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Resumo

Os sensores moleculares fluorescentes, ou quimiossensores fluorescentes, sdo sistemas moleculares
cujas propriedades fotofisicas sédo modificadas a partir da interagdo com um analito. Essas ferramentas
analiticas apresentam boa seletividade e sensibilidade e dispensam métodos sofisticados. Os
quimiossensores séo constituidos de uma unidade de reconhecimento e uma unidade responsavel pela
resposta analitica, o fluoréforo. As cumarinas sdo compostos heterociclicos do grupo dos benzopiranos
e os seus derivados podem apresentar fluorescéncia devido a certos grupos substituintes através
processo de transferéncia de carga interna. Neste estudo, os derivados cumarinicos foram utilizados
como fluoréforos na construgdo de potenciais quimiossensores fluorescentes para ions metélicos.
Esses potenciais quimiossensores foram baseados na dimerizacdo de nlcleos cumarinicos, trés deles
foram obtidos por acoplamento amidico em bons rendimentos (50 — 71%) e os demais foram tentados
por reacdo de condensacao, mas nao se obteve sucesso. Os testes de seletividade para ions metalicos
foram realizados em agua com 19 ions metalicos, mas nenhuma seletividade foi observada.

Palavras-chave: quimiosensor fluorescente, sensor de ion metélico, cumarina.
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Abstract

Fluorescent molecular sensors, or fluorescent chemosensors, are molecular systems whose
photophysical properties are modified from the interaction with an analyte. These analytical tools
presents good selectivity and sensitivity, dispensing sophisticated methods. The chemosensors consist
in a unit of recognition and a unit responsible for the analytical response, the fluorophore. Coumarins
are heterocyclic compounds of benzopyrans group and their derivatives may display fluorescence due
to certain substituent groups by the internal charge transfer process. In this study, coumarin derivatives
were used as the fluorophore in construction of potential fluorescent chemosensors for metal ions.
These potential chemosensors were based on dimerization of coumarin nuclei, three of them were
obtained by amide coupling in good yields (50 — 71 %) and the others were attempt by condensation
reaction without success. The selectivity tests for metal ions were carried out in water with 19 metal
ions, but no selectivity was observed.

Keywords: fluorescent chemosensor, metal ion sensor, coumarin.
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1. Introducéo

Os metais constituem a maior parte dos elementos existentes na Terra, sendo desde
componentes de minerais da crosta terrestre a elementos essenciais na manutencdo de processos
biolégicos. Além da manutencéo bioldgica, os ions metalicos estao relacionados ao desenvolvimento
de desordens biol6gicas como cancer, diabetes e doencas neurodegenerativas quando suas
concentracdes celulares sofrem alteracdes.! Os ifons de cobre, Cu(l) e Cu(ll), por exemplo, sdo
encontrados no organismo humano em metaloproteinas e enzimas, sendo essenciais nos processos
redox, na respiragéo celular e na absorcéo de ferro; porém, o desequilibrio de cobre pode ocasionar
doencgas neurodegenerativas como doencas de Menkes, Wilson e Alzheimer.23

Os ions metalicos podem ser detectados por métodos analiticos como espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado, espectroscopia de absor¢do atdbmica, ressonancia
paramagnética eletrdnica e analises eletroquimicas. A deteccdo de ion metalicos por métodos
fluorimétricos surgiu com a utilizagdo de derivados fluorescentes na sintese de moléculas capazes de
agir como sensores para determinados espécies metdlicas. A utilizagdo de quimiossensores ganhou
destaque por apresentarem algumas vantagens em relacdo aos métodos analiticos tradicionais em
termos de sensibilidade, seletividade e boa resolugcéo espacial e temporal, viabilizando a determinacéo
da acumulacéo, trafico e fungéo ou toxicidade de determinados analitos em tempo real e em sistemas
vivos.14

O desenvolvimento de sensores fluorescentes € baseado em duas unidades, das quais a
unidade fluorogénica é responsavel pela resposta analitica do sensor, tendo como exemplos mais
comuns a fluoresceina, a rodamina e a cumarina (cf. Figura 3, p. 4); e a unidade de reconhecimento do
analito, que pode estar integrada ao fluoréforo ou estar ligado a ele por um espacador, devendo
respeitar as caracteristicas acido-base de Pearson referentes a espécie de interesse (Figura 1).5
(;étions
Anions
Gases
Moléculas neutras

Fluoroéforo

Unidade de
reconhecimento

Figura 1. Esquema simplificade de um quimiossensor, adaptado de Valeur.®

1 Domaille, D. W.; Que, E. L.; Chang, C. J. Nat. Chem. Biol., 2008, 4, 168.

2 Mergu, N.; Kim, M; Son, Y. Spectrochim. Acta A Mol. Biomol. Spectroc., 2018, 188, 571.

3 Lee, J. D. Grupo 11: o grupo do cobre. In: Quimica Inorganica Ndo T&o Concisa. Sdo Paulo, Brasil: Edgard
Blucher, 1999, 423.

4 He, G.; Liu, X.; Xu, J.; Ji, L.; Yang, L.; Fan, A.; Wang, S. Wang. Q. Spectrochim. Acta A Mol. Biomol. Spectroc.,
2018, 190, 116.

5 Valeur, B. Fluorescent molecular sensor of ions and molecules. In: Molecular Fluorescence: Principles and
Applications. Weinheim, Germany: Wiley-VCH, 2001, 273.
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Dentre os fluoréforos citados, a cumarina € definida como um composto heterociclico do grupo
quimico dos benzopiranos e apresenta variadas fungdes terapéuticas, sua fluorescéncia ocorre quando
seus grupos substituintes provocam o fendbmeno de push-pull através de seu sistema n-conjugado,
desencadeando o mecanismo de estabilizacdo do estado excitado de transferéncia de carga interna
(TCI).

Em nosso grupo de pesquisa, LaPSCA (Laboratoério de Planejamento e Sintese de Compostos
Ativos), uma das frentes de pesquisa é baseada em derivados de cumarina fluorescentes (Cuml e
Cum?2), em que o derivado carboxilico Cuml é obtido através da condensagdo do 4-(N,N-
dietilamino)salicilaldeido (1) com o &cido de Meldrum (2), enquanto o derivado cetdnico Cum?2 é obtido
através da condensacédo de 1 com o acetoacetato de etila (3). Com base nesse nudcleo fluorescente ja
conhecido, foi concebida a ideia de desenvolver derivados biscumarinicos como potenciais
quimiossensores fluorescentes para ions metélicos. A preparacdo destes derivados € baseada na
dimerizac@o de derivados de cumarina com diaminas terminais, visando a formacdo de derivados
amidicos, denominadas de derivados Cams, e derivados iminicos, os derivados Cims, como
esquematizado no Esquema 1.

(0]
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N oo N oo 0”0 N
) Cam K

) Cum1
h% S :

0" 0 !
oMO i 4

/©\)\H | H,NTONH,
: 5 |
“N OH | Cam2; Cim2 |

S HNTS NS,
| 6 |
EtoM : Cam3; Cim3 }

o)
“N 00 “N 0o 0”0 N
) Cum2 ) Cim K

Esquema 1. Esquematizagdo geral deste projeto.

O intuito de dimerizar o nucleo fluorescente é a ampliacédo da sensibilidade do potencial sensor
ao aumentar seu rendimento quéntico, diminuindo-se a concentracdo necessaria para sua futura

aplicacdo. A utilizacdo de diaminas como espacadores na dimerizacao foi embasada na adi¢do de

2
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atomos de Nitrogénio as biscumarinas, devido a atuacdo do Nitrogénio como base de Lewis e sua
tendéncia a formar compostos de coordenacao com diversos ions metdlicos, constituindo-se, assim, a
unidade de coordenacao/reconhecimento do potencial sensor.

