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RESUMO

As flavonas, uma subclasse do grupo dos flavonoides, possuem um amplo espectro de
atividade biologica, entre elas, antitumoral, antimicrobiana, antioxidante, antifungica e uma
variedade de potenciais farmacologicos, o que faz desses compostos alvos de muitas
pesquisas. Nesse sentido, foi realizada uma sintese de 3 etapas, para a obtengdo de flavonas
substituidas. Sabendo ainda que compostos halogenados também possuem atividade
bioldgica, foi feito uma nova etapa de reacGes arranjada em dois passos para a substituicdo do
H de C3, por Br nessas flavonas. Por fim, as moléculas formadas ao fim da etapa de
bromagdo, foram submetidas & ensaio citotoxico com Artemia salina. Foram obtidas na
primeira sintese, seis analogos de flavona, enquanto que na segunda etapa de reacfes, apenas
trés foram efetivamente bromadas. A rota sintética utilizada demonstrou-se efetiva para a
obtencdo de flavonas, mas pouco adequada a obtencdo de 3-bromo flavonas, visto que
apresentaram rendimento variavel e ndo expressivo em alguns casos, apesar do longo tempo
de reacdo. Em relacdo ao ensaio citotoxico, o resultado acabou por ser inconclusivo, visto que
foi feito como teste preliminar e a utilizacdo dos solventes organicos no ensaio pode ter

influenciado no pardmetro de morte das Artemias.

Palavras-chave: flavonoides, flavonas, sintese organica, 3-bromo flavonas, citotoxicidade,

Artemia salina,



ABSTRACT

Flavones are a subclass of flavonoid group, have a broad spectrum of biological activity, such
as antitumor, antibacterial, antioxidant, antifungal and a great variety of pharmacological
potential, which makes these compounds targets for many researchers. Regarding this, a
synthesis was carried out in three steps in order to obtain substituted flavones. With the
information that halogenated compounds also have biological activity, was constructed a new
phase of reactions, in two parts, for the substitution of H, from C3, for Br on these flavones.
Lastly, the formed molecules at the end of Br addition were submitted to a cytotoxic test with
Brine Shrimps (Artemia Salina). In the first synthesis, six analogues of flavone were obtained,
although only three of them were effectively brominated. The synthetic route used has
showed to be effective to acquire flavones, but poorly adequate to obtain 3-bromine flavones,
as they presented a variable and inexpressive yield in some cases, despite its long reaction
time. About the cytotoxic experiment, the result demonstrated to be inconclusive, as it had
been done as a preliminary test, and the usage of organic solvents may have influenced the

parameter of Shrimps’ mortality.

Keywords: flavonoids, flavones, organic synthesis, 3-bromine flavones, cytotoxicity, Artemia

salina,
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1. INTRODUCAO

As flavonas correspondem a uma subclasse do grupo dos flavonoides, metabolitos
secundarios de plantas, nas quais sdo responsaveis pela protecdo e atracdo de polinizadores.
Estdo presentes em inumeras frutas e verduras, bem como em bebidas do dia a dia como café,

ché, cerveja e mesmo em vinho.

Algo interessante sobre esse grupo de metabdlitos secundarios advém de seu amplo espectro
de atividade bioldgica, o que inclui a¢do antitumoral, antibacteriana, antifingica, anti-
inflamatoria, antioxidante e uma variedade de potenciais farmacoldgicos, o que faz desses
compostos alvos de muitas pesquisas. Por isso tantas rotas sintéticas que envolvam as
flavonas tém sido descritas na literatura. Ndo obstante, a auséncia de qualquer flavona natural
halogenada, € um detalne a ser considerado, uma vez que substituintes halogenados,
geralmente conferem um ganho em atividade bioldgica para a estrutura. Nesse contexto, tem-
se 0 que motiva e justifica esse estudo, especificamente a bromacdo do C3 do esqueleto da

flavona, estrutura a qual ndo se tem muitos relatos na literatura.

O presente trabalho se baseou na sintese de flavonas distintas com adicdo do bromo na
posicdo 3 do anel A e sua caracterizacdo espectrofotométrica a partir de rotas sintéticas
tradicionais que, embora sejam relativamente longas e utilizem reagentes fortes que
demandam certos cuidados, ja foram completamente elucidadas pela literatura, apresentando
rendimentos consideraveis. Bem como na sua avaliacdo, enquanto flavona bromada e flavona
apenas, frente a um ensaio simples de acdo citotdxica, a fim de se definir uma relacéo
estrutura-atividade comparando-se o0s resultados, objetivando-se obter flavonas e
bromoflavonas com alto indice de pureza e rendimento, devidamente caracterizadas e com

atividade biolégica comprovada.






2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Sintetizar flavonas e derivados bromados na posicéo 3 e avaliagdo da atividade citotoxica.

