicos utilizando
QPB comercial como organocatalisador em dgua ¢ demonstrado na Figura 21 e foi baseada em

outros mecanismos relatados na literatura [109]. Resumidamente, a reagdo se processa por uma
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condensa¢do de Knoevenagel em agua entre saliciladeido e 4cido de Meldrum seguidos por
ciclizacdo intramolecular. Acredita-se que os grupos aminos da quitosana ativam o acido de
Meldrum por meio da desprotonacdo do carbono alfa desse composto de metileno ativo,
tornando-o mais nucleofilico (I). Posteriormente, ocorra a formagao do aduto de Knoevenagel
por meio de ataque nucleofilico ao saliciladeido (II) seguido de desidratacao (III). Através do
ataque nucleofilico da hidroxila do salicilaldeido a carbonila do acido de Meldrum, uma
ciclizagao intramolecular (IV) acontece, eliminando acetona e gerando o produto 3a com a
restituicdo do organocatalisador como etapa final (V). Vale destacar que a QPB comercial
protonada se solubiliza no meio reacional aquoso, promovendo uma catalise homogénea
eficiente e apoOs sua restitui¢do, precipita no meio permitindo a recuperagdo e reutilizagdo em

novas reagoes.
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Figura 21. Mecanismo proposto para rea¢do de sintese do adcido cumarino-3-carboxilico 3a
catalisado por QPB comercial.

Apo6s a otimizacao das condig¢des reacionais, 0 mesmo protocolo foi aplicado com uma
variedade de saliciladeidos a fim de explorar o efeito de diferentes substituintes no progresso

da reacdo, sendo os resultados destacados na Tabela 11.
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Aplicacdo de saliciladeidos substituidos para obten¢do de variados &cidos
cumarino-3-carboxilicos nas condi¢des otimizadas (continua).?

o)
6
L,

Wo
O. O

H,0
x %

QPB comercial

R
3a-i
Tempo Rendimento
Entrada R Produto (minl;b Isolado (%)
(0]
X
(o] (0]
(3a)
(0]
(0]
e X
2 5-OCH; \C(rLOH 10 88
(o) (o]
(3b)
(0]
X OH
3 3-OCH; 0o 15 82
_O
(39
o
Br
4 5-Br \@Yo” 30 J
o "o
(3d)
(0]
o,N
5 5-NO» \C(YLOH 20 82
0" "0
(3e)
(0]
Cli
(o) o)
(39
(@)
S H
7 4-OH M ° 15 88
HO o (@)

(32)
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Tabela 11. (Continuagdo) Aplicagdo de saliciladeidos substituidos para obten¢do de variados
acidos cumarino-3-carboxilicos nas condi¢des otimizadas.?

0
4-N- o
8 (CH,CHs), NK Y 120 7
(3h)
o~ o)
10 4,6-OCH; ° 0o 120 33

I
3i)
®Condigdes reacionais: salicilaldeido (0,5 mmol), acido de Meldrum (0,5 mmol), H,O (2,5 mL), catalisador (10
mg); ®As reagdes foram monitoradas por CCD até o desaparecimento do salicilaldeido; “Reagdes interrompidas.

De modo geral, os ensaios com os saliciladeidos monossubstituidos por grupos doadores
(entrada 2-3 e 7, Tabela 11) ou retirados de elétrons (entradas 4-6, Tabela 11) reagiram
eficientemente para a geracao dos acidos cumarino-3-carboxilicos desejados (3a-g). Apesar da
presenca de grupos retiradores de elétrons na posicao 5 dos saliciladeidos (entradas 4-6, Tabela
11) implicar diretamente na etapa de ciclizagao intramolecular para formagao do anel pirano do
produto final, as reagdes se procederam em tempos inferiores ou iguais a 30 minutos € com
rendimentos dentro da média obtida para as reagdes com os demais grupos substituintes.

Na presenca de grupos doadores de elétrons nas posi¢cdes 4 ou 5 dos saliciladeidos
(entradas 2 e 7, Tabela 11), os tempos reacionais foram ainda mais curtos, comprovando, dessa
forma, os beneficios do efeito doador de elétrons dos substituintes para o progresso da reacao.
Esse comportamento também pode ser observado quando o substituinte do salicilaldeido se
localizava na posi¢do 3 e que, embora pudesse gerar um impedimento estérico indesejado para
a etapa de ciclizacdo intramolecular, ndo interferiu no resultado final da reacdo e permitiu que
a sintese do produto desejado ocorresse em apenas 15 minutos com bom rendimento isolado
(entrada 3, Tabela 11).

Os derivados de salicilaldeido monossubstituidos por grupos volumosos (entrada 8,
Tabela 11) ou dissubstituido (entrada 9, Tabela 11) reagiram lentamente e proporcionaram
baixos rendimentos, uma vez que os materiais de partida nao foram totalmente convertidos em
produtos. Esse resultado pode ser atribuido a baixa solubilidade desses saliciladeidos no
solvente proposto e ao grande volume deles em comparagdo aos outros substratos testados.

Comportamento semelhante foi observada por Kamat e colaboradores (2021) [124], que
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sintetizaram acidos cumarino-3-carboxilicos entre variados saliciladeidos e dcido de Meldrum
em agua como solvente e B-CD como catalisador homogéneo a 70 °C.

Como forma de melhorar os resultados das entradas 8 ¢ 9 (Tabela 11), novos ensaios
foram realizados utilizando a mistura binaria etanol:agua como o segundo melhor solvente

testado anteriormente (entrada 5, Tabela 11) e os resultados foram registrados na Tabela 12.

Tabela 12. Aplicag¢ao de variadas misturas bindrias etanol:agua como solvente para obtengao
de variados acidos cumarino-3-carboxilicos.?

o o~ o
N (oM 0]
(0} (o) (0]
. |

(3h) (3i)
Tempo (min)®/ Tempo (min)®/
Entrada Solvente (v/v) Rendimento (%) Rendimento (%)
1 EtOH:H:0 (3:7) 45/80 45/77
2 EtOH:H:0 (1:1) 60°/68 60°/66

?Condicdes reacionais: aldeido (0,5 mmol), acido de Meldrum (0,5 mmol), H>O (2,5 mL), QPB comercial (10 mg);
bAs rea¢des foram monitoradas por CCD até o desaparecimento do salicilaldeido; “Reacdes interrompidas.

Aplicando a proporcdo 3:7 (v/v) da mistura bindria etanol:dgua nas duas reagdes, foi
observado a total conversao dos reagentes em produtos em 45 minutos (entrada 1, Tabela 12),
além de alcancar rendimentos superiores aos obtidos nas condi¢des anteriores (entradas 8 € 9,
Tabela 11). A presenca de etanol no solvente permitiu uma melhor homogeneiza¢do dos
sistemas, contribuindo para a melhor performance das reacdes. No entanto, a0 aumentar a
quantidade de etanol na mistura bindria, ou seja, utilizando etanol:dgua na propor¢ao 1:1 (v/v),
ainda foi observado reagentes em ambas as reacdes apos 60 minutos (entrada 2, Tabela 12),
consequentemente, os rendimentos isolados foram mais baixos que os alcancados com a mistura
bindria etanol:agua (3:7, v/v), o que refor¢a que essas reagdes sao mais favorecidas em agua.
Esses resultados juntos aos ensaios de reciclagem e atividade antimicrobiana deram origem ao

Artigo S1 do Material Suplementar.