Foram selecionadas duas diaminas, a etilenodiamina (4) e a propilenodiamina (5), com a
intencdo de avaliar a influéncia do angulo de quelacdo na seletividade dos potenciais sensores.
Também foi selecionada uma triamina, a dietilenotriamina (6), que, além de proporcionar um aumento
do angulo, possui um atomo de nitrogénio a mais, sendo este apto a se coordenar mais efetivamente

com fons metalicos.

1.1. Luminescéncia e suas propriedades basicas

Luminescéncia é o fendbmeno de emissao de luz a partir do estado eletronicamente excitado de
uma substéncia, o qual pode ser alcangado por uma fonte de energia luminosa ou através da energia
fornecida por uma reagdo quimica.® A natureza do estado excitado define o tipo de luminescéncia a ser
observada. A fluorescéncia ocorre a partir do estado excitado singleto, caracterizado pelo
emparelhamento entre os spins dos estados excitado e fundamental. J4 a fosforescéncia ocorre a partir
do estado excitado tripleto, que possui spins desemparelhados.®

O emparelhamento dos elétrons do estado excitado singleto torna a relaxacédo radiativa
favoravel, tendo-se um tempo de vida curto na escala de 10 ns. No estado excitado tripleto, devido ao
desemparelhamento dos elétrons, tem-se que a relaxacdo deve acontecer com inversao do spin,
desfavorecendo a relaxacao cineticamente. Com isso, a emissdo de luz na fosforescéncia ocorre em
um periodo maior, na faixade 1 ms—-1s.6

Além das relaxagfes radiativas de um elétron excitado, processos néo-radioativos ocorrem
entre a absorcéo e emisséo de luz e sdo apresentados no diagrama de Jablonski simplificado (Figura
2), no qual os estados fundamental, primeiro e segundo estados excitados singletos sdo representados

por So, S1 e Sz, respectivamente, e 0 primeiro estado excitado tripleto por T1.6

A -
© Sz Y N
o i '_Converséo Cruzamento
GC-’ 1 interna interssistemas
UJ 1 1
81 N TR T
——— T
Absorcéo .
Fluorescéncia .
hva A Fosforescéncia
hve "1
hve
2 1 1
-
So 0 A4 AY4

Figura 2. Diagrama de Jablonski, adaptado de Lakowicz.®

6 Lakowicz, J. R. Introduction to Fluorescence. In: Principles of Fluorescence Spectroscopy. USA: Springer, 2006.
1.
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Observa-se que cada nivel eletrdnico de energia possui mais de um nivel vibracional. A
molécula, ao ser excitada, pode se deslocar para niveis vibracionais mais altos de Si1 ou Sz, sendo
rapidamente relaxada para o nivel vibracional mais baixo de Si. O processo de relaxacao de um nivel
vibracional para um estado eletrénico de mais baixa energia € denominado de conversao interna. Ha
também a possibilidade de acontecer a conversdo de um spin de Sz para T1, processo denominado de
cruzamento intersistemas, dando-se sequéncia a fosforescéncia.®

A partir do diagrama de Jablonski simplificado é possivel observar que a energia de absorgao
(hva) € maior que a energia de emissédo (hve) devido as perdas de energia que se tém no estado
excitado através da relaxacao vibracional e da estabilizacdo da molécula excitada pelas moléculas
vizinhas de solvente. Esta diferenca de energia define o deslocamento de Stokes, em que o
comprimento de luz emitido pela fluorescéncia é maior do que o da luz absorvida (Equacédo 1).6

h- >h=_
kabs }"em

Equacéo 1. Relacéo entre as energias de absor¢do e emisséo.

Dentre as espécies organicas capazes de absorver luz, apenas aquelas que se enquadram em
determinados requisitos estruturais sdo capazes de dissipar a energia absorvida em forma de luz.
Caracteristicas como rigidez estrutural, planaridade, liga¢cdes n-conjugadas, grupos aromaticos e anéis
condensados, sdo responsaveis por diminuir a taxa de relaxa¢do nao-radiativa e, assim, favorecer a
fluorescéncia. Como exemplos de moléculas fluorescentes com tais caracteristicas estruturais, temos

as apresentadas na Figura 3.6

oS \)\1 o /I\E/ HO o) o
o L 90e
P X CO,H CO.H
. g g
N
7 8 9

Quinina Rodamina B Fluoresceina

Figura 3. Exemplos de moléculas fluorescentes.®

O rendimento quéantico (¢) € uma caracteristica de fluorescéncia e é definido como a razdo
entre moléculas que fluorescem e moléculas que foram excitadas, como mostrado na Equacéo 2, na

qual ' é a taxa de emisséo de luz e Knr € a taxa de decaimento ndo-radiativo.’

moléculas fluorescentes r
~ moléculas excitadas T + K,

Equacéo 2. Rendimento quéantico.

7 Skoog, D. A.; West, D. M.; Holler, F. J.; Crouch, S. R. Espectroscopia de Fluorescéncia Molecular. In:
Fundamentos de Quimica Analitica. Sdo Paulo: Cengage Learning, 2013. 782.
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Em termos préaticos, o rendimento quéantico é determinado a partir de um fluoréforo de
referéncia com rendimento quantico pré-estabelecido. Para determinar o rendimento quantico de uma
substancia é necessario utilizar o0s mesmos parametros experimentais utilizados na determinacao do
rendimento da referéncia para a substancia em questdo, como comprimento de onda de excitacdo e
largura de fenda de excitacéo e de deteccado. O rendimento é calculado através da Equacéo 3, na qual
0 termo ¢rer € 0 rendimento quéntico de referéncia, o termo | se refere a &rea integrada da curva de
emisséao e 1, ao indice de refracdo do solvente utilizado.

| nz
0= 0o ey

Equacéo 3. Rendimento quéntico calculado.

1.2.Cumarina

As cumarinas, ou 2H-cromen-2-ona (Figura 4), sdo compostos heterociclicos pertencentes ao
grupo quimico dos benzopiranos e constituem uma classe de metabdlitos secundarios encontrados em
diversas plantas, como canela, morango, cumaru, entre outras,® sendo suas maiores concentragdes
encontradas nas flores e frutos.® Suas principais fungdes estédo relacionadas a defesa da planta,

apresentando atividades antimicrobiana e propriedades inibitérias de germinacéo e de ataque de

pragas.8
5 4
6 X 3
2
7
O O
8 1
10

Figura 4. Estrutura basica de cumarina.

Bioguimicamente, as cumarinas sao derivadas do acido cindmico, proveniente do metabolismo
da L-fenilalanina (Esquema 2). Inicialmente, a fenilalanina (11) sofre uma desaminacdo pela enzima
fenilalanina amonialiase (FAL), formando o acido trans-cinamico (12). O acido cinamico pode sofrer
uma hidroxilagdo nas posicdes 2 e 4 pelas enzimas cinamato 2-hidroxilase (C2H) e cinamato 4-
hidroxilase (C4H), resultando nos &cidos o-cumarico (13) e p-cumarico, respectivamente. O &cido o-
cumarico passa por uma isomerizagdo, via acido hidroxicinamico isomerases, e por fim uma

lactonizagdo mediada por enzimas, formando a cumarina (10).1°

8 Santos, W. H.; Siqueira, M. S.; Silva-Filho, L. C. Quim. Nova. 2013, 36, 1303.

9 Croteau, R.; Kutchan, T. M.; Lewis, N. G. Natural Products (Secondary Metabolites). In: Buchanan, B.; Gruissem,
W.; Jones, R. Biochemistry & Molecular Biology of Plants. USA: Wiley Blackwell, 2015. 1308.