2.2. Objetivos especificos

e Obter uma rota sintética eficiente para a obtencdo de flavona, bem como para a
bromacéo eficaz destas;

e Sintetizar flavonas substituidas e submeté-las ao processo de bromagéo;

e Caracterizar os produtos finais por métodos espectroscopios;

e Fazer ensaios bioldgicos de citotoxicidade;

e Comparar os resultados obtidos das flavonas e de seus derivados halogenados, a fim

de avaliar esta substituicdo na atividade citotdxica.






3. JUSTIFICATIVA

As flavonas de modo geral, tanto naturais quanto sintéticas, exibem um amplo espectro de
atividade biologica, incluindo acdo antioxidante, anti-cancer, anti-HIV, anti-hipertensiva,
antimicrobiana, antifungica e anti-inflamatoria (SINGH, Manjinder; KAUR, Maninder;
SILAKARI, Om, 2014). Por ser uma substancia natural, a incidéncia tal como os préprios
efeitos adversos sdo minimizados, e seu espectro farmacologico inspira novas formulagdes.
Além disso, substituintes halogenados apresentam ampla atividade bioldgica, no entanto nédo
se tem relato de nenhuma flavona natural atualmente isolada e caracterizada que apresente
halogenacgdo em sua estrutura (MUGHAL, Ehsan Ullah et al.; 2006).

A partir dai poucos relatos foram feitos na literatura sobre a avaliacdo de atividade bioldgica
das flavonas com adicdo de bromo na posi¢do C3 e, ndo obstante, ndo se tem ainda nenhum
relato avaliando esses compostos como potencias agentes citotoxicos e antioxidantes. Esse
contexto, entdo, reafirma o intuito cientifico do trabalho, justificando a necessidade de se
explorar a sintese de substancias com potencial ja conhecido, numa vertente ainda nao
encontrada entre os compostos naturais e que pode, de forma simples, potencializar ou

ampliar sua atividade, fazendo deste um farmaco em potencial para enfermidades diversas.






4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Flavonoides

Os flavonoides sdo um grupo de metabolitos secundarios poli fendlicos amplamente
encontrados em plantas (TUNDIS, Rosa et al, 2005). Os metabdlitos sdo, geralmente,
quimicamente constituidos de um anel benzénico (A), condensado a outro de 6 membros (C)
onde, na posicao 2, carrega um grupo fenil (Figura 4.1). Desde o inicio da década de 80, ja
existem em torno de 500 flavonoides ja conhecidos (HAVSTEEN, B., 1983). Atualmente,
aproximadamente 4000 estruturas Unicas de flavonoides j& foram isoladas (SASHIDHARA,
K.V.; KUMAR, Manoj; KUMAR, Abdhesh, 2012).

Figura 4.1: Estrutura geral dos flavonoides

Fonte: Elaborado pela autora

Ao contrario do que se pode esperar, os flavonoides estdo frequentemente presentes em frutas
e vegetais presentes na nossa dieta, bem como em bebidas como cerveja, cha, vinho e café
(SINGH, Manjinder; KAUR, Maninder; SILAKARI, Om, 2014). Nas plantas em que se
encontram, os flavonoides se relacionam principalmente a coloracdo forte, mas também tem
funcdo protetora. Essa protecao inclui raios UVB, invasdo de microrganismos (fungos, virus e
bactérias) e até mesmo do proprio consumo frente a insetos e mamiferos herbivoros.
(HARBONE, Jeffrey B; WILLIAMS, Christine A., 2000).

Sendo um grupo muito amplo de metabdlitos secundarios, os flavonoides sdo quimicamente
classificados em varias classes (Figura 4.2), dentre essas classificagdes estdo o flavonol,
glicosideo  flavonoidico,  flavona,  flavonolignana,  flavonona, isoflavonoide,
leucoantocianidinas, antocianidinas, flavana, auronas, chalconas e neoflavonoides (SINGH,
Manjinder; KAUR, Maninder; SILAKARI, Om, 2014).



Figura 4.2: Estruturas das principais classes de flavonoides
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Fonte: Elaborado pela autora

O uso terapéutico dos flavonoides transcende séculos que antecedem a propria quimica, ou
seja, seu uso era baseado unicamente no conhecimento empirico (HAVSTEEN, B., 1983).
Esses compostos apresentam um leque sem fim de atividade bioldgica e uso terapéutico nas
mais variadas enfermidades. J& em 2000, foram elucidadas, nos flavonoides, atividades
farmacoldgicas distintas, como antioxidante, anti-inflamatério, inibidor de enzimas,
citotoxidade tumoral e atividade vascular, além de acdo antiespasmddica, antifungica,
antibacteriana e como agentes hepatoprotetores (HARBONE, Jeffrey B; WILLIAMS,
Christine A., 2000). Apesar disso, a importancia dos flavonoides como potencial
farmacoldgico ja provém de estudos que datam as décadas de 70 e 80 com observacdo de
inimeras acdes dos flavonoides em varias doencas como diabetes mellitus, alergia e cancer;
ainda que a maior parte dos mecanismos fossem apenas hipotéticos ou s6 comprovados em

laboratdrio, sem embasamento clinico que os suportassem (HAVSTEEN, B., 1983).