5.2.2 Estudo de reciclabilidade da QPB comercial na sintese do a4cido cumarino-3-carboxilico

3a

A QPB comercial foi submetida a testes de reutilizagdo a fim de verificar a integridade

da atividade catalitica do biopolimero apds cada ciclo de sintese de acidos cumarino-3-
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carboxilicos entre o salicilaldeido e acido de Meldrum nas condi¢des otimizadas. Durante os
ciclos, ndo houveram perdas significativas do rendimento isolado do composto, conforme
mostrado na Figura 22. Além disso, a similaridade entre os espectros de FT-IR do
organocatalisador inicial (a) e recuperado (b) apds os quatro ciclos apoiam a manutencao da
estrutura do biopolimero apos recuperacdo e reutilizagdo (Figura 23). Também ndo foram
observadas bandas adicionais no espectro do organocatalisador ap6s a recuperacao,
principalmente provenientes do produto 3a (c), atestando a eficiéncia das lavagens para total
remog¢ao de qualquer substancia residual impregnada no organocatalisador. Comparando os
espectros de RMN 'H da quitosana solubilizada na mistura binaria D,0:CD;COOD (1:1, v/v)
antes (a) e apds o reuso (b) (Figura 24), também nao foram observados o aparecimento de
novos sinais ou o desaparecimento de sinais iniciais apds a reciclagem, indicando mais uma vez

a retengao da estrutura polimérica e a eficiéncia do tratamento ap6s recuperagao.

Reciclagem da QPB comercial
100

90
i 83 83 82 -
70
80
50
40
30
20
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0
1 2 3 4
Ciclos
Figura 22. Desempenho de reciclagem da QPB comercial na sintese do produto 3a.

Rendimento isolado (%)
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Figura 23. Espectros de FT-IR de QPB comercial (a), QPB reutilizada (quatro ciclos) (b) e
produto 3a (¢).
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Figura 24. Espectros de RMN de 'H da QPB comercial (a) e QPB reutilizada (quatro ciclos)
(b) em mistura binaria D>O:CD3COOD (1:1, v/v) a 40°C.
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5.2.3 Atividade antimicrobiana dos adutos de Knoevenagel e 4cidos cumarino-3-carboxilicos

As atividades antifungica e antibacteriana in vitro dos adutos de Knoevenagel derivados
de aldeidos aromaticos (1a-l1) ou isatina (2a-h) e 4cidos cumarino-3-carboxilicos (3a-i) foram
investigadas usando doze cepas, sendo quatro bacterianas e oito fungicas (Tabelas 13, 14 ¢ 15,
respectivamente). Os valores da CIM mostraram que os adutos de Knoevenagel 1b-e, 1g ¢ 1h-
k foram ineficazes ou ndo apresentam atividade contra todos os micro-organismos avaliados
nas concentracdes testadas (Tabela 13). Enquanto isso, os compostos 1a (R = H), 1f (R = 3-
NO2) e 1Th (R = 2-NO») apresentaram atividade antimicrobiana contra todas as cepas,
apresentando CIM de 512 e 1024 pg/mL. Comparadas com o fluconazol e gentamicina,
farmacos comumente empregados como antifungico e antibacteriano, respectivamente, essas
concentragdes sao mais elevadas. Porém, com bases nesses resultados, outras cepas de bactérias

e fungos podem apresentar resultados promissores em estudos posteriores.

Tabela 13. Resultados da avaliacdo da CIM (1024 a 2 pg/mL) de 12 adutos de Knoevenagel

derivados de aldeidos aroméaticos em espécies de bactérias e fungos - Técnica de microdilui¢ao
(continua).

Micro-organismos/CIM (pg/mL)

. . o . . .
S §x sz S Iz S sz 0z 303 2 ==
Produto § o 53 1% g S 2 S 3% 3 g g - g
s 0§ 0§ s s fofoT % %%
(ng/mL) v :2 5 NS S G < < <
la 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512
1b + + + + + + + + + + +
1c + + + + + + + + + + + +
1d + + + + + + + + + + + +
le + + + + + + + + + + + +
1f 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
1g + + + + + + + + + + + +
1h 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512
1i + + + + + + + + + + + +
1j + + + + + + + + + + + +
1k + + + + + + + + + + + +
11 + + + + + + + + + + + +
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Tabela 13. (Continuagdo) Resultados da avaliagdo da CIM (1024 a 2 pg/mL) de 12 adutos de
Knoevenagel derivados de aldeidos aromaticos em espécies de bactérias e fungos - Técnica de
microdilui¢do.

Meio de cultura

Micro-organismo + + + + + + + + + + + +
Gentamicina 128 128 256 2 NA NA NA NA NA NA NA NA
Fluconazol NA NA NA NA 128 256 256 256 256 256 256 256

(+) Crescimento microbiano; (-) Auséncia de crescimento microbiano; (NA) Nao aplicado.

No trabalho de Giiller e colaboradores (2021) [139], os adutos de Knoevenagel 1a-d
foram testados contra E. coli e S. aureus em concentragdes que variaram de 500 a 3000 pg/mL.
Os efeitos dos adutos de Knoevenagel nas bactérias foram analisados com base no método de
difusdo em disco ¢ a zona de inibi¢do com o diametro em milimetros. Um diametro da zona de
inibicdo >10 mm indicou que o composto testado ¢ ativo contra as culturas indicadoras [140].
Como resultado, os pesquisadores verificaram que nenhum dos adutos de Knoevenagel testados
foi eficaz contra E. coli mesmo em concentracdo elevada. Curiosamente, neste trabalho (Tabela
13), o composto 1a foi eficaz contra a bactéria em questdo com concentracao de 512 ug/mL.

Ainda conforme os autores (2021), a molécula 1d (R = 4-OCH3) também nao foi eficaz
contra a cepa de S. aureus, ja os adutos 1a-b (2500 pg/mL) e 1c (500 pg/mL) apresentaram
atividade. Mais uma vez, uma incompatibilidade de resultados pode ser observada ja que, neste
trabalho (Tabela 13), os compostos 1b (R =4-ClI) e 1¢ (R = 4-NO») ndo se mostraram eficazes
contra a mesma espécie mencionada na concentracao de 1024 pg/mL. Além disso, o aduto de
Knoevenagel 1a apresentou concentragdo inibitdria inferior ao do trabalho de Giiller e
colaboradores (2021) [198, 199]. Essas divergéncias de resultados podem ser justificadas pelas
diferencas nos métodos utilizados para realizar os testes bioldgicos e aos critérios de andlise
utilizados para interpretar os resultados.

A avaliacdo antimicrobiana para os adutos de Knoevenagel derivados de isatina (2a-h)
revelou que nenhum dos compostos possui atividade contra as cepas bacterianas e fungicas
avaliadas nas concentragdes de 2 a 1024 pg/mL testadas (Tabela 14). Na literatura, os
compostos 2a (R = H), 2¢ (R =5-Br; R’=H) e 2h (R = H; R’ = N-CH3) foram avaliados quanto
a sua atividade antibacteriana contra as espécies S. aureus e E. coli pelo método de difusdo em
disco com concentragdes entre 2000-20000 pg/mL [100]. Segundo o estudo, o composto 2a foi
altamente ativo contra S. aureus (CIM 10000 pg/mL), enquanto mostrou leve atividade contra

E. coli na mesma CIM. O composto 2h ndo apresentou atividade contra S. aureus ou E. coli.
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Além disso, verificou-se que o composto 2¢ exibiu forte atividade contra S. aureus (CIM 6000
png/mL), pouca atividade contra E. coli, porém, foi mais ativo que o composto 2a (CIM 10000
ug /mL) para a mesma cepa.