10 Dewick, P. M. The Shikimate Pathway: Aromatic amino acids and phenylpropanoids. In: Medicinal Natural
Products - A Biosynthetic Approach. England: John Wiley & Sons, 2002. 142.
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Cumarina

Esquema 2. Via biossintética da cumarina.®

Além das propriedades defensivas citadas acima, propriedades terapéuticas como anticancer,
antioxidante, anticoagulante, anti-inflamatéria, antibidtica, antiviral, imunomodulatérias e
broncodilatadoras fizeram com que os derivados de cumarinas fossem amplamente aplicadas em
tratamentos médicos (Figura 5). Suas aplica¢gbes se estendem na industria alimenticia, em cosméticos

e area de novos materiais, sendo utilizadas como corantes sensibilizadores de células solares e lasers.®
CCL ICCL O I
0”0 HO 0”0 MeO 0o~ o 0 o~ o
10 14 15 16

Cumarina Esculetina Herniarina Aiapina
(Antifungico) (Antioxidante) (Anticancer) (Anticoagulante)

Figura 5. Exemplos de derivados de cumarina e suas agdes terapéuticas.'!

A versatilidade de aplicacédo desta classe de moléculas em variados segmentos da ciéncia e
tecnologia ampliou as linhas de pesquisa baseadas nos derivados de cumarina. Atualmente, uma das
vertentes mais investigadas é a dos derivados fluorescentes, por apresentarem um elevado rendimento
quantico, 6tima solubilidade em solventes polares, razoavel estabilidade e por apresentar uma sintese
convergente em condi¢des brandas.!?

A fluorescéncia de derivados de cumarinas € dependente dos grupos substituintes no ndcleo
benzopirano, sendo influenciada pelo fendmeno de transferéncia de carga interna (TCI). As interacfes
de carga interna sdo descritas como mecanismos de estabilizacdo molecular interna na qual a
densidade de carga negativa de um grupo doador (D) é deslocalizada através de um sistema-n

conjugado para um grupo aceptor (A), fenébmeno denominado de push-pull ou D-r-A.13

11 Cunha, S.; lunes, C. E. M.; Oliveira, C. C.; Santana, L. L. B. Quim. Nova. 2015, 38, 1125.
12 Ghouili, A.; Dusek, M.; Petricek, V.; Ben Ayed, T.; Ben Hassen, R. J. Phy. Chem. Solids. 2014, 75, 188.
13 Setsukinai, K.; Urano, Y.; Kikuchi, K.; Higuchi, T.; Nagano, T. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2. 2000, 2453.
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A influéncia dos grupos substituintes de cumarina na sua fluorescéncia pode ser exemplificado
com o derivado ndo-fluorescente 19, sintetizado por Yang e colaboradores,* que ao reagir com Hg?*
passa a fluorescer (Esquema 3), tornando-o um sensor de Hg?*. E possivel observar que o grupo
hidroxila na posicdo-7 da cumarina de partida 18 proporciona uma boa taxa de emissao radiativa,
devido a sua contribuicdo para o fendmeno de push-pull. Percebe-se que esta fluorescéncia é suprimida
com a formacé&o do grupo carbonotioato, devido ao seu predominante perfil retirador de elétrons, que

desfavorece a estabilizacdo do estado excitado por TCI.

©\ S N X DIEA, CH,Cl, ©\ s X
_—
ta,4,5h
O)J\CI HO 0 o i oJ\o o
17 18 19

JH92+
X
+ HgS +
OH HO Oo” 0

20 18

o

Esquema 3. Rota sintética do carbonotioato de O-(4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-ila) O-fenila.l4

O mecanismo de deteccédo de Hg?* por 19 foi atribuido a afinidade do Hg?* por enxofre, pela
qual o fon metdlico se coordena ao enxofre do carbonotioato e desencadeia a reacdo de
dessulfurizacéo, desprotegendo a hidroxila da cumarina 18 e reestabelecendo a sua fluorescéncia.*

Outro exemplo é o sensor de tiol desenvolvido por Long, Zang e colaboradores,!® que
anteciparam a inibicdo do processo de TCI da 7-hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (21)
através da introdugdo de um grupo retirador de elétrons na posi¢cao-8 da cumarina e ao mascarar 0
perfil doador da hidroxila na posi¢&o-7, formando o derivado néo-fluorescente 22. O mecanismo de
deteccéo de tiol é baseado na suscetibilidade da cetona a,B-insaturada a adicdo de Michael por um tiol.
A adicédo do tiol desencadeia a quebra do grupo hemicetal, recompondo a hidroxila, assim como a perda
do perfil retirador de elétron do substituinte na posigdo-8, e restabelecendo a fluorescéncia no composto
23 (Esquema 4).

14 Pang, B.; Li, Q.; Li, C.; Yang, Z. J. Lumin. 2019, 205, 446.
15 Long, L.; Zhou, L.; Wang, L.; Meng, S.; Gong, A.; Du, F.; Zhang, C. Org. Biomol. Chem. 2013, 11, 8214.
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HO ()

Esquema 4. Transformacéo de composto fluorescente desativando e reativando sua fluorescéncia.!®

1.2.1. Métodos de preparacéo de derivados de cumarinas

Os derivados de cumarinas podem ser obtidos através de metodologias sintéticas classicas,
variando-se o padréo de substituicdo de acordo com a metodologia abordada, das quais se destacam
as reacOes de Pechmann e a de Knoevenagel.®

Areacdo de Pechmann, Esquema 5, é a metodologia mais empregada na sintese de cumarinas
devido a acessibilidade dos reagentes iniciais e obtencdo dos produtos em bons rendimentos. Esta
reacdo envolve a condensacdo de um fenol com um composto de metileno ativo, geralmente um j-
cetoéster, na presenca de uma componente acida, podendo esta ser um acido de Brgnsted (H2SO4,
HCIO4, HsPO4, CF3COOH), heteropoliacidos, uma solucdo aguosa de liquidos ibnicos ou um acido de
Lewis (AICIs, ZnCl2 ou InClz).16

R,
X o o H® XX
| + — I/
N EtO R %
R OH 2 Y o~ Yo
24 25 26

Esquema 5. Esquema geral da reacéo de Pechmann.

Uma das propostas mecanisticas para a reacdo de Pechmann foi sugerida por Ahmad e Desai'’
e posteriormente sustentada pelos célculos teéricos de Stirling e Daru,® pela qual a reacado se inicia
com uma transesterificacdo, seguida por uma etapa de ciclizagdo (28a) através de um ataque
eletrofilico aromatico a cetona e seguido de uma desidratacdo (28d), formando uma cumarina 4-

substituida, como demonstrado no Esquema 6.

16 Daru, J.; Stirling, A. J. Org. Chem. 2011, 76, 8749.
17 Ahmad, Z. S.; Desai, R. D. Heterocycl. Compd. 1937, 3, 6.
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Esquema 6. Proposta mecanistica para reagdo de Pechmann por Stirling e Daru.®

A reacdo de Pechmann pode ser visualizada na sintese do 7-metoxi-4-metil-2H-cromen-2-ona
(30) por Topkaya e Alp!8, que a modificaram e a submeteram a condensacao com nucleos oxazol-5-
onas (Esquema 7) com a intencdo de combinar as vantagens farmacéuticas e fotofisicas dos dois

nacleos heterociclicos, tendo como objetivo avaliar suas atividades bioldgicas e aplicacdes quimicas
da série de hibridos sintetizados.
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Esquema 7. Rota sintética dos derivados de cumarina-oxazol-5-onas.'®

18 Topkaya, D.; Alp, S. J. Fluoresc. 2017, 27, 1413,
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A reacdo de Knoevenagel é baseada na condensacao entre um composto carbonilico com um
composto de metileno ativo, geralmente representado por um composto 1,3-dicarbonilico, em catéalise
basica, formando uma espécie carboxilica a,B-insaturada.® J& a formacéo de cumarinas pela reacdo
de Knoevenagel ocorre quando a espécie carbonilica é representada por um 2-hidroxibenzaldeido, cuja
hidroxila é responsavel pela ciclizacao e formacé&o do ndcleo benzopirano.