Havsteen (1983) ressalta ainda que muitos estudos retratam os flavonoides como inibidores de
uma grande variedade de enzimas e lembram também a influéncia destas na permeabilidade
de membranas tanto naturais quanto sintéticas. Além disso, o seu acentuado potencial
antioxidante e sua agéo inibidora da tirosina quinase, remete a estas habilidades de controle da
proliferacdo celular e destruicdo de alguns patdogenos no organismo. Assim sendo, inumeras
classes de flavonoides demonstram, além de todas acfes bioldgicas ja pontuadas,
propriedades antitumoral e citotoxica em algum nivel, entre elas encontram-se o flavonol, a

flavanona e a flavona (TUNDIS, Rosa et al, 2005), foco desse estudo.



4.2. Flavonas e derivados bromados

Dentre as classes dos flavonoides, as flavonas tém especial destaque e interesse no meio
cientifico. Como ja mencionado, sdo metabolitos secundarios de uma variedade de plantas.
Sua formula molecular bésica & Ci1sH100. arranjados em um esqueleto, C6-C3-C6, de trés
anéis (Figura 4.3). S&o substancias cristalinas com cores que variam do branco ao amarelo
(SINGH, Manjinder; KAUR, Maninder; SILAKARI, Om, 2014).

Figura 4.3: Estrutura geral da flavona

Fonte: Elaborada pela autora

A estrutura das flavonas exibe trés grupos funcionais: Hidroxila, carbonila e ligagdes duplas
conjugadas. Esses grupos podem sofrer reacGes tradicionais como reducdo, oxidacdo,
substituicdo, condensacdo, entre outros (SINGH, Manjinder; KAUR, Maninder; SILAKARI,
Om, 2014).

As flavonas estdo presentes em inimeras frutas e vegetais. Na natureza, elas se encarregam
ndo sO da protecdo UV e antimicrobiana tipica dos flavonoides, mas também atuam atraindo
insetos para polinizagdo (Verma, A. K.; Pratap, R.; 2010). Essa presenca exacerbada das
flavonas faz com que elas sejam consumidas a todo tempo, consumo esse que leva a um
impacto altamente positivo na salde do individuo (SINGH, Manjinder; KAUR, Maninder;
SILAKARI, Om, 2014).

Num contexto quimico-terapéutico, as atividades biologicas proprias da flavona, seja ela
natural ou sintética, sdo multiplas e variam conforme seus substituintes numa relagdo simples

de estrutura-atividade (Figura 4.4). Relacdo essa que &, atualmente, foco de muitos estudos.



Figura 4.4: Perfil de atividade terapéutica da flavona
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Fonte: SINGH, Manjinder; KAUR, Maninder; SILAKARI, Om, 2014, p.210.

Somado a esse panorama onde os flavonoides, de modo geral, ja apresentam um enorme leque
de atividade bioldgica, tem-se os compostos halogenados que também apresentam alta
atividade bioldgica. No entanto, esses substituintes halogenados ainda néo foram encontrados
em flavonoides naturais (MUGHAL, Ehsan Ullah et al.; 2006), e se tem muito pouco estudo

sobre sua atividade.

As 3-Bromo flavonas sdo caracterizadas pela substituicdo de um hidrogénio da posicdo 3

(anel C), por um atomo de bromo (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Estrutura geral das 3-Bromo flavonas

Fonte: Elaborado pela autora

Muitas técnicas que sdo descritas na literatura com o intuito de potencializar e efetivar essa
rota de sintese, porém em um estudo bioldgico muito pouco foi realizado com esses

derivados, 0 que aumenta ainda mais o interesse neste trabalho.

4.3. Rotas sintéticas

4.3.1. Flavonas

Inimeras rotas sintéticas foram e sdo continuamente produzidas a fim de se aumentar o
rendimento do produto final, acelerar a reacdo, aumentar a pureza e a qualidade final da

flavona sintetizada.

Dentre essas sinteses, a mais classica e utilizada é uma técnica de 3 etapas baseada no método
de Baker-Venkataraman (Figura 4.6). Esse método consiste na conversdao da 2-
hidroxiacetofenona em um éster fendlico na primeira etapa, seguida de uma condensagao
intramolecular, a condensacdo de Claisen, que é feita na presenca de base e forma um
intermediario da reagdo, uma [B-dicetona. A Ultima etapa da sintese consiste na ciclizacdo
catalisada por acido dessa dicetona em flavona. Embora seja uma rota tradicionalmente
empregada, utiliza acidos e bases fortes e leva um tempo de reagdo consideravel (SINGH,
Manjinder; KAUR, Maninder; SILAKARI, Om, 2014). No entanto, a média de seus
rendimentos é de aproximadamente 80% (MUGHAL, Ehsan Ullah et al.; 2006).

11



Figura 4.6: Esquema da sintese de flavona via B-dicetona intermediario.