Conforme Azad e colaboradores (2021) [100], o estudo possibilitou verificar que os
adutos de Knoevenagel derivados de isatina exibiram boa atividade bioldgica devido a presenca
de um anel extra em sua estrutura. Essa caracteristica pode ter desempenhado um papel no
aumento do espectro de atividade biologica dos compostos. Porém, as divergéncias de
resultados em comparagdo com a Tabela 14 podem ser justificadas pelas diferencas nos
métodos utilizados para realizar os testes bioldgicos e aos critérios de analise utilizados para

interpretar os resultados.

Tabela 14. Resultados da avaliacdo da CIM (1024 a 2 pg/mL) de 8 adutos de Knoevenagel
derivados de isatina em espécies de bactérias e fungos - Técnica de microdilui¢ao.
Micro-organismos/CIM (ng/mL)

Q.I) (.I) <A 1 o ! o~ .

! QO Q Q =~ @] o © @)

S 5 = © O = 2 = 8 % 3 O

& = < -k > 5 s = s £
<9 2% g0 O < - n 9D 2 — — = < =
noSa 2w 9 nwow a0 2o & s =
- §84 g2 B 8% § ®T&E S g 3 5 S8
Produto 52 OER §4 < fROE8 g7 8 § z » E9

§ 3 3 503 SR s = £ 5 5

- S . : H Q

(ng/mL) > SEE- S o . < = = 2

“ & % ) O U U oS

2a + + + + + + + + + + + +

2b + + + + + + + + + + + +

2¢ + + + + + + + + + + + +

2d + + + + + + + + + + + +

2e + + + + + + + + + + + +

2f + + + + + + + + + + + +

2g + + + + + + + + + + + +

2h + + + + + + + + + + + +

Meio de cultura - - - - - . y - - - - .

Micro-organismo + + + + + + + + + + + n
Gentamicina 128 128 256 256 NA NA NA NA NA NA NA NA
Fluconazol NA NA NA NA 128 256 256 256 256 256 256 256

(+) Crescimento microbiano; (-) Auséncia de crescimento microbiano; (NA) Nao aplicado.

Para os 4cidos cumarino-3-carboxilicos, os valores da CIM mostraram que os produtos

3a, 3b, 3f e 3g foram ineficazes ou ndo apresentam atividade contra todas as cepas avaliadas.
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Entretanto, os produtos 3c-e, 3h e 3i testados a partir da concentracdo de 1024 pg/mL

apresentaram efeito inibitorio promissor sobre o crescimento dos micro-organismos (Tabela

15).

Tabela 15. Resultados da avaliagdo da CIM/CBM/CFM (1024 a 2 pg/mL) de 9
moléculas/acidos cumarino-3-carboxilicos em espécies de bactérias e fungos - Técnica de
microdilui¢do.

Micro-organismos/CIM (ng/mL)

(.I) (_') A ' o ! o~ !
! ) ©Q Q = © N o Q
5 0§ 8 = g 3z g 3z § & § ¢
Produtos o 2 o i o O <.y A <., - 5 = s 2
L 0 T 2w O 2 ® 2 2 2 iy SRS
(ng/mL) S o s £% E SR R g g ) 38
O — S~ S a < L= S == = = 80 S
3 2 0 = < < 2 Y S S 2 N
S X 5 ¥ %3 8 § § 5 5 2 =
v & 3 © ; ‘ = = ~ ~ ~ °
o a & Q Q U U Y
3a + + + + + + + + + + + +
3b + + + + + + + + + + + +
3¢ 512 512 512 512 512 512 512 512 512 512 + +
3d 256 256 256 256 256 256 256 256 256 256 + +
3e 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
3f + + + + + + + + + + + +
3g + + + + + + + + + + + +
3h 1024 512 512 512 512 512 512 512 512 512 + +
3i 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
Meio de . . . . -
Cultura
Micro- + + + + + + + + + + + +
organismo
Gentamicina 128 126 256 256 NA NA NA NA NA NA NA NA
Fluconazol NA NA NA  NA 128 256 256 256 256 256 256 256

(+) Crescimento Microbiano; (-) Auséncia de Crescimento Microbiano; (NA) Nao Aplicado.

Para as cepas das espécies 4. niger e P. citrinum, apenas os produtos 3e (R =5- NOy) e
3i (R = 4,6-OCH3) foram capazes de inibir o crescimento dos micro-organismos com a maior
CIM utilizada (1024 pg/mL). O produto 3d (R = 5-Br) apresentou a CIM mais baixa em relacdo
aos demais, e, em comparagdo com a gentamicina, apresentou a mesma CIM para as cepas P.
aeruginosa e E. coli. Em relagdo ao fluconazol, o produto 3d mostrou atividade semelhante
para as cepas de C. albicans, C. tropicalis (ATCC-13803 e LM-77) e A4. flavus (LM-26 ¢ LM-

55). Em contrapartida, as espécies 4. niger e P. citrinum apresentaram resisténcia ao referido
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produto. No mais, a CBM e CFM ficou determinada na concentragdo de 256 pg/mL, sugerindo
que produto 3d ¢ de natureza bactericida e fungicida.

Entre os acidos cumarino-3-carboxilicos avaliados, a diferenga estrutural mais evidente
do produto 3d em relagdo aos demais ¢ a presenca do atomo de bromo. Esse resultado pode ser
atribuido a um efeito multifatorial. O bromo aumenta a lipofilicidade da molécula, favorecendo
sua difusdo através da membrana celular e, consequentemente, melhorando a disponibilidade
intracelular [202]. Além disso, sua elevada polarizabilidade possibilita interacdes adicionais de
halogénio com grupos doadores de elétrons presentes em biomoléculas microbianas, como
carbonilas e residuos sulfurados de enzimas [203, 204].

Do ponto de vista eletronico, o bromo exerce simultaneamente efeito indutivo (-I) e
mesomérico (+M), modulando a densidade eletronica do nucleo cumarinico e tornando-o mais
favoravel a interacdes ndo covalentes. Somado a isso, o tamanho volumoso do 4&tomo contribui
para a complementaridade estérica da molécula em microambientes hidrofobicos [205, 206].
Assim, a presenca do bromo em 3d confere um conjunto sinérgico de propriedades que explica
seu desempenho antimicrobiano superior em comparacdo aos demais acidos cumarino-3-
carboxilicos analisados.

Nos hibridos quinoxalinicos estudados por Ammar e colaboradores (2020) [207],
também foi observada forte atividade antimicrobiana para compostos com substituicdes
halogenadas, em especial bromadas, sugerindo novamente o efeito combinado de maior
lipofilicidade, aumento da complementaridade estereoeletronica e favorecimento de interagdes
halogénio-aceptoras no sitio da DNA girase. O mesmo padrao foi observado no trabalho de Liu
e colaboradores (2020) [208], que descreveu derivados cumarina-tiazolil éster como inibidores
de DNA girase. O composto com substituinte bromo no nucleo cumarinico, exibiu forte
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella
(CIM = 0,05 pg/mL), além de Clso = 0,13 uM para DNA girase. A analise de SAR revelou que
o bromo favoreceu significativamente a atividade, provavelmente devido a interagdes
adicionais com residuos hidrofobicos no sitio ativo da enzima, além de aumentar a

permeabilidade celular em bactérias Gram-positivas.
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5.3 ATIVIDADE CATALITICA DOS MATERIAIS DE QPB NA SINTESE DE DERIVADOS
DE XANTENO E TETRACETONA E AVALIACAO BIOLOGICA

5.3.1 Avaliagao da atividade catalitica dos materiais de QPB na sintese dos derivados de xanteno

e tetracetona

As condigOes otimizadas para a sintese dos acidos cumarino-3-carboxilicos foram
aplicadas como uma alternativa simples, ecologica e eficiente para a sintese de derivados de
xanteno e tetracetona. Nesta abordagem, a condensacdo entre salicilaldeido e dimedona (1:2
equivalentes) ocorreu na presenca de QPB comercial como organocatalisador, utilizando agua
como solvente e a 75 °C, resultando no derivado de xanteno 4a como unico produto da reagao
(entrada 3, Tabela 16). Para confirmar a eficiéncia catalitica da quitosana, alguns experimentos

adicionais foram realizados, conforme detalhado na Tabela 16.