De acordo com Berdnaz e Bogdal,?® a proposta mecanistica para a reagdo € iniciada pela
formacado do ion iminio 37 pela condensacédo entre uma amina secundaria (catalisador basico) e um
aldeido (Esquema 8). O hidrogénio acido do composto de metileno ativo € abstraido formando o
carbanion 38, que ataca o intermediario iminio 37. A formagdo da ligacdo-r em 39a se da com a
reconstituicdo do catalisador e o intermediario 39a € posteriormente ciclizado, formando a cumarina 3-
substituida 40.

9 <
OEt
+ GRE \Hk ot ——— <\ .,
-H,0 ® N
OH H X r\O
OH
34 35 o

39
i )
F N
H

(@]
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EtOH | OFt
Cror ~ 0L —
(0]
0”0 T EG OH
40 39a 39a

Esquema 8. Proposta mecanistica para a condensagdo de Knoevenagel.?°

A metodologia de Knoevenagel foi utilizada por Lam e colaboradores?! na sintese de uma série
de acidos cumarina-3-carboxilicos, com o propoésito de encontrarem sondas fluorescentes para
peptideos. Utilizaram o &cido de Meldrum (2) como componente 1,3-dicarbonilico e variaram as

substituicdes do salicilaldeido (41), tendo o acetato de piperidina como catalisador (Esquema 9).

19 Kirti, L.; Czako, B. Knoevenagel Condensation. In: Strategic Applications of Named Reactions in Organic
Synthesis. USA: Elsevier, 2005, 242

20 Bednarz, S.; Bogdal, D. Int. J. Chem. Kinet. 2009, 41, 589.

21 song, A.; Wang, X.; Lam, K. S. Tetrahedron Lett. 2003, 44, 1755.
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Ry o)
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Esquema 9. Sintese de acidos cumarina-3-carboxilicos.?!

No trabalho de Garcia-Beltran e colaboradores?? também foi utilizado a reagdo de Knoevenagel
para sintetizar a 7-dietilamino-2H-cromone-2-ona-3-carboxilato de etila (44). A partir desta cumarina
prepararam a amida 46 ao adicionar o 2-amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol (45) ao éster, formando

um sensor fluorescente e seletivo para a espécie Fe?* (Esquema 10).

J;\\OH
O O
H,oN
(o) /\OJ\/U\O/\ (0] 2
N OH Piperidina, AcOH /\N o o EtOl-‘Ilsriﬂuxo /\N

EtOH, refluxo, 6 h ) .
) 87 % 75 %
1 44 46

Esquema 10. Sintese de sensor derivado de cumarina seletivo para Fe?*.22

1.3.Sensores moleculares fluorescentes

Sensores moleculares fluorescentes, ou quimiossensores, sdo definidos por um sistema
molecular cujas propriedades fotofisicas sdo modificadas a partir da interacdo com um analito,
provocando uma resposta analitica detectavel. Os principais tipos de respostas sdo baseados na
variacdo da intensidade de fluorescéncia e no deslocamento do comprimento de onda de excitacdo
e/ou emissdo.®

As espécies quimicas e bioquimicas que podem ser detectadas por estes métodos de
fluorescéncia abrangem cations, anions, moléculas neutras e gases, tornando-os aplicaveis em
diferentes ramos cientificos.®> A deteccdo de ions metalicos, por exemplo, € de grande interesse para
pesquisadores de diversas areas devido ao envolvimento destas espécies em fungdes celulares,
desenvolvimento de doencas e de condi¢cdes patolégicas, assim como em casos de intoxicagcdo por

metais pesados.??

22 Garcia-Beltran, O.; Mena, N.; Yafiez, O.; Caballero, J.; Vargas, V.; Nuiiez, M. T.; Cassels, B. K. Eur. J. Med.
Chem. 2013, 67, 60.
23 Warrier, S.; Kharkar, P. S. Spectrochim. Acta A Mol. Biomol. Spectroc. 2018, 188, 659.
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Assim, sensores fluorescentes ganharam interesse em grupos de pesquisa devido,
principalmente, as suas vantagens em relacdo aos métodos tradicionais, como métodos
espectroscopicos e eletroquimicos, em termos de sensibilidade, seletividade, analise ndo-destrutiva,
tempo curto de resposta e boa resolucdo espacial, podendo-se dispensar equipamentos sofisticados,
preparacao laboriosa de amostras e habilidades especificas de um operador.23

Os sensores fluorescentes sédo constituidos por duas unidades principais: uma responsavel
pela resposta Optica na presenca de um analito, o fluoréforo; e uma responsavel pelo reconhecimento
do analito, que, quando se trata de um ion, é denominado de ionéforo, o qual pode estar integrado ao
fluoréforo ou estar a ele ligado por um espacgador. No caso dos sensores de ions, a interagéo do ion
com o ion6foro pode desencadear processos fotoinduzidos como de transferéncia de elétrons, de carga
ou de energia, além de facilitar a formacao de eximero e exciplexo, sendo, respectivamente, um dimero
e um complexo de transferéncia de carga, ambos formados no estado excitado.®

O desenvolvimento de sensores de ions metalicos precisa seguir certos requisitos,
considerando a aplicacdo destes em sistemas biolégicos, sendo a principal condicdo a seletividade
para um ion metalico especifico diante dos cations biologicamente abundantes como Na*, K*, Mg?* e
Ca?*, para evitar interferéncias na deteccdo do analito-alvo. Os sensores devem apresentar
compatibilidade com sistemas biol6gicos, apresentando boa solubilidade em &gua e nenhuma
toxicidade. E tido como vantagem um sensor que apresente uma resposta com aumento de intensidade
de fluorescéncia ou deslocamento no perfil de excitacdo/emissdo em vez de uma resposta de
supressdo de fluorescéncia, por causa da maximizacdo da resolugcdo espacial em métodos
microscopicos. Além disso, sao desejaveis fluoréforos que possuam excitagédo e emisséo de luz visivel
por minimizar os danos na amostra biolégica e também os que possuem alto brilho éptico, por diminuir
a quantidade necesséria de sensor em suas aplicacées e minimizar a potencial altera¢éo da distribuigdo
celular endogena.t

Um exemplo de sensor para ion metalico é o desenvolvido por Kim e colaboradores,?* que
apresentou uma boa seletividade para Cu?*. O sensor foi preparado a partir do acoplamento amidico
do acido 7-(N,N-dietilamino)-2-0x0-2H-cromeno-3-carboxilico (Cum1) com a 2-(aminometil)piridina

(47), utilizando DCC como agente de acoplamento (Esquema 11).

O
OH 4 H,N _DGC, DMAP N N | N
CHCI3 6h H N

60 % N oo

) 48

Cum1

Esquema 11. Rota sintética da 7-(dietilamino)-2-oxo-N-(piridi-2-ilmetil)-2H-cromeno-3-carboxamida.