R = | ‘
O = -
OH N ~ o = N
X0 X x
©;]/CH3 + R—:ij)k - = O
/ _—
3 CH3 KOH
oH N, S0
S HOAc, A
| O O

“ Fonte:
Elaborada pela autora

Visto as desvantagens do método tradicional, cientistas visaram a obtencdo de flavonas
propondo diversas rotas de sintese. Um dessas sinteses passa por uma rota livre de solventes
que utiliza iodine como catalisador e compostos de partida facilmente acessiveis: acetofenona
e salicilaldeido (Figura 4.7); gerando rendimentos razoaveis em tempo habil (SASHIDHARA,
K.V.; KUMAR, Manoj; KUMAR, Abdhesh, 2012).

Figura 4.7: Proposta de rota sintética para a formacéo de flavonas a partir de acetofenona e

salicilaldeido

R

Fonte: SASHIDHARA, K.V.; KUMAR, Manoj; KUMAR, Abdhesh, 2012

Outras tentativas de rotas incluem a conversdo do intermediario 1,3 Dicetona em flavona por
meio de liquido idnico catalisador, o nitrato de metilamonia (Figura 4.8), sob irradiacdo de
micro-ondas, método muito mais rapido (22-50 segundos), com rendimento de 80-90%

(SARDA, Swapnil R et al; 2006), mas que demanda instrumentacao.
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Figura 4.8: Formacéo de flavonas utilizando nitrato de metilamonia e micro-ondas

OH O O
[EtNHZINO,

MW. (22-50 sec)

Fonte: SARDA, Swapnil R et al; 2006

\

Por fim, outras técnicas foram desenvolvidas envolvendo, por exemplo, uma rota em passo
unico também que leva a obtencdo de flavonas a partir de 2-hidroxiaril aldeido e aril
acetileno, com FeCls e piperidina em tolueno e sob refluxo (Figura 4.9). Embora seja uma
rota simples de um Unico passo, 0 tempo reacional gira em torno de 7 a 12 horas (MAITI,
Gouhari et al. 2011).

Figura 4.9: Proposta de rota sintética para a formacéo de flavonas com etapa Unica

]
N || FeCly(10 moi%) S
R + "R |
l . v g o |
" Piperidina(20 mol %) =
OH A" " “Yolueno, ar, 0" Ar
Ar = Aryl 6-12h, refluxo

Fonte: MAITI, Gouhari et al. 2011

Visto algumas dessas tantas tentativas de melhorar a pureza final, rendimento e tempo
reacional, € possivel perceber que cada técnica tem suas desvantagens. Por isso, ainda hoje o
método tradicional continua sendo aplicado. Embora utilize &cidos e bases fortes, € uma rota

bem elucidada e com rendimentos consideraveis.

4.3.2. 3-Bromo Flavonas

Assim como as flavonas, sdo diversas as rotas que levam a substituicdo do hidrogénio em C3
por um bromo. Partindo-se da flavona simples, a bromacgdo do C3 pode ocorrer em condigOes
variadas, passando-se geralmente por um intermediario. Propostas mais antigas (BIRD, T.,

1983) utilizam 2 ou 3 etapas para a rota sintetica.

Passando-se pelo intermediario 2-acetoxi-3-bromoflavona (Figura 4.10), a primeira etapa

envolve N-Bromosuccinamida como provedor de bromo e anidrido acético — acido acético
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junto a flavona, logo em seguida a flavona bromada é obtida solubilizada em metanol
aquecido. Os rendimentos na primeira etapa foram em torno de 92% na segunda, porém foi
uma rota com tempo de reacdo maior. Anadlogo a esse método e passando pelo 2-metoxi-3-
bromoflavona, muitas outras rotas podem ser obtidas (Figura 4.10). Dentre as sinteses
propostas com rendimento aprecidvel, pode ser obtida a partir do intermediario 2-acetoxi-3-
bromoflavona, por redugdo com NABHs a partir do 3-metoxi-3-bromoflavona tem
rendimentos equivalentes (BIRD, T. Geoffrey C. et al, 1983).

Figura 4.10: Esquema das rotas sintéticas propostas para obtencdo de 3-Bromoflavonas a

partir de flavonas

(56) R=H

;//' (57) R = OMe -

0

Br
O . 0
(58)R=H ~ " (60)R = H
(59)R = (61) R = OMe

R MeO R
0

Me
(0]
O = ar Scheme 7. Reagenis: i, N-bromosuccinimide-MeOH: ii, Li-
(Bu'O),AlH or H,;/Pd-C or Bu",SnH; iii, N-bromosuccinimide—
0- HOAc; iv, hot MeOH, 5 min; v — H*; vi, NaBH, or KOH-
(62) MeOH; vii, LiAIH, at 0 °C; viii, — MeO~; ix, hot MeOH, 6 h

Fonte: BIRD, T. Geoffrey C et al, 1983, p. 1835.
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4.4. Citotoxicidade e Potencial Antitumoral

Segundo a OMS, cancer é um termo utilizado para designar um enorme grupo de doengas que
sdo caracterizadas pelo crescimento completamente desordenado e sem controle de células
anormais. Essa anormalidade pode ser desencadeada por fatores fisicos, quimicos e até
mesmo ambientais. Nesse contexto, a atividade citotoxica € comumente usada para descobrir
novos potenciais compostos antitumorais (TUNDIS, Rosa et al, 2005), ou seja, essa
caracteristica biologica das flavonas comprovadas em varios estudos é importante na

terapéutica tumoral.