Tabela 16. Testes de atividade catalitica dos materiais de quitosana como organocatalisadores

na sintese do derivado xanteno 4a.?
HO I

(0]
(0]
0) 0]
o . Catalisador O |
oH H,0, 75 °C o
4a
Entrada Catalisador Tempo (min)® Rendimento isolado (%)

1 - 240 90
2 QPB-EDTA-72h 30 90
3 QPB comercial 20 93
4 QPB comercial 120°¢ 92
5 QPB comercial 60¢ 77

4 Condigdes reacionais: salicilaldeido (0,6 mmol), dimedona (1 mmol), QPB comercial (10 mg), H,O (2,5 mL); ®
As reacdes foram monitoradas até o completo desaparecimento da dimedona; ¢ Reacio a temperatura ambiente; ¢
Reagdo sem solvente.

Inicialmente, a reacdo entre salicilaldeido e dimedona, conduzida na auséncia de
catalisador, resultou no consumo total dos reagentes em 240 min, com rendimento isolado de

90% (entrada 1, Tabela 16). A introducao do catalisador QPB-EDTA-72h (entrada 2, Tabela
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16) promoveu uma reducdo expressiva do tempo reacional para apenas 30 min, mantendo o
mesmo rendimento de 90%, o que demonstra a eficiéncia da modificacdo da quitosana com
EDTA em acelerar a reagdo. Contudo, o melhor desempenho foi obtido com o QPB comercial
(entrada 3, Tabela 16), que levou a formacao do produto em apenas 20 min, com rendimento
de 93%, resultado que supera todas as demais condigdes avaliadas.

A redugao significativa no tempo de reacgdo foi atribuida a a¢do dos grupos amino livres
da quitosana, que funcionam como sitios basicos, aumentando a nucleofilicidade da dimedona
como um composto metileno ativo (entrada 3, Tabela 16). A eficiéncia catalitica da QPB
comercial também foi observada mesmo em condi¢des de temperatura ambiente (entrada 4,
Tabela 16), onde o produto desejado foi obtido com rendimento de 92%, na metade do tempo
de reacdo realizada sem catalisador. Além disso, merece destaque a contribui¢do da agua como
solvente, pois, na sua auséncia, a homogeneizacao do sistema reacional ficou comprometida,
prejudicando o andamento da reacdo, bem como o rendimento do produto 4a (entrada 5, Tabela
16).

Uma proposta mecanistica para a produgdo do derivado de xanteno 4a usando QPB
comercial como organocatalisador com base no mecanismo relatado por Kupwade e
colaboradores (2016) [167] ¢ demonstrada na Figura 25. Resumidamente, a reacdo prossegue
por meio de uma condensagao de Knoevenagel entre salicilaldeido e 1 equivalente de dimedona,
seguida pela adicdo de Michael do outro equivalente de dimedona e uma ciclizacao
intramolecular para formar o derivado de xanteno final. Acredita-se que os grupos amino da
quitosana ativam a dimedona pela desprotonagdo do carbono alfa deste composto de metileno
ativo, tornando-o mais nucleofilico (I). Posteriormente, a forma¢ao do aduto de Knoevenagel
ocorre por ataque nucleofilico ao salicilaldeido (IT) seguido pela desidratacao (III). Na préxima
etapa, o segundo equivalente de dimedona ativada promove a adi¢do de Michael ao aduto de
Knoevenagel. Por meio do ataque nucleofilico da hidroxila do salicilaldeido sobre a carbonila
da dimedona, ocorre uma ciclizagao intramolecular (IV), eliminando dgua e gerando o derivado

xanteno 4a com o retorno do catalisador como etapa final (V).
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Figura 25. Mecanismo proposto para a sintese do derivado de xanteno 4a usando quitosana
comercial como organocatalisador.

Com base nos resultados anteriores, as mesmas condi¢cdes foram aplicadas usando
salicilaldeidos substituidos por grupos retiradores ou doadores de elétrons ou halogenados. Em
todos os casos, os derivados de xanteno foram produzidos com tempos de reagao curtos e altos

rendimentos isolados (Tabela 17).
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Tabela 17. Aplicagdo de salicilaldeidos substituidos para obter varios derivados de xanteno
(continua).?

y

(0] (o]
@E\o . QPB comercial‘
y H,0, 75 °C
IS on z

e ® e
1 H 20 93
2 5-Cl 20 92
3 5-Br 20 90
4 5-NO> 60 730
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Tabela 17. (Continuagdo) Aplicacao de salicilaldeidos substituidos para obter varios derivados
de xanteno.?

5 5-OCH3 20 91
6 4-OH 30 92
7 3-OCH3 20 93

g

2 Condigdes reacionais: salicilaldeido substituido (0,6 mmol), dimedona (1 mmol), QPB (10 mg), H,O (2,5 mL); ®
As reagdes foram monitoradas até o completo desaparecimento da dimedona; ¢ Reagdo em EtOH:H,O (3.7, v/v).

Em geral, os salicilaldeidos substituidos reagiram eficientemente, produzindo os
produtos correspondentes (4b—c ¢ 4e—g) em 20-30 min com rendimentos superiores a 90%
(entradas 2, 3 e 5-7, Tabela 17). Em comparacdo com trabalhos anteriores, o presente método
destaca-se pela sua sustentabilidade. Prasad e colaboradores (2013) [140] obtiveram altos
rendimentos (85-99%) utilizando L-prolina como organocatalisador em etanol a 60 °C. No
entanto, a reacao exigiu tempos mais longos (0,5-5 h) e o catalisador ndo foi recuperado. Da
mesma forma, Kamat e colaboradores (2021) [124] relataram um sistema catalisado por B-
ciclodextrina (B-CD) em agua a 70 °C que proporcionou excelentes rendimentos (84-95%) em
15-60 min, mas também nao incluiu informagdes sobre a reciclabilidade do catalisador.

A reagdo envolvendo o 5-Nitro-salicilaldeido como reagente carbonilado exibiu taxa de
reacdo mais lenta (entrada 4, Tabela 17), produzindo o derivado de xanteno 4d em rendimento
relativamente baixo, mesmo quando uma mistura binaria etanol:agua (3:7, v/v) foi usada como

solvente alternativo para melhorar os problemas de solubilidade do reagente [209]. No estudo
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de Pore e colaboradores (2010) [168], também foi observado que os testes envolvendo o grupo
-NO> como substituinte salicilaldeido atrasaram a conclusdo da reacdo para obter o derivado de
xanteno desejado. Em geral, o sistema dos pesquisadores consistiu em usar agua em refluxo
sem catalisador para sintetizar os derivados de xanteno em 3,5-5 horas com rendimentos entre
84-93%.