24 Jung, H. S.; Lee, J. Y.; Joo, T.; Kim, J. S.; et al. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 2008.
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As respostas 6pticas do composto 48 foram analisadas em solu¢cées de HEPES/DMSO (9:1,
vliv) com adicdo de alguns ions metalicos. As curvas de absorcdo (Figura 6a) mostram um
deslocamento de 15 nm na absorcdo maxima do composto 48 na presenca de Cu?*. As curvas de
emissao, (Figura 6b) mostram a completa supresséo de fluorescéncia, em 479 nm, do composto 48
promovida pelo Cu?*, além disso, mostram que esta resposta ndo sofre grande interferéncia na
coexisténcia de outras espécies metalicas, mesmo em altas concentracdes. A supressdo de
fluorescéncia apresentada foi associada a transferéncia de energia de excitagcdo e a transferéncia de
carga ligante-metal (TCLM) entre os elétrons deslocalizados do nicleo cumarina com a camada 3d

semi-preenchida do ion de cobre, induzindo um canal de desativacdo nédo-radiativa predominante.?*

1.04 s 1000+
a) 48 livre, outros metais g b)
~ 0.8 / -§ 800 o) 48 livre, outros metais
S’/ -— CU* | /
« 0.61 ¢ 600 /
o é Cu**+ outros metais
S 0.4 2 400
2 3 o
<02 S 2001 &
2 ) N
0 &= i . . . = ‘———Is, £ T T T T T 7 v I
35 400 450 500 550 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 6. Espectros de a) absorcéo de 48 (20 uM) e b) emisséo de 48 (5 uM) com adi¢do de sais de cloreto de
Ag*, Ba?*, Cd?*, Co?*, Cs*, Cu?*, Fe?*, Hg?*, Li*, Mn?*, Ni2*, Pb?*, Rb*, Sr?*, Zn?* e (Cu?* + outros ions) (500 uM) e
de Ca2+, K+, Mg2+ e Na+ (5 mM) em solucéo aquosa (HEPES:DMSO) com excitacdo em 430 nm.?*

Tendo em vista a aplicagdo do sensor em sistemas bioldgicos, avaliaram o comportamento de
48 e 48+Cu?* em diferentes pH (Figura 7a) e observaram que na faixa de pH 4 — 10 a supressao de
fluorescéncia se mostrou eficiente, provando que o0 sensor possui aplicabilidade em sistemas
biol6gicos.2424

5 10007 5

e 0 —0—0—_

g 800

ey

<

g 6001 —e—us

g —v— 48 +CU”

= 4004

[0}

o

o) K

E 200-\

g G4 6 é 1'0 00 02 04 06 08 1.0
pH [Cu™]/ ([48] + [Cu™]

Figura 7. a) Variagdo na intensidade de fluorescéncia em 479 nm de 48 (5 uM) com e sem Cu?* (10 eq.) em funcéo
do pH. b) Gréfico de Job de 48 e Cu?*.24
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A estequiometria do complexo 48-Cu?* foi determinada como 1:1, através do método de
variacdo continua, ou método de Job (Figura 7b).2* O método de Job é utilizado para determinar a
estequiometria de um evento de associacao, baseando-se na variagdo de um parametro fisico-quimico,
como por exemplo, a absorbancia de uma molécula, desde que esta respeite a lei de Beer-Lambert. A
estequiometria de coordenacéao é determinada a partir de solu¢gées com volume total e nUmero de mols
total constantes, variando-se a fragdo molar de 0 a 1, tendo no maximo ou minimo da curva formada a

indicagdo da proporgéo estequiométrica.?®

O limite de deteccdao foi determinado como 0,5 uM a partir de uma curva de titulagéo (Figura 8)
com concentragéo varidvel de CuClz de 0 a 50 uM. Com o limite de deteccado determinado e estabilidade
em pH de 4 — 10, o sensor possui aplicabilidade na determinagdo de Cu?* em agua potavel, cuja
concentracao limite estipulada pela Agéncia de Protecdo Ambiental (APA) é de aproximadamente 20
uM e também pode ser aplicado em amostras de sangue, cuja concentragdo média normal € de 15,6 —
23,6 uM. A partir da curva de titulagéo, também determinaram a constante de liga¢do Ka = (1,17 = 0,29)
x 10° M-, baseando na equacdo de Benesi-Hildebrand (Equagéo 4), na qual o termo F se refere a
intensidade de fluorescéncia para determinada concentracdo de analito, Fo, a intensidade de
fluorescéncia inicial antes da adicdo do analito, Fmax, & intensidade maxima e Ka, & constante de

associacéo.?
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Figura 8. Espectros de emissdo de 48 (5 uM) com adi¢éo de CuCl. (0 — 50 pM) com excitagdo em 430 nm.?

1 1 1
= ™ +
F=Fo Ka(Frna— FO)IM™] ~ (Fmax — Fo)

Equacéo 4. Equacgéo de Benesi-Hildebrand.

25 Fraceto, L. F.; Gongalves, M. M.; Moraes, C. M.; Aratjo, D. R.; Zanella, L. Paula., E.; Pertinhez, T. A. Quim.
Nova, 2007, 30, 1203.
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O sensor foi, entédo, aplicado no imageamento de células de figado (NCTC) e de rins (LLC-

MK?2), que incubadas com 48 apresentaram intensa emisséo na regido do azul (Figura 9), a qual foi

suprimida devido & incubagdo com CuClz 20 eq. Avaliaram também a boa reversibilidade da formacao
do complexo 48-Cu?* utilizando EDTA.?4

Figura 9. Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal de Cu?* em células LLC-MK2. a) Imagem de campo
claro. b) Imagem de fluorescéncia de LLC-MK2 incubadas com 48 (5 uM). Em seguida incubada com adicao de

varias concentragdes de CuClz ¢) 5, d) 10 e e) 20 eq. f) Sensor livre com adicdo de EDTA (500 pM).?4

Recentemente, Kharkar e Warrier?® sintetizaram um sensor similar ao preparado por Kim e
colaboradores, que também apresentou resposta analitica baseada na supresséo de fluorescéncia,
apresentando uma modificagcdo estrutural apenas no grupo substituinte da posi¢cdo-7 da cumarina. A
troca do grupo N,N-dietilamino por uma hidroxila foi suficiente para alterar a seletividade do sensor de
Cu?* para Fe®*. O sensor foi preparado a partir do acoplamento amidico, mediado por HATU, entre o
acido 7-hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilico (49) e a 2-(aminometil)piridina (47) (Esquema 12).

0
DMF 50°C N
HO 0 o =
76%

Esquema 12. Sintese da 7-hidroxi-N-((piridin-2-il)metil)-2H-cromen-2-ona-3-carboxiamida.

Nas andlises de absor¢do molecular do sensor 50, em solugcdo aquosa, com alguns ions
metalicos, apenas com Fe?* foi possivel observar uma diminuigdo consideravel na absorbancia em 385
nm. Nas analises de fluorescéncia, sob excitacdo em 385 nm, observaram uma diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia em 447 nm diante dos ions Al®*, Cu?* e Hg?* e uma supressdo mais
pronunciada na presenca de Fe3* (Figura 10). Kharkar e Warrier atribuiram a supressdo de
fluorescéncia de 50-Fe®* a transferéncia de carga ligante-metal (TCLM).%3

1,4 7
1,29
1,0
0,8
06
04
0,2

0

/o

Sensor A¥*  Ba* Cd¥* Co%* cu® Fe* Hg* Pb* sn* zn®
livre

Figura 10. Intensidades de emissé&o relativas em 447 nm de 50 com ions metélicos, sob excitagdo em 385 nm,
adaptado de Kharkar e Warrier.2
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A avaliacao de interferéncia de outros ions metalicos juntos ao Fe®* mostrou que a supresséo
causada pelo Fe®* ndo sofria alteracédo. O sensor se mostrou estavel na faixa de pH de 1 — 8 e o limite
de deteccao foi estipulado como 0,76 uM através de uma titulagdo com concentragéo de Fe3* variando
de 0 — 10 uM. Considerando que a Organizacao Mundial da Saude (OMS) estabeleceu a concentracao
limite de Fe®* em agua potavel como 5 uM, o sensor apresenta uma boa sensibilidade para ser aplicado.
Além disso, o sensor foi utilizado no imageamento celular de células renais (LLC-MK2), apresentando

uma resposta satisfatoria quando submetidas a pequenas concentragtes de Fe(ll1).2323

Além dos exemplos de sensores com resposta analitica definida pela supressédo de
fluorescéncia, alguns exemplos de sensores séo reportados com uma resposta baseada no aumento
da intensidade de fluorescéncia, como no caso do sensor de Cr3 desenvolvido por Feng e
colaboradores.?® O sensor 52 foi preparado a partir da reagdo de condensacdo entre o 7-(N,N-

dietilamino)-2-oxo0-2H-cromeno-3-carbaldeido (51) e a etilenodiamina (Esquema 13).