Os bioensaios de letalidade sdo considerados uma das ferramentas mais Uteis para a avaliacéo
preliminar da toxicidade de compostos com potencial atividade biologica (FERRAZ FILHA,
Z. S. et al 2012). A simplicidade desse bioensaio favorece sua utilizagéo rotineira, podendo
ser desenvolvido no préprio laboratério, uma vez que se caracteriza por ser de baixo custo,

rapido e ndo exigir técnicas assépticas (SIQUEIRA, J M et al, 1998).

As artemias salina tem sido utilizado durante décadas como um organismo teste (MICHALE
et al. 1956.) em pesquisas de produtos naturais (MEYER et al, 1982.) e para avaliar o efeito
de produtos quimicos em ambientes aquaticos (PERSOONE & WELLS, 1987). O ensaio de
Artemia é usado rotineiramente nos laboratérios de todo 0 mundo para avaliacdo de extratos
de plantas com potenciais propriedades medicinais (ex.: antimicrobianos ou antiparasitarios),
para fracionamento biomonitorado de constituintes bioativos de extratos de plantas e para a
deteccdo de efeitos citotoxicos (CACERES et al, 1998; MOSHI et al, 2004; OLIVA et al,
2007). De modo geral, é um rapido e simples monitoramento da resposta bioldgica que mede

apenas um parametro, morte ou vida.

As Artemia salina (Figura 4.11) s&o microcrustaceos invertebrados de tamanho e coloragdo
variados. Vivem em ambientes extremos onde poucas espécies tem capacidade de se
desenvolverem. Estdo em constante estado de locomocdo, pois séo animais filtradores que

dependem disso para alimentar-se e respirar.
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Figura 4.11: Artemia salina 24 horas ap0s incubacao

Fonte: ARAUJO, M. Aguariofilia!

A correlagdo significativa entre o ensaio bioldgico com camardo de salina e a inibi¢do do
crescimento in vitro de linhas celulares de tumores humanos que foi demonstrado pelo
Instituto Nacional do Cancer (NCI, EUA) € significativo porque mostra o valor deste
bioensaio como uma ferramenta de pré-triagem para pesquisa de drogas antitumor
(ARCANJO, DDR. et al, 2012), o que justifica seu uso como uma etapa na descoberta e

analise de novos farmacos.

! Disponivel em: <http://aquariofilia-mario.blogspot.com.br/2009/06/artemia-salina-pequenos-truques-i.html>

acessado em 12 de dezembro, 2017.
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5. METODOLOGIA

5.1. Rotas Sintéticas

A rota sintética completa utilizada para a formagdo de 3-Bromo Flavonas (Figura 5.1), se
divide em um total de cinco etapas. As primeiras trés etapas tém por objetivo a formacéo de
flavonas, substituidas ou ndo, enquanto que as duas ultimas etapas de reacdo correspondem ao

processo de obtencdo das 3-bromo flavonas.

Figura 5.1: Proposta geral de rota sintética para a formacéo de 3-Bromo flavonas

s a

Etapa | Eta
pall
b WO iU
~
(0) 50 °C, 0.5h
25 °C 15min Rearranjo de OH R
—R
| A =
R
=
. v

X .
HCl (0] N Baker—Venkataraman

esterificacdo

(Etapa Il R Etapa IV-V
e 0 AcOH, Th & i ACOH, o
N 100 °C SN Anidrido acético
| . | | 25°C, 4 dias
OH /P -H,0 o) A
R condensacio o | /_R MeOH
L 65°C, 6h

Fonte: Elaborado pela autora

Etapa | - Em um baldo de fundo redondo foram adicionados piridina (20 mL), 2-
hidroxiacetofenona (0,1 mmol) e um cloreto de benzoila (0,15 mmol). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo constante por 15 minutos. Apds esse tempo de agitacdo, adicionou-se
60mL de &cido cloridrico (3M) e gelo ao baldo. Apds o término da reagdo ocorreu a formacao

de um precipitado que foi filtrado a vacuo e lavado com agua para retirar residuos.