O benzaldeido também foi testado com dimedona (1:2 equivalentes) usando QPB
comercial e dgua a 75 °C para gerar o derivado de xanteno 4 (Esquema 21). Curiosamente, o
produto resultante ndo sofreu ciclizacdo intramolecular apds 1 h de acompanhamento reacional
e apenas o produto nao ciclizado foi observado, caracterizado como derivado de tetracetona 5.
Kali e Maiti (2024) [210] também obtiveram o composto 5 em seu método usando o liquido
ionico [BCMIM][CI] em etanol aquoso a temperatura ambiente. O mesmo composto foi
preparado por Borah e colaboradores (2023) [141] por meio de uma reagdo de condensagao
catalisada por TsOH-H2O sob condi¢des de moagem a temperatura ambiente. Em contraste,
Peiman e Maleki (2024) [211] conseguiram obter o derivado de xanteno 4 por meio de sintese
one pot usando nanoparticulas de Fe3O4@Si0O2@NTMPThio-Cu como catalisador heterogéneo
acido de Lewis sob condigdes livres de solvente. Kazemi-Rad e colaboradores (2015) [212]
também sintetizaram o derivado de xanteno 4, mas por meio de uma rota de duas etapas. A
primeira consistiu em usar base eletrogerada (EGB) como catalisador na presenca de brometo
de sodio como eletrdlito para formar o derivado de tetracetona 5. Na segunda etapa, acido
sulfurico (H2SO4) foi usado como reagente desidratante para o processo de ciclizagdo e
formagao do derivado de xanteno 4.

A partir dos dados mencionados e de outros reportados na literatura [213-220], ¢
possivel tracar uma correlagdo direta entre a acidez do catalisador e a eficiéncia da ciclizagdo
intramolecular do derivado de tetracetona 5 na formagdo do derivado de xanteno 4 quando
usado benzaldeido e dimedona (1:2 equivalentes) como reagentes. Essa caracteristica justifica
o resultado observado na presenca da QPB comercial como organocatalisador, uma vez que
seus grupos aminos atuam seletivamente para a sintese de derivados de tetracetona S via catalise

basica.
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—o O OH . - ~
QPB comercial ‘ Ciclizagéo
H20 75°C ‘ }{
OHO Intramolecular
5 4

Esquema 21. Obteng¢do de tetracetona 5 a partir de benzaldeido e dimedona (1:2 equivalentes)
sob condi¢des otimizadas apos 1 h de acompanhamento reacional.

A partir dos resultados mencionados, uma série de benzaldeidos contendo substituintes
doadores ou retirantes de elétrons foram reagidos com dimedona sob as mesmas condi¢des para
obter os compostos Sa-g (Tabela 18). O ensaio envolvendo benzaldeido ndo substituido
demonstrou alto rendimento, com conversdo completa dos reagentes no produto Sa dentro de
10 min de reacao (entrada 1, Tabela 18). Resultados semelhantes de tempo e rendimento
isolado foram observados para outras reagoes (entradas 2—7, Tabela 18), indicando que essas
condi¢des foram altamente eficientes para substratos, independentemente da posi¢do ou
natureza dos substituintes. Em resumo, as tetracetonas foram obtidas sem a formagdo de
quaisquer produtos secundarios. Esses resultados juntos aos ensaios de reciclagem e atividade

antitumoral deram origem ao Artigo S4 do Material Suplementar.

Tabela 18. Aplicacdo de benzaldeidos substituidos para obtengdo de diversas tetracetonas
(continua).?

= /lR
AN
(o) OH
(o) (0]
= ’ ) . QPB comercial
54 H,0, 75 °C
R OHO
5a-g
Rendimento
b
Entrada R Produto Tempo (min) isolado (%)
OH (0]

1 H ‘ ‘ 10 94
OHO

(3a)
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Tabela 18. (Continuacao) Aplicagdo de benzaldeidos substituidos para obtenc¢do de diversas
tetracetonas.®

Cl

2 4-Cl 20 82

3 4-Br 10 88

4 4-NO» 15 83

5 4-OCH3 20 90

[0}
6 3-OH ‘ ‘ 10 85
OHO

7 2-OCHs3 10 88

OH (o]
i oHO .

(32)

 Condigdes reacionais: benzaldeido substituido (0,6 mmol), dimedona (1 mmol), QPB (10 mg), H,0O (2,5 mL); ®
As reagdes foram monitoradas até o completo desaparecimento da dimedona.
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5.3.2 Estudo de reciclabilidade da QPB comercial na sintese do derivado de xanteno 4a

A QPB comercial foi submetida a testes de reutilizagcdo para verificar a integridade da
estrutura do biopolimero apods cada ciclo de sintese do derivado de xanteno 4a, formado entre
salicilaldeido e dimedona sob condi¢des otimizadas. Ao longo dos seis ciclos, nenhuma redugao
significativa no rendimento isolado do composto foi observada, conforme mostrado na Figura
6. Além disso, a similaridade entre os espectros de FT-IR dos catalisadores inicial (a) e
recuperado (b) apds seis ciclos suporta a preservagao da estrutura do biopolimero apds
recuperagao e reutilizacdo (Figura 27). Além disso, nenhuma banda adicional foi observada no
espectro do catalisador recuperado, particularmente aquelas do produto 4a (c¢), confirmando a
eficacia do processo de lavagem na remog¢do completa de quaisquer substancias residuais

impregnadas no catalisador.

Reciclagem da QPB comercial
100
90

92 92 90 89 86 85
8
7
6
5
40
3
2
1
1 2 3 4 5 6

Ciclos

o o o o

Rendimento isolado (%)
[ =T = = T =]

Figura 26. Desempenho de reciclagem de QPB comercial na sintese do produto 4a em seis
ciclos de reacao.
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Figura 27. Espectros de FT-IR de QPB comercial (a), reutilizada (seis ciclos) (b), produto 4a
().

5.3.3 Atividade antitumoral dos derivados de xanteno € tetracetona

Neste estudo, foi avaliada a atividade antitumoral dos derivados de xanteno e
tetracetonas (4a-g e 5a-g) em trés linhagens celulares tumorais: leucemia mieloide cronica (K-
562), carcinoma de pulmao (A-549) e cancer clon humano (HCT-116). A Tabela 19 apresenta
aporcentagem de inibi¢do do crescimento celular para cada composto, juntamente com o desvio
padrao da média (DP). A Doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo, permitindo
a comparacao da eficacia dos compostos testados com um agente quimioterapico amplamente

utilizado.

Tabela 19. Porcentagem de inibi¢ao do crescimento celular (%) e desvio padrao da média (DP)
dos compostos em linhagens de células tumorais (continua).

K-562 A-549 HCT-116
Produto

Inibic¢ao (%) DP Inibi¢ao (%) DP Inibicao (%) DP
4a 89,06 6.3 79,22 9,8 82,01 9.8
4b 91,17 4,7 93,22 3,6 90,09 5.4
4c 81,14 8,8 89,22 5,5 81,33 8,7
4d 64,79 13,6 69,86 12,2 60,53 13,8
4e 52,04 14,6 66,46 13,5 56,57 14,3

4f 95,19 2,7 95,33 2,6 94,71 2,9
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Tabela 19. (Continuagdo) Porcentagem de inibi¢ao do crescimento celular (%) e desvio padrao
da média (DP) dos compostos em linhagens de células tumorais.

4g 39,78 14,4 45,18 14,3 47,81 15,4
Sa 24,18 10,9 26,70 11,2 18,87 9,0
5b 44,43 14,2 12,87 6,5 22,04 10,0
Sc 22,98 12,2 41,16 14,0 26,39 11,4
5d 46,61 14,7 59,79 14,2 29,44 12,1
Se 30,49 12,3 22,10 9,9 18,31 8,7
5t 24,22 10,5 44,97 14,2 19,72 9,1
Sg 43,72 14,3 14,54 7,2 22,29 10,0
DOX 84,76 7,6 85,41 7,2 86,60 6,6

Em geral, os derivados de xanteno (4a-g) foram mais citotoxicos para as células
tumorais do que os tetracetonas (5a-g). Dentre eles, destaca-se o composto 4f (R = 4-OH), que
apresentou as maiores taxas de inibi¢do em todas as linhagens celulares (95,19% em K-562,
95,33% em A-549 ¢ 94,71% em HCT-116), com baixa varia¢do padrio, indicando alta
reprodutibilidade dos resultados. O composto 4b (R = 5-Cl) também demonstrou forte
atividade, com inibi¢do superior a 90% para as linhagens A-549 e HCT-116, sendo superior a
DOX nesses casos. Em contraste, os compostos 4d (R = 5-NO3), 4e (R = 5-OCH3) e 4g (R = 3-
OCH;) apresentaram atividade de baixa a moderada, especialmente contra a linhagem HCT-
116.