0O

0.0 N~
L o I
_—
N o 0 EtOH, refluxo /@(\r'\‘
P 51 16 h ~N o o 52
78 % )

Esquema 13. Sintese do 3,3'-(1E,1E)-(etano-1,2-diilbis(azanililideno))bis(metanililideno))bis(7-(dietilamino)-2H-
cromen-2-ona.

A baixa fluorescéncia do derivado 52 foi atribuida aos fenébmenos de transferéncia de elétrons
fotoinduzida (TEF) da ligagdo C=N para o nucleo cumarinico e a isomerizagao da ligagdo C=N, que
contribuem para que o decaimento ndo-radiativo seja predominante. Com a coordenacdo dos atomos
de N do sensor com Cr3*, o fendbmeno de TEF se torna menos expressivo. Além disso, a coordenacao
do sensor com Cr3* torna a rotacdo da ligacdo C=N restrita, suspendendo sua isomerizagdo. Com o
bloqueio dos dois principais fenbmenos de decaimento ndo-radiativo, o fendmeno de fluorescéncia (Aem
= 498 nm) do complexo 52-Cr3* se torna predominante.?®

Ao analisar a interferéncia de outros ions metalicos na resposta analitica do sensor,
observaram que Al e Hg?* apresentaram um pegueno aumento de fluorescéncia, mas que o aumento
causado por Cr3* foi mais acentuado. Além disso, a resposta analitica do sensor ndo apresentou
interferéncia com a coexisténcia de outros cations juntos ao Cr3+,26

A avaliacao do efeito do pH indicou que o sensor 52 pode ser utilizado na deteccéo de Cr(lll)
na faixa de pH 7 — 8 (Figura 11). A estequiometria do complexo foi determinada como 1:1 através do
meétodo de Job. O limite de detecc¢éo foi estipulado em 0,79 uM através de uma titulacdo variando a
concentracao de Cr(lll) de 0 — 16 uM, sendo um limite dentro da concentracdo maxima de Cr(lll) em

agua potavel estipulada pela APA (= 1,92 uM). Além disso, a constante de ligacdo foi determinada

26 Jia, H.; Feng, C.; Tian, C. Anal. Sci. 2018, 34, 1079.
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como 2,89 x 10* M1, a partir da equacédo de Benesi-Hildebrand e dos dados obtidos da curva de
titulacdo. O sensor foi aplicado no imageamento de células de cancer de mama (MCF-7) apresentando

uma fluorescéncia no verde quando incubadas com o sensor e Cr(lll).26
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Figura 11. Variacdo na intensidade de fluorescéncia de 52 em 498 nm com e sem Cr3* em func&o do pH.%¢

O sensor desenvolvido por Wang e colaboradores?’” também apresenta uma resposta analitica
de aumento da fluorescéncia devido a sua coordenagédo com Zn(lIl). Sensores fluorescentes de Zn(ll),
geralmente, apresentam uma dificuldade em discriminar Zn(ll) e Cd(ll), porém, este sensor se
demonstrou capaz de discrimina-los. O sensor 54 foi sintetizado pela reacdo de condensacéo entre a

3-acetil-7-(N,N-dietilamino)-2H-cromen-2-ona (Cum?2) e a 2-hidrazinilpiridina (53) (Esquema 14).

o) H H
N
o0 N~ ta,15h o~ oo >
5 ) 54

N~
N 35 %
) Cum2 3
(0] H H
AN H H,N -N AN EtOH X \N N X
N !

P N o o = refl;;(o%S h P N o o =

) 51 53 ) 55

Esquema 14. Sintese da (E)-7-(dietilamino)-3-(1-(2-(piridin-2-il)hidrazono)etil)-2H-cromen-2-ona (54) e da (E)-7-
(dietilamino)-3-((2-(piridin-2-il)hidrazono)metil)-2H-cromen-2-ona (55).

A partir do derivado 7-(N,N-dietilamino)-2-oxo-2H-cromeno-3-carbaldeido (51), foi sintetizado o
analogo 55 (Esquema 14) e ao submeter os derivados 54 e 55 a avaliacao de seletividade para Zn(ll),
observaram que apenas o primeiro discriminava o Zn(lIl) de Cd(ll) (Figura 12), indicando que a presenca
do grupo metila em 54 foi suficiente para sintonizar a afinidade do sensor por Zn(ll) através de um
pequeno controle conformacional. E possivel observar através das constantes de ligagéo (Tabela 1),
determinadas computacionalmente, que a diferenca de afinidade de 54 por Zn?* e Cd?* possui uma

diferenca na ordem de 100, enquanto que 55 ndo apresenta grande distingéo de afinidade.?’

27 Wu, J.; Sheng, R.; Liu, W.; Wang, P.; Zhang, H.; Ma, J. Tetrahedron. 2012, 68, 5458.
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C=N e supressdo da sua isomerizagdo.?” Na presenca de Zn?*,

Tabela 1. Constantes de ligacédo de 54 e 55.27

Introducgéo

Sensor fon metélico Constante Sensor fon metélico Constante
de ligacdo (MY) de ligacdo (M?)
Zn%* 3,3 x 108 Zn2* 1,2 x 108
54 55
Cd?# 5,5 x 104 Cd?z* 7,5 % 107
1200 - 6000 -
a) 2+ b)
1000 - / zn 5000 - N zn?*
800 - ) 4000+ '
600 - :.": 54, Pb2+, H92+, ca2* 30004

400 - 20004

200 1000 -

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)
Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

T T T T T T
450 500 550 600

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 12. Espectro de emisséo a) 54 (10 uM) e b) 55 (10 uM) ambos sob adicdo de ions metalicos 3 eq.?’

O aumento da fluorescéncia do sensor 54 também ocorre pela restricdo de rotacdo da ligacédo

mecanismo de TCLM com a camada d semi-preenchida destes cations.?’

8 -

0 sensor 54 apresenta um
deslocamento da banda de absor¢éo centrada em 418 nm para 466 nm. J4 o maximo de emisséo do
sensor livre em 523 nm é deslocado para 509 nm quando adicionado Zn?*. Na avaliacdo da resposta
do sensor com outros ions metdlicos (Figura 13), foi possivel observar a supressao da fluorescéncia
com Co3*, Cu?* e Ni?*, além disso, a coexisténcia do Zn?* com estes ions metalicos nao interferiu na

fluorescéncia suprimida. O fenbmeno de supressao apresentado pelos ions metalicos foi atribuido ao

Figura 13. Intensidade de fluorescéncia relativa de 54 (10 uM) para Zn?* na auséncia (primeira barra) e presenca
(segunda barra) de varios ions competidores (30 uM), sob excitagdo em 432 nm.?’
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Pelo método de Job, foram determinadas as estequiometrias de 54 e 55 com Zn(ll) como 1:1 e
2:1, respectivamente. Por fim, o sensor foi aplicado no imageamento de células HepG2, observando
uma leve emissdo quando incubada com 54 e 5 eq. de perclorato de zinco (ll) por 6 minutos e uma

intensidade mais expressiva quando incubada por 15 minutos.?”

O aumento da intensidade de fluorescéncia também foi observado no sensor desenvolvido por
Chen e colaboradores.?2 O sensor foi preparado a partir do acido 7-etoxi-2-ox0-2H-cromeno-3-
carboxilico (56) com a insercdo de um grupamento ditiocarbamato que funcionou como receptor
seletivo de Ag* (Esquema 15).