Etapa Il - O so6lido formado na etapa | foi adicionado a um baldo de fundo redondo com
piridina (75 mL) e aqueceu-se essa solucdo até a temperatura de 50°C. Em seguida,
adicionou-se hidroxido de potéssio (7g) a essa solucdo que foi mantida sob agitagdo constante
por 15 minutos. Em seguida, a solucdo foi resfriada até a temperatura ambiente e, entdo, foi
adicionado 50 mL de &cido acetico (10%). Houve entdo a formagdo de precipitado que foi,

por fim, filtrada a vacuo e obteve-se um solido seco.
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Etapa Il (Formacao de Flavona) - Transferiu-se todo o sélido formado na etapa Il para um
baldo de fundo redondo, em seguida foram adicionados os acidos acético glacial (90 mL) e
sulfurico concentrado (3,5 mL). Um condensador de refluxo foi acoplado a baldo e deixado
em refluxo. A mistura reacional foi mantida sob agitagcdo constante a temperatura de 100°C
por 1 hora. Em seguida, colocou-se a solugcdo em um béquer contendo gelo sob agitacdo até
completo resfriamento do sistema. Em seguida, foi feita a filtracdo a vacuo, obtendo-se um

solido, obtendo-se a flavona ou derivado.

Etapa IV - Preparou-se uma solugéo utilizando N-bromosuccinamida (4,75 g; 26,7 mmol) em
acido acético-anidrido acético 1:1 (50 mL). Esta solucdo foi adicionada a uma outra solucéo
de flavona (5 g; 22,5 mmol) e &cido acético-anidrido acético 1:1 (10 mL). A mistura reacional
foi mantida sob agitacdo constante por 4 dias. Apds esse tempo, houve formacdo de um
precipitado que foi filtrado & vacuo, obtendo-se um solido Umido que foi levado ao

dessecador.

Etapa V (Obtencéo de 3-Bromo Flavona) - Colocou-se o precipitado formado na etapa 1V
em um baldo de fundo redondo e metanol (150 mL), sob agitacdo constante a temperatura de
65°C por 6 horas. Apds a formagdo do solido, foi realizada a filtracdo & vacuo, obtendo-se

flavona ou derivado, bromado.
5.2. Ensaio citotéxico
Etapa Unica - Pesou-se 39,0g de sal marinho que foi diluido em 1L de &gua destilada a fim

de proporcionar um meio adequado. A esse meio, adicionou-se duas mini-espatulas de cistos

de A. salina e colocou-se o recipiente sob radiagdo luminosa e aeragéo constante (Figura 5.2).
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Figura 5.2: Montagem do ambiente de eclosdo das Artemias salina

Fonte: Capturado pela autora

A eclosdo dos cistos ocorreu, no geral, com 24h sob essas condi¢des. Uma vez eclodidos,
transferiu-se dez A. salina para cada tubo de ensaio com 4,0mL do meio salino e 1,0mL da
amostra diluida, esperou-se 24h e contou-se o nimero de A. salina sobreviventes. As amostra
foram analisadas em quatro concentragdes diferentes (100pug/mL, 80ug/mL, 40ug/mL e
20pg/mL) e em triplicata. O controle positivo utilizado foi uma solucéo de Lapachol seguindo
0 mesmo procedimento das amostras de interesse, enquanto o controle negativo foi feito com

agua marinha artificial e um solvente orgéanico.
As A. salina permaneceram durante 24h nas solucdes, e em seguida analisou-se o indice de

mortalidade para determinar a toxicidade dos compostos a fim de calcular a DLso pelo método
de Probitos.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Sintese de 3-Bromo flavonas

A caracterizagdo dos compostos organicos foi confirmada por comparacdo dos seus pontos de
fusdo com os valores conhecidos na literatura. Os pontos de fusdo ndo estéo corrigidos e foram
medidos no aparelho Biichi Melting Point B-540. Os dados de RMN foram obtidos com
instrumentos de RMN na UFV (300MHz), os deslocamentos quimicos sao referidos em 6 (ppm)

com referéncia a protons residuais e os sinais de *C em solvente deuterado (CDCls).

O meétodo classico para a sintese de flavonas e seus analogos com rearranjo de Baker-
Venkataraman apresentou-se muito eficiente sendo uma rota relativamente simples e de bons
rendimentos. Na primeira etapa de reacdo para a formacao de flavonas e seus analogos, ocorre
uma esterificacdo entre os compostos cloreto de benzoila e 2-hidroxiacetofenona a fim de

formar benzoato de 2-acetilfenil (Figura 6.1).

Figura 6.1 — Proposta de mecanismo para a etapa |

Fonte: Elaborado pela autora

Ap0s a esterificacdo, ocorre o rearranjo de Baker-Venkataraman (etapa Il). Esse rearranjo €
facilitado por uma base e forma B-dicetona, que é um intermediario fundamental na sintese de
flavonas. O mecanismo de reacdo dessa etapa passa pela formagdo de um enolato, seguido
pelo ataque intramolecular da carbonila do éster, resultando na migra¢do da subunidade de
benzoila (Figura 6.2).
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Figura 6.2 — Proposta de mecanismo para a etapa Il
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Fonte: Elaborado pela autora

A seguir, a B -dicetona é transformada em flavona (etapa Ill) através de uma reacdo de
condensacéo, utilizando o &cido sulfarico concentrado como catalisador (Figura 6.3).