Os derivados de tetracetona (5a-g) mostraram menor atividade, com a maioria
apresentando inibi¢do inferior a 50%, sendo os compostos 5f (R = 3-OH) e 5g (R = 3-OCH3)
0s menos ativos. A baixa atividade observada para os tetracetonas pode estar relacionada a
auséncia de ciclizagdo da molécula para formag¢do do composto heterociclico triciclico. Por
exemplo, Mohammadi e Kakesh (2025) [143] relataram bons resultados com a molécula
derivada da ciclizacao de 5e (R = 4-OCH3). O estudo foi realizado com as linhagens Hela,
SKOV-3 e LS-180, cujos valores de Clso foram de 38,4 (+13,3), 44,0 (£23,3) e superiores a 25
uM, respectivamente. Embora ndo sejam as mesmas linhagens celulares utilizadas neste
trabalho, os resultados representam um forte indicio da importancia da ciclizagdo para a
atividade biologica.

A DOX, utilizada como controle positivo, apresentou alta inibi¢ao em todas as linhagens
celulares (variando de 84,76% a 86,60%), mas alguns compostos, como 4a-c e 4f, apresentaram
resultados compardveis ou até superiores. Isso sugere que esses compostos podem ser fortes

candidatos para estudos adicionais no desenvolvimento de terapias antitumorais. A Tabela 20



P. G. ABRANTES |131

apresenta os valores de Clso e o intervalo de confianca (IC) dos compostos testados nas trés

linhagens celulares.

Tabela 20. Citotoxicidade em uM dos compostos em K-562, A-594 e HCT-116.

Produto K-562 A-549 HCT-116
Clso (IC) Clso (IC) Clso (IC)
4a >68,22 55,34 (52,31 — 58,56) >68,22
4b 21,37 (14,89 — 30,75) 42,55 (39,56 — 45,74) 34,59 (21,02 — 56,89)
4c 11,24 (9,16 — 13,78) 30,69 (26,81 — 35,09) 22,29 (16,07 — 30,87)
4f 12,08 (8,00 — 18,22) 6,61 (5,83 - 7,50) 5,54 (4,83 - 6,35)
DOX 0,47 (0,25 — 0,86) 1,30 (0,77 — 2,15) 1,87 (1,39 — 2,50)

Com base na Tabela 20, o derivado de xanteno 4a (R = H) apresentou baixa atividade
contra as linhagens K-562 ¢ HCT-116 (Clso > 68,22 uM), mas teve um Clso de 55,34 uM para
A-549. O composto 4b apresentou citotoxicidade intermediaria, com valores de Clsode 21,37
(K-562), 42,55 (A-549) e 34,59 uM (HCT-116), sugerindo um efeito inibitoério maior do que o
de 4a. O composto 4¢ (R = 5-Br) exibiu citotoxicidade mais pronunciada, com Clso de 11,24
(K-562), 30,69 (A-549) e 22,29 uM (HCT-116), indicando maior atividade contra leucemia e
cancer colorretal.

O composto 4f (R = 4-OH) destacou-se como o mais promissor, apresentando os
menores valores de ICso para todas as linhagens celulares avaliadas (12,08, 6,61 e 5,54 uM para
K-562, A-549 e HCT-116, respectivamente), o que evidencia sua consideravel citotoxicidade.
A presenca do grupo hidroxila ligado ao anel aromatico desse derivado pode estar diretamente
associada a atividade antitumoral observada. Esse grupo funcional é reconhecido por sua
capacidade de estabelecer ligacdes de hidrogénio com biomacromoléculas, contribuindo para
interacdes estaveis e favorecendo o reconhecimento molecular [221, 222]. Além disso, o grupo
hidroxila modula a polaridade e a solubilidade da molécula, fatores que podem facilitar a
difusdo em ambientes intracelulares e ampliar a eficacia citotoxica [223]. Miladiyah e
colaboradores. (2018) [224] ressaltaram o papel determinante da introdu¢do de grupos hidroxila
na intensificacdo da atividade antitumoral de derivados de xantenos e xantonas. De forma
consistente, Su e colaboradores (2011) [225] também relataram que derivados benzoxanténicos
hidroxilados exibiram maior atividade antitumoral. Esses achados demonstram que, embora
diferentes classes de derivados compartilhem o ntcleo xanténico/xantonico, a insercdo de

grupos hidroxila constitui um fator recorrente de incremento da poténcia citotoxica. Ademais,
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0s mesmos autores avancaram na elucidagdo mecanistica, evidenciando que a citotoxicidade de
seus derivados hidroxilados envolve indu¢do de apoptose mitocondrial, ativacao de caspases-3
e -9, danos ao DNA e inibicdo da topoisomerase II. Assim, a comparagao entre os estudos
reforga a relevancia do grupo hidroxila como funcionalidade central na modulagdo da atividade
bioldgica.

A Tabela 21 avaliou a inibi¢do do crescimento celular em células ndo tumorais de
fibroblastos de pulmao (MRC-5), o que ¢ essencial para determinar a seletividade dos
compostos. Um farmaco ideal deve ter alta citotoxicidade contra células tumorais e baixa

citotoxicidade contra células normais, fator crucial para sua viabilidade terapéutica.

Tabela 21. Porcentagem de inibi¢ao do crescimento celular (%) e desvio padrao da média (DP)
dos compostos em linhagens celulares ndo tumorais.

Produto MRC-5 Inibi¢ao (%) DP
4a 45,16 3,1
4b 56,56 2,5
4c 44,10 3,2
4f 96,07 2,2

DOX 66,3 1,9

Os compostos 4a e 4¢, quando testados a 25 pg/mL, apresentaram baixos efeitos
citotoxicos (inibicdo do crescimento celular abaixo de 50%), enquanto o composto 4b
apresentou efeito citotoxico moderado (56,5% de inibigdo a 25 pg/mL). O composto 4¢ foi
citotoxico para trés linhagens celulares tumorais (Clso variou de 5,0 a 13,6), sem efeito
citotéxico em MRC-5, indicando seletividade para células cancerigenas. Dentre os compostos
testados, apenas o composto 4f foi considerado citotdxico a 25 pg/mL e seu Clsoem MRC-5 foi
avaliado (Tabela 21). A Tabela 22 apresenta os valores de Clso dos compostos 4f ¢ DOX, bem

como seus respectivos IS em células MRC-5.

Tabela 22. Valores de Clso (uM) e intervalo de confianca (IC 95%) dos compostos 4f ¢ DOX
em células MRC-5 e respectivos IS contra as linhagens tumorais K-562, A-549 e HCT-116.