O O
EtO o X0 2. HN(CH,CH,Cl),.HCI EtO o X0 H
56 KzCOg, MeCN 57 cl
refluxo, 10 h
0,

37 % NaSZCN(CH2CH3)2
Acetona, refluxo, 10 h
88 %
O

Esquema 15. Sintese do sensor para Ag* 58.

O sensor 58 apresentou uma baixa fluorescéncia devido ao fenbmeno de transferéncia de
elétrons fotoinduzida (TEF). No fenémeno de TEF, a excitagdo do sensor provoca a transferéncia de
um elétron do ditiocarbamato para a cumarina, reduzindo sua fluorescéncia. A coordenagdo do
ditiocarbamato com Ag* restringe a transferéncia de elétron no estado excitado e provoca o aumento
da fluorescéncia, CHEF (Chelation-Enhanced Fluorescence) do sensor em 406 nm.28

Em andlise do sensor 58 com outros ions metalicos, foi possivel observar que apenas a Ag*
gerava uma resposta analitica detectavel e que a mistura de outros ions com Ag* nao interferiram nesta
resposta. A resposta do sensor 58 diante de Ag* se apresentou estavel na faixa de pH de 5 -8 e a
estequiometria atribuida para 58-Ag* foi de 1:1. O sensor demonstrou uma resposta instantanea,
alcancando a intensidade méaxima de fluorescéncia a medida que a Ag* foi adicionada, mantendo a
intensidade estavel por 10 min (Figura 14).28

28 Chen, G F.; Liu, L.; Wu, J. L.; Wu, S. J.; Chen, B. H. Res. Chem. Intermed. 2018, 44, 1381.
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Figura 14. Variacado de intensidade de fluorescéncia de 58 e 58 + Ag* em 600 s.%8

Como exemplo de sensores que apresentam como resposta analitica o deslocamento do
comprimento de onda de emisséo de fluorescéncia, tem-se o sensor desenvolvido por Goswami e
colaboradores?®. O sensor foi sintetizado a partir do acoplamento de trés componentes catalisado por
ZnClz entre a 3-acetil-7-(N,N-dietilamino)-2H-cromen-2-ona com o ortoformiato de etila e o acetato de

amonio (Esquema 16).

(@] ~ "N
s
N CH(OC,H5)3 N N N
/\N O O NH4OAC, ZnClz /\N O O
Tolueno, 100 °C, 48 h
Cum?2 % s

Esquema 16. Sintese da 7-(dietilamino)-3-(pirimidin-4-il)-2H-cromen-2-ona.

O sensor 59 livre e com os demais ions metalicos analisados, em MeCN/HEPES (7:3, v/v),
apresentou uma coloracdo amarelo devido a sua absorbancia em 445 nm, exibindo uma mudanca
colorimétrica para o laranja devido ao deslocamento de absorcdo para 525 nm na presenca de Hg?*
(Figura 15a). A resposta fluorimétrica do sensor livre exibiu uma boa intensidade de fluorescéncia em
509 nm, mantendo a intensidade similar na presenca das demais espécies metalicas; com Hg?*, a
intensidade em 509 nm foi suprimida enquanto uma curva de baixa intensidade em 575 nm surgiu com

11,3 uM de Hg?*, mudando a coloragdo de emisséo do amarelo para o laranja (Figura 15b).2°

29 Goswami, S.; Das, A. K.; Maity, S. Dalton Trans. 2013, 42, 16259.
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Figura 15. Espectros de a) absorgado e b) emisséo (excitacdo de 445 nm) de 59 na presenca de 10 eq. de diferentes
fons metdlicos (Cd?*, Co?*, Cu?*, Cr3*, Fe?*, Fe%, Hg?", Mn?*, Ni?*, Pb?* e Zn?"), adaptado de Goswani e

colaboradores.?®

A supressdo da emissdo em 509 nm foi atribuida ao fendmeno de transferéncia de elétron
fotoinduzida do par de elétrons livres do nitrogénio da porcao N,N-dietilamino para a por¢éo cumarinica.
O surgimento de uma nova banda de emisséo foi referido a planaridade do sensor conferida pela
coordenacé@o com Hg?* e pelo favorecimento do fenémeno de push-pull entre o grupo dietilamino na
posicdo-7 para a porcao pirimidinica na posi¢édo-3 da cumarina.?®

N&o foi observado alterag@o na resposta analitica com outros ions metélicos coexistindo com
Hg?*. Foram estipulados dois limites de deteccdo, 5,9 uM baseado na absorbancia e 10 uM baseado
na fluorescéncia. Goswami e colaboradores ainda desenvolveram um kit de teste colorimétrico
revestindo papel de filtro com o sensor 59, que ao ser pulverizado com solu¢Bes aquosas de diferentes

fons metalicos apresentou mudancga colorimétrica seletiva para Hg?*.2°

O mesmo tipo de resposta foi observado no sensor desenvolvido por Brickner e
colaboradores,®° o qual também apresentou um deslocamento do comprimento de onda de absorcao
maxima. O sensor fluorescente para Zn?* foi preparado a partir da condensacao entre a cumarina 60 e

a di(2-(picolil)amina) (61), seguido de reducéo da imina formada (Esquema 17).

| AN
N
—
(e} | X H | X
_N N~
X H 61 X N
N o0 X0 DCE, NaBH(OAc)3 N 0 X0 N
ta. 24 h |
60 92 % 62 =

Esquema 17. Sintese do sensor para Zn%* 62.

30 Lim, N. C.; Briickner, C. Chem. Commun. 2004, 0, 1094.
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O sensor 62 apresentou um deslocamento no perfil de absorcdo de 31 nm e de 21 nm nas
curvas de emissdo na presenca de Zn2* (Figura 16). Observaram que o ion Ni%* interfere na resposta
do Zn?%*, suprimindo a fluorescéncia do sensor, além disso, o ion Cd?* apresentou uma resposta
semelhante a do Zn?*, porém, como Cd(ll) € uma espécie encontrada em baixa concentracdo em
células saudaveis, na pratica, atribuiram que a presenca deste ion nao interferiria na determinacéo de

Zn?* em células vivas.3°

absorbancia relativa
BAljEJS) BIDUZOSDION|)

350 450 550 650
Comprimento de onda (nm)

Figura 16. Respostas de UV-vis e fluorescéncia em titulacéo de 62 com Zn?* (0 -1 eq.), sob excitacdo em 410 nm.%°
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2. Objetivos

2.1.0bjetivos gerais

Esta dissertacdo teve como objetivo geral a sintese e caracterizacdo de derivados
biscumarinicos fluorescentes com expectativa de coordenacao-resposta analitica de fluorescéncia
seletiva para ions metalicos.

2.2.0bjetivos especificos

= Sintese de derivados carboxilico e cetdnico de cumarina 7-(N,N-dietilamina) substituida;
= Sintese de derivados biscumarinicos através de rea¢Bes de acoplamento amidico e de

condensagéo de diaminas terminais com dois equivalentes dos derivados de cumarina;
= Avaliacdo do potencial de complexagdo dos derivados biscumarinicos com ions

metalicos acessiveis, esperando-se uma resposta analitica seletiva para alguma espécie
metalica.



3. Resultados e discussodes
3.1.Sintese dos derivados de cumarina

A sintese dos derivados de cumarina foi baseada na condensacao de Knoevenagel, utilizando-
se 0 4-(N,N-dietilamino)salicilaldeido (1) como reagente comum e variando o composto 1,3-
dicarbonilico: o &cido de Meldrum (2), para obtengédo do derivado carboxilico Cum1, e o acetoacetato
de etila (3), para obtencédo do derivado cetdnico Cum2.