Figura 6.3 — Proposta de mecanismo para a etapa Ill

Fonte: Elaborado pela autora
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Por fim a flavona é transformada em 3-bromo flavona (Figura 6.4) por uma reacdo com N-
bromo succinamida (etapa 1V), a fonte de bromo que foi utilizada, seguida de eliminacdo do

grupamento acetato pela exposicao ao metanol (etapa V).

Figura 6.4 — Proposta de mecanismo para as etapas IV e V

Fonte: Elaborado pela autora

Foi desenvolvido nesse trabalho, a sintese de 3-bromo flavonas (Figura 6.5) a partir de

flavonas.

Figura 6.5 — Representacdo geral das 3-Bromo Flavonas sintetizadas

Fonte: Elaborado pela autora

Dessa forma foi possivel variar os substituintes do anel C, introduzido pelo uso do cloreto de
benzoila apropriado na primeira etapa de reagdo. Foi utilizado, nesse trabalho, cinco cloretos

de benzoila distintos e um cloreto de furanoila, para a obtencdo de flavonas e 3-bromo

flavonas substituidas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Rendimentos obtidos em cada etapa de reagcdo com os diversos substituintes

Rendimento de cada
etapa (%)
| Im m 1v |V

62 g0 61 70 10

—
=

ol
5;5) °

06 | 937 |323|634| 779

ZHgy

oy | 95 327|901 — -

CHa

06 9 | 178 | - -

o

8]

L

—
=7
P

05 |1 455 | 59 | 735 | 259

= = =

=
T
a

=
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Fonte: Elaborada pela autora

Neste experimento ndo foi possivel obter a 3-bromo flavona proveniente dos Cloretos de
furanoila (f), 3-nitrobenzoila (d) e 3,4,5-trimetoxilbenzoila (c) com a rota sintética proposta.
Isso ocorreu, provavelmente, em funcdo da influéncia dos substituintes no anel e,
consequentemente, na ativacdo do sitio reacional, seja pela desativacdo exacerbada do anel
aromatico, ou mesmo por impedimento estérico. Isso fica ainda mais claro quando analisamos
os rendimentos (Tabela 2), que variam significativamente ao final da etapa V, apesar das

mesmas condicdes de reacéo.

A flavona substituida com cloro em C4’°, por exemplo, teve um rendimento expressivo,
possivelmente porque o cloro atuou como um agente desativador do anel aromatico,
propiciando um sitio reacional adequado a substituicdo do Hidrogénio pelo Bromo nas
condicbes propostas. As flavonas ndo substituida e substituida por CHs, porém, apesar da
bromacdo ter ocorrido, obtiveram rendimentos ndo expressivos. Dessa forma é claro que o

substituinte tem papel importante na etapa de formacéo de 3-bromo flavona.

24



6.2. Caracterizacdo das moléculas

6.2.1. Ponto de Fusdo

Para confirmacdo das moléculas obtidas nas etapas 3 e 5, foi realizado a medida dos pontos de

fusdo e estes foram comparados aos de literatura (Tabela 3) a partir da base de dados

acessados no site Reaxys | Elsevier.

Tabela 2 — Pontos de fusdo obtidos nas etapas |11 e VV de reagcdo com os diversos substituintes

C PF —Etapa Il
m—@ 96-97°C
®) S 182,5-185°C
(<)
JCHy

ACé_mh 177-179°C
ICHy

@ iﬂ- 193-195°C

(e)

_D_C”’ 106-109 °C
o

® — 135-137°C

PF - Literatura

PF 95-97°C Lit. (WHEELER.
T. 5., 1963)

PF 186-187°C Lit. (DAS, J;
GHOSH, §.. 2011)

PF 173-174°C Lit. (VIMAL,
M. et al. Heterocyclic
commumnication 2010, vol.

16(2-3), pg. 151-154)

PF 194-197°C Lit. (Naik,
Mavur M. ; Tilve, Santosh G ;
Kamat, Vyavendra P., 2014)

PF 106-107 *C Lit. (Ganguly,
Nemai C.; Chandra, Sumanta;
Barik, Sujoy Kumar, 2013)

PF 134-138°C Lit.
(Tetrahedron Letters, 2012,
vol. 53(18), pg. 2353)

PF—-Etapa V

110-115°C

185-187°C

170-172.5°C

Fonte: Elaborada pela autora

6.2.2. Ressonancia Magnética Nuclear

PF - Literatura

PF 125-126°C Lit.
(BIRD.T. G. C. et al,
1983)

PE 179-180°C lit.(

Seob; K.1m i—lc Kyoung;
Ju, Young-Sung, 2002)

PF 165 - 167 °C Lit.
(Joo, Yung Hyup; Kim,
Jin Kwan, 1998)

Para caracterizacdo das moléculas obtidas, foi utilizado técnicas de analise organica. Abaixo,

estdo alguns espectros representativos de *H e **C RMN da flavona como intermediario e da

3-bromo flavona como produto final. Os espectros de todos os produtos, flavonas e 3-bromo

flavonas, estdo exibidos nos apéndices.
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Analisando o espectro de RMN de *H do 2-(p-toluil)-cromen-4-ona (Apéndice A), o sinal de
hidrogénio na regido 2-3 ppm representa os 3H referentes ao grupo metil existente na posicéo
para do anel C. Enquanto que os outros H representados, na regido de 6,5-8,5 ppm, séo 0s
presentes nos anéis aromaticos que totalizam 7 sinais de hidrogénios diferentes de um total de

9 hidrogénios aromaticos.