Produto MRC-5 K-562 A-549 HCT-116
u
Clso (IC) IS IS IS
4f 2,90 (2,09 - 4,05) 0,24 0,43 0,54
DOX 2,59 (1,12 - 5,99) 5,42 1,99 1,38

IS = ClIso (MRC-5)/Clsp (célula tumoral)
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O composto 4f apresentou um valor de Clso mais alto (2,90 uM) na linhagem celular
MRC-5, em comparacdo com a DOX (2,59 uM), indicando ser menos toxico para essa linhagem
de célula nao tumoral em comparacao ao farmaco de referéncia. No entanto, ao analisar o IS, o
composto 4f apresentou valores significativamente menores para K-562, A-549 ¢ HCT-116 do
que a DOX. Esses resultados sugerem que, embora o composto 4f apresente citotoxicidade
contra células tumorais, sua seletividade global ¢ limitada. Vale destacar que o composto 4f
demonstrou maior citotoxicidade contra a linhagem HCT-116, sugerindo um perfil
relativamente mais seletivo para esse modelo de cancer de colon. Esse achado ¢ particularmente
promissor, caso modificagdes estruturais possam ser introduzidas para reduzir a citotoxicidade
em células ndo tumorais, a0 mesmo tempo em que se potencializa a atividade contra outros

tipos tumorais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacao da QPB-EDTA-72h como organocatalisador heterogeneizado bifuncional
nas condigdes otimizadas para a sintese de adutos de Knoevenagel derivados de aldeidos
aromaticos ou isatina possibilitou a geragdo eficiente (0,5-120 min/83-96%) dos compostos
avaliados Dbiologicamente como larvicida frente Aedes aegypti, antileishmania e
antimicrobiano. No estudo de reciclagem do organocatalisador, foi observado que a QPB-
EDTA-72h pode ser recuperada e reutilizada por seis ciclos de reciclagem sem perdas
significativas da atividade catalitica (rendimento médio de ~90%) e alteragdao da estrutura
biopolimérica.

Nos testes in vitro para avaliagdo da capacidade larvicida dos adutos de Knoevenagel
derivados de aldeidos aromaéticos, foi observado que os compostos 1¢ (R =4-NO;) e 1g (R =
3-OCH3) demonstraram elevado potencial larvicida contra Aedes aegypti (CLso de 3,39 ¢ 5,13
ppm, respectivamente). A andlise de citotoxicidade na hemolinfa das larvas expostas revelou
uma alteragdo significativa na quantidade e tipos de hemdcitos, com uma redugdo expressiva
de prohemdcitos e aumento de plasmatocitos e adipohemocitos, sugerindo uma resposta de
estresse imunologico e metabdlico. Em contraste, a produg¢ao de NO ndo apresentou aumento
significativo, indicando que o mecanismo larvicida dos adutos 1c¢ e 1g ndo depende do estresse
oxidativo mediado por NO. A partir dos testes como antimicrobianos, foi observado que os
adutos de Knoevenagel 1a (R = H), 1f (R = 3-NO) e 1h (R = 2-NO») apresentaram atividade
contra todas as cepas de bactérias e fungos testadas, com CIM entre 512-1024 pg/mL.

Os adutos de Knoevenagel derivados de isatina, testados inicialmente contra a forma
promastigota Leishmania infantum, exibiram valores de Clso de 15,05, 18,38 e 12,7 uM para
2b (R=5-Cl; R’=H), 2¢ (R =5-Br; R’=H) e 2g (R = 5-CH3; R’ = N-benzil), respectivamente.
Importantemente, nenhum dos compostos apresentou citotoxicidade contra hemacias humanas
em testes de atividade hemolitica. Contra a forma amastigota axénica, 0s mesmos compostos
apresentaram valores de CEso mais baixos (3,8-5,74uM). Nos ensaios com PBMCs, os
compostos 2b, 2¢ e 2g apresentaram valores de CCso de 27,03, 34,41 e 252 uM,
respectivamente, resultando em baixos valores de IS (4,39-7,42). Enquanto isso, a avaliacao
antimicrobiana revelou que nenhum dos adutos de Knoevenagel derivados de isatina possuem
atividade contra as cepas bacterianas e fingicas avaliadas (CIM = 2-1024 pg/mL).

Dentre as condigdes aplicadas para a sintese sequencial do dcido cumarino-3-carboxilico
3a (R = H), a QPB comercial se mostrou o melhor organocatalisador reciclavel com agua ou

etanol:agua (3:7, v/v) como solvente a 75 °C, promovendo catalise homogénea para a geracao
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do produto em tempo curto e bom rendimento isolado. Utilizando salicilaldeidos substituidos
nas condi¢des otimizadas, foi possivel obter novos dcidos cumarino-3-carboxilicos (3b-i) com
tempos curtos e bons rendimentos isolados (10-45 min/77-88%). No estudo de reciclagem da
QPB comercial, foi observado que o organocatalisador pode ser recuperado e reutilizado por
quatro ciclos sem (rendimento médio de ~82%) comprometimento da estrutura biopolimérica.
Aplicados como antimicrobianos, os dcidos cumarino-3-carboxilicos 3c-e, 3h e 3i testados a
partir de 1024 ug/mL apresentaram efeito inibitorio promissor sobre o crescimento dos micro-
organismos. No mais, a CIM, CBM e CFM para o composto mais ativo (3d) ficou determinada
em 256 pg/mL, sugerindo considerado de natureza bactericida e fungicida.

Para a sintese de derivados de xanteno (4a-g) e tetracetona (5a-g) por meio de reagdes
sequenciais entre saliciladeidos ou benzaldeidos substituidos e¢ dimedona (razdo 1:2
equivalentes) em agua a 75 °C, o uso de QPB comercial como organocatalisador reciclavel
provou ser uma alternativa simples, ecologicamente correta e eficiente. A eficiéncia catalitica
da QPB comercial foi confirmada pela redugdo significativa no tempo de reacdo tanto para os
derivados de xanteno (10-60 min/73-93%) quanto para os derivados de tetracetona (10-20
min/82-94%). Além disso, a reutilizagdo do organocatalisador sem perda significativa de
atividade, juntamente com a preservagao de sua estrutura apds seis ciclos (rendimento médio
de ~89%), ressalta seu potencial como uma solugao sustentavel em sintese organica.

Na avaliagdo bioldgica, os derivados de xanteno apresentaram maior citotoxicidade
contra as linhagens celulares tumorais testadas em comparagdo com os tetracetonas. O
composto 4f (R =4-OH) demonstrou maior poténcia na inibigado celular, com valores de 95,19%
em K-562, 95,33% em A-549 e 94,71% em HCT-116. Também apresentou baixos valores de
Clso com valores de 12,08, 6,61 e 5,54 uM, respectivamente. No entanto, sua citotoxicidade em
células nao tumorais (96,07% de inibigao em MRC-5), aliada ao baixo indice de seletividade
(IS = 0,24 para K-562 e IS = 0,43 para A-549), revela um risco significativo de efeitos
colaterais. Apesar dessas limitagdes, os resultados destacam a atividade promissora do
composto 4f, que pode servir como composto lider para otimizacdes estruturais.

Por fim, conclui-se que os materiais a base de quitosana apresentam excelente atividade
catalitica na sintese de compostos organicos bioativos por meio da reacdo de condensagdo de
Knoevenagel e reacdes sequenciais. Além disso, nota-se que as condi¢des otimizadas
possibilitam a obten¢ao desses compostos de forma simples e eficiente, dispensando o uso de
catalisadores complexos, reagentes caros ou temperaturas elevadas, destacando-se como uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no combate ou

controle de doencas de grande impacto social.
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PERSPECTIVAS

- Ampliar a série de adutos de Knoevenagel derivados de isatina através da introdu¢@o de grupos
lipofilicos no nitrogénio da amida da isatina, juntamente com variacdes de substituintes
doadores e retiradores de elétrons no anel aromatico e aplica-los contra formas promastigota e

amastigota de Leishmania infantum;

- Investigar o potencial inseticida de adutos de Knoevenagel em outras fases do ciclo de vida
do Aedes aegypti e avaliar alteracdes morfofisiologicas em larvas de geracdes subsequentes

expostas a doses subletais desses compostos;

- Modificar os acidos cumarino-3-carboxilicos (3a-i) para a obtencdo de derivados de 3.,4-
dihidrocumarinas (6a-i) e investigar o seu efeito antimicrobiano contra bactérias e fungos

leveduriformes e filamentosos por meio de ensaios in vitro.

OH
(o] o]

Condigées a definir

(o)
=]
RPN

(0] (o]
3a-i 6a-i

R = H; 5-Cl; 5-Br; 5-NO,; 5-OCHj; 3-OCHj; 4-N-(CH3;CH,),

Figura 28. Procedimento geral para a sintese dos derivados de 3,4-dihidrocumarinas (6a-i).
Fonte: Autoria propria, 2025.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Espectros de RMN de 'H e 13C

Figura S1. Espectro de RMN "*H (300 MHz, CDCl3) do Composto 1g.
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Figura S3. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do Composto 1i.

LSRN T
1)
4
@) )
[N !
11 |
{ / / Il I
@ Il W
/ [
@ -GN /L L
8.‘2 8:1 S.IU 7.‘9 7.‘8 7:7 7.‘6
(3) (o) CN f1 (ppm)
2) |
(1) 2)
| 1
|| ” |
. il |||||
(5) a {1
° o U
1
. N
@ 3
N 71 7.0 6.9
" | f f1 (ppm)
I« L] i" |
| | I J || 'I
U JLJLJ L A S . ) .
) T i
DID 9:5 9:D B:S ‘ E:D ‘ 7.‘5 7.ID 6.‘5 E.ID 5.‘5 S.ID 4.‘5 4.‘0 3:5 I 3:0 ‘ 2.‘5 ‘ Z‘D 1‘5 l.ID D.IS DID

f1 (ppm)

@@ o
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Figura S5. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do Composto 1j.
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Figura S6. Espectro de RMN '*C (75 MHz, CDCls) do Composto 1j.
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Figura S7. Espectro de RMN '*C (300 MHz, DMSO-ds) do Composto 2a.
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Figura S9. Espectro de RMN '*C (400 MHz, DMSO-ds) do Composto 2b.
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Figura S11. Espectro de RMN *C (400 MHz, DMSO-ds) do Composto 2.
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Figura S12. Espectro de RMN '*C (100 MHz, DMSO-ds) do Composto 2¢.
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Figura S13. Espectro de RMN '3C (400 MHz, DMSO-ds) do Composto 2d.
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Figura S15. Espectro de RMN de '*H (500 MHz, DMSO-ds) do Composto 2e.
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Figura S16. Espectro de RMN de '*C (125 MHz, DMSO-ds) do Composto 2e.

2 DMSO db

163 81
—150 .58
—144 46
—138 57
—131.97
—125.74
11867

113.08

111 60

11154

80.29
—2047

Z

NH

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 &0 50 40 30 20 10 0 -0 -20 30
f1 (ppm)



Figura S17. Espectro de RMN de '*H (400 MHz, DMSO-ds) do Composto 2f.
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Figura S19. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) do Composto 2g.
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Figura S21. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) do Composto 2h.
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Figura S22. Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDCl3) do Composto 2h.
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Figura S23. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) do Composto 3a.
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Figura S25. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do Composto 3b.
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Figura S26. Espectro de RMN de '3C (DMSO-ds, 125 MHz) do Composto 3b.
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Figura S27. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do Composto 3c.
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Figura S28. Espectro de RMN de '*C (DMSO-ds, 125 MHz) do Composto 3.
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Figura S29. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do Composto 3d.
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Figura S30. Espectro de RMN de '*C (DMSO-ds, 125 MHz) do Composto 3d.
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Figura S31. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do Composto 3e.

%
o
£
mmmmmm 3 g g
(3) (o)
(4) (3)
(2) (1) O,N
(3) @ | = OH
A
. l |”| |”| |r| l” 1) 2
\lllﬂ \||| |‘|Jl“| \l‘lwl|| IH| ||‘| 1) o 0
JU ) [V TV I
. \U \7_ _J U o JK_/K
@ (1) 80 888 8.85 850 848 846 7.64 7.62
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)
(2)
]
1
[ J| L I | - \\’_——_,J\._
Fo RN !
B.IS QjEl 8.‘5 E.IU 7.‘5 7:U 6.‘5 6.IU 5.‘5 5:U 4.‘5 41U 3.‘5 3.IU 2:5 2.‘U l.‘5 1.IU U:S U.‘
1 (ppm)

Figura S32. Espectro de RMN de '3C (DMSO-ds, 125 MHz) do Composto 3e.
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Figura S33 Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do Composto 3f.
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Figura S34. Espectro de RMN de '3C (DMSO-ds, 125 MHz) do Composto 3f.
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Figura S35. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do composto 3g.
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Figura S36. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 125 MHz) do composto 3g.
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Figura S37. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do composto 3h.
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Figura S38. Deconvolucio do espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do composto 3h.
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Figura S39. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) ampliado ap6s deconvolugio do

composto 3h.
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Figura S40. Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, 125 MHz) do composto 3h.
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Figura S41. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do composto 3i.
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Figura S43. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 4a.
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Figura S44. Espectro de RMN de *C (CDCls, 125 MHz) do composto 4a.
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Figura S45. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 4b.
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Figura S47. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 4e.
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Figura S49. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 4d.
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Figura S53. Espectro de RMN de 'H (DMSO-de, 400 MHz) do composto 4f.
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Figura S55. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 4g.
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Figura S57. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 5a.
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Figura S58. Espectro de RMN de '*C (CDCl3, 125 MHz) do composto 5a.
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Figura S59. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 5b.
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Figura S60. Espectro de RMN de '*C (CDCls, 125 MHz) do composto Sb.
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Figura S61. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 5e.
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Figura S63. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 5d.
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Figura S64. Espectro de RMN de '*C (CDCls, 100 MHz) do composto 5d.
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Figura S65. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 5Se.
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Figura S67. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 5f.
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Figura S68. Espectro de RMN de '*C (CDCls, 125 MHz) do composto 5f.
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Figura S69. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 5g.
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Artigo S1. Synthesis and in vitro antimicrobial activity evaluation of coumarin-3-carboxylic

acids obtained via cascade reaction using chitosan as a recyclable catalyst
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Abstract

Thiz study investigated the use of commerdal chitosan as a simple, eco-friendly,
and efficient organocatalyst for the synthesis of xanthene and tetraketone derivatives
wvia a cascade reaction. The reaction between vanous salicylaldehydes and dimedone
(1:2 molar ratio), conducted in water &t 75 *C, and catalyzed by chitosan, produced
xanthene derivatives (3a—g) in good o excellent isolated yields (73-93%) within
short reaction times { 10-60 min). When benzaldehyde was employed as the alde-
hyde component, tetraketone derivatives (Sa—g) were formed instead of xanthene
derivatives. A series of substintted benzaldehydes were also imvestigated , efficiently
affording the cormsponding Tetraketone derivatives in high yiclds (82-94%) and
short reaction tmes {1020 min). The reusability of chitosan was confirmed, with
no significant decrease in catalytic activity or structuml integrity after six consecu-
tive cycles. The synthesized compounds were evaluated for their cytotoxic activity
azainst K-562, A-549, and HCT-1 16 tumor cell lines, as well as the non-tumor cells
MRC-5. XNanthene derivatives demonstrated superior activity, particularly com-
pound 3f, which exhibited low IC,, value for HCT-116 (5.54 pb) and 51 of 054
51=1Cq pupesf1Cs0 pernig)- These findings indicate the potential of these mol-
aoules as anticancer agents, while also highlighting the need for further structuml
optimization to enhance selectivity, especally against colon cancer cells.
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