Além de a representacio do espectro RMN de tH, o espectro de 3C (Apéndice A) mostra 14
sinais, o que corresponde a quantidade de C diferentes presentes na estrutura correspondente.

Os resultados obtidos a partir da analise dos espectros de RMN H e 3C foram suficientes
para provar a ocorréncia da mudanga quimica, principalmente pela auséncia do sinal de
hidrogénio correspondente ao ligado a C3 (6.87 ppm) no espectro demonstrado pela flavona

bromada, reafirmando a substituicdo do hidrogénio, nessa molécula, pelo bromo.

6.3. Ensaio citotoxico

A triagem citotoxica feita a partir de ensaio com Artemia salina foi realizado em triplicata nas
3-bromo flavonas substituidas (b) e (e), bem como na 3-bromo flavona simples (a) e nas
flavonas que as deram origem. Foram utilizadas na analise quatro concentracfes distintas
(100pg/mL; 80 pg/mL; 40 ug/mL e 20 pg/mL) para cada amostra e em todas elas o resultado
demonstrou 100% de letalidade. Como controle positivo foi utilizado lapachol em
concentragdes equivalentes, enquanto o controle negativo foi feito a partir da &gua marinha e
do solvente organico adequado para solubilizar a amostra, 0 metanol, para garantir que a
morte das Artemias ndo tinha influéncia do solvente. O indice de letalidade foi de 100% para
todos 0s compostos, no entanto, mesmo no controle positivo, algumas Artemias morreram, o

que leva a um resultado inconclusivo frente a citotoxicidade das moléculas sintetizadas.
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7. CONCLUSOES

Foi observado atraves da rota sintética demonstrada, que é uma rota eficaz para a obtengéo de
flavonas, mas ndo totalmente eficaz para a obtencdo das 3-bromo flavonas, resultando em
baixos rendimentos e encontrando dificuldades para a insercdo do bromo em alguns anélogos
de flavonas. Foi possivel confirmar os produtos obtidos através de técnicas espectroscépicas

como RMN de *3C e 'H e pelo ponto de fusdo comparativamente a literatura.

Os resultados do ensaio preliminar de citoxicidade com Artemias das 3-bromo flavonas
analisadas, (a), (b) e (e), foi inconclusivo. O solvente organico utilizado para solubilizar as 3-
bromo flavonas pode ter influenciado no indice de letalidade de 100%, uma vez que o

controle negativo também apresentou morte das artemias.

Esse trabalho foi de extrema importancia na formacgdo enquanto farmacéutica, antes de tudo
pela interdisciplinaridade utilizada. Muitas disciplinas do decorrer do curso se entrelacaram
nesse projeto, ndo s6 a quimica organica e a analise organica, mas também disciplinas

especificas da &rea, como a quimica farmacéutica e a farmacognosia.

Ndo s6 isso, mas a oportunidade de desenvolver na pratica conhecimentos teoricos,
planejando o experimento, a rota de sintese, pesquisando rotas em detrimento da
disponibilidade de reagentes do laboratério de pesquisa, adequando etapas, e tendo
efetivamente essa experiéncia de bancada foi de suma importancia na formacdo, visto que é

um diferencial frente a muitos outros profissionais.

Finalmente, a oportunidade de desenvolver esse projeto e levar a sintese organica até uma
etapa de avaliagdo bioldgica foi gratificante, ver o resultado do esforgo e interpretar como e
porque as reagBes aconteciam com o embasamento teorico e a visdo da pratica com certeza
sera um conhecimento muito bem utilizado na vida profissional e mesmo na pessoal uma vez

que a quimica, acima de tudo, sempre foi um 6timo desafio.
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APENDICE A - Espectros RMN 3C e *H do 2-(p-toluil)-cromen-4-ona
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APENDICE B - Espectros RMN 13C e 'H e IV do 2-(4-Cloro-fenil)-cromen-4-ona
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APENDICE C - Espectros RMN 13C e H e IV do 2-(4-Cloro-fenil)-cromen-4-ona
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APENDICE D - Espectros RMN 13C e *H do 3-Bromo 2-(4-Cloro-fenil)-cromen-4-ona
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APENDICE E - Espectros RMN 13C e H do 2-(3,4,5-Trimetoxi-fenil)-cromen-4-ona
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APENDICE F - Espectros RMN 13C e 1H do 2-(3-Nitro-fenil)-cromen-4-ona.
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APENDICE G - Espectros RMN 13C e !H e IV 2-Furan-2-il-cromen-4-ona
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