O &cido de Meldrum foi previamente obtido a partir da condensacéo do acido maldnico (63) e
da acetona (64), sob catdlise acida e adigdo lenta da acetona (Esquema 18).3! A solugéo reacional,
apos agitagcdo por 4h, foi mantida refrigerada por uma noite e os cristais formados foram filtrados a
vacuo e lavados com agua gelada, obtendo-se o produto puro em 67 % de rendimento.

OH OH \n/ Ac,0, H,SO, ><

M * 1 i
0°C = ta.
o o 0 M
o O 0
63 64 ° 2

Esquema 18. Sintese do acido de Meldrum.

A sintese do derivado Cum1 foi adaptada do procedimento descrito por Lam e colaboradores,
utilizando-se o acetato de aménio, em vez de acetato de piperidida.?® Uma solu¢do de 4-(N,N-
dietilamino)salicilaldeido (1) e 1,5 eq. do acido de Meldrum, em etanol, foi mantida sob agitacéo e em
temperatura ambiente por 24 h, com quantidade catalitica de acetato de amdnio (Esquema 19). O
produto formado precipita em etanol na forma de sélido laranja amorfo, o qual foi filtrado a vacuo e
lavado com etanol gelado, obtendo-se o produto em 87 % de rendimento, sendo utilizado

posteriormente sem purificagéo prévia.

(@]
_ NHeOAc _ X OH
EtOH t.a.
M 24 h ~N 0~ ~0
87 % Cumi1

Esquema 19. Sintese do derivado Cum1.

A proposta mecanistica de formacdo de Cuml (Esquema 20), segundo a reacdo de
Knoevenagel, se inicia pela formacao do enol do &cido de Meldrum (2c). Em seguida, o enol se adiciona
a carbonila do salicilaldeido (65) e o intermediario 65a sofre uma desidratacdo pelo mecanismo de
E1CB, formando o intermediario o,B-insaturado 65c. A formagdo do nudcleo benzopirano é dada pelo

ataque nucleofilico do oxigénio da hidroxila ao sitio eletrofilico da carbonila do acido de Meldrum,

81 Xiao, J.; Feng, L.; Zhou, L.; Gao, H.; Zhang, Y. Yang, K. Eur. J. Med. Chem. 2013, 59, 150.
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sucedido pela eliminacdo de acetona (65c¢) e reconstituicdo do catalisador NH4* e formacgéo do produto
apos neutralizagdo do oxdnio (65d).
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(o6} NH4OAc >< _ﬂ_{f o><o ><

0 o
_NA4OAC N -
o4k\/i*o <>}{ﬁbéL\/)*o H‘6¥&q/i*o HO/L§/)§O
2a

) HaN-
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\ S o (N

(e} [0)XNe}
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N OH N 0”0 N 50 0\

/) 1 HO 65 /J
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H-NH;
@ LOH o° C OH
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/}1 0”0 /)\1 N 00

HO H/o,.f)j © ) [
65b 65¢ GsdH\:NH3
@NH4 o)
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Esquema 20. Proposta mecanistica para formagédo de Cum1.

Cumarinas com grupos substituintes na posicdo 3 podem ser identificadas por espectro de
RMN 1H através do simpleto caracteristico na regido proxima a 8,50 ppm, correspondente ao hidrogénio
(H4) da insaturacdo a,B do nucleo cumarinico. A metodologia abordada se mostrou eficaz, sendo
possivel observar a formagédo do produto no espectro de RMN 'H de Cum1 (Figura 17), que contém o
simpleto caracteristico em 8,63 ppm. A atribuicdo dos sinais de RMN *H esta resumida na Tabela 2.

A fim de exemplificar o comportamento espectroscopico das cumarinas e biscumarinas
contidas nesta dissertagcdo, serdo discutidas as atribuicbes dos sinais dos espectros de RMN (*H, 13C,
HSQC e HMBC) para a cumarina Cum1.
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Figura 17. Espectro de RMN *H 300 MHz (em CDClz) do composto Cum1.

Tabela 2. Atribuicado dos sinais do espectro de RMN "H aos H’s correspondentes de Cum1.

Nucleo -
d (ppm) Multiplicidade Integracdo J (Hz)
correspondente
13 12,34 S 1
4 8,63 s 1
5 7,45 d 1 9,0
J1=91
6 6,72 dd 1
J,=2,2
8 6,53 d 1 2,1
11 3,50 q 4 7,3
12 1,27 t 6 7,0

No espectro de RMN 1H, além do simpleto caracteristico em 8,63 ppm (H4), é possivel observar
um sinal labil em 12,34 ppm atribuido ao H13 do acido carboxilico. A atribuicdo dos hidrogénios

aromaticos (H5, H6 e H8) foi baseada na multiplicidade dos sinais. O dupleto em 7,45 ppm foi atribuido
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ao H5 por conta do seu acoplamento com H6. O duplo-dupleto em 6,72 ppm foi atribuido ao H6 devido
ao seu acoplamento com H5 e seu acoplamento a longa distancia com H11. Esperar-se-ia um simpleto
relativo ao H8, mas devido ao acoplamento a longa distancia com H11 é observado um dupleto em
6,53 ppm. Os hidrogénios H11 e H12 foram atribuidos pela multiplicidade e integracédo de seus sinais.
O quarteto em 3,50 ppm, integracado 4, é referente ao H11, e o tripleto em 1,27 ppm, integracdo 6, ao
H12.

No espectro de RMN 13C (Figura 18), por sua vez, € possivel observar a formacéo do produto
através dos sinais referentes as carbonilas do acido carboxilico e da lactona, 165,5 (C1) e 164,4 ppm
(C2), respectivamente. A atribuicdo destes dois sinais foi baseada no deslocamento do sinal referente
a carboxila na presenca de trietilamina, que ao formar o carboxilato deslocou o sinal em 165,5 ppm
para 167,0 ppm e o sinal em 164,4 ppm para 163,1 ppm. A atribuicdo dos demais sinais do RMN 3C

foi obtida por meio de andlises bidimensionais, HSQC e HMBC, discutidas adiante.

11
12

;97 10

'
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Figura 18. Espectro de RMN 3C 75,46 MHz (em CDCIls) do composto Cum1.

Pela analise de RMN bidimensional heteronuclear HSQC (Figura 19) e suas informagfes de
acoplamento a uma ligagcéo, 1J H-C, foi possivel atribuir os sinais relativos aos carbonos aromaticos
C5, C6, C8 e aos carbonos C4, C11 e C12. As correlagfes extraidas do HSQC estdo organizadas na
Tabela 3.
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Figura 19. Espectro de RMN-HSQC 600 MHz (em CDCIz) do composto Cum1.

Tabela 3. CorrelacBes heteronucleares *H-3C observadas no espectro de RMN-HSQC.

5 4
6 10 3 13
"y 1 "OH
11
12/\N 7 9 0750
8

1H 6 (ppm) H (multi., integracdo) 8 (ppm) 13C
4 8,63 (s, 1H) 150,2
5 7,45 (d, 1H) 131,9
6 6,72 (dd, 1H) 110,9
8 6,53 (d, 1H) 96,7
11 3,50 (q, 4H) 45,3
12 1,27 (t, 6H) 12,3

Por meio da analise bidimensional heteronuclear HMBC (Figura 20) e avaliagdo das

conectividades através dos acoplamentos 2J, 3J e 4J entre os nucleos *H e 13C, apresentados na Tabela

4, foi possivel atribuir os demais sinais dos carbonos: C3, C7, C9 e C10.

fL (ppm)
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Figura 20. Espectro de RMN-HMBC 600 MHz (em CDCIz) do composto Cum1.

Tabela 4. Correla¢des heteronucleares *H-13C observadas no espectro de RMN-HMBC.

1H (3) Carbono a2J (8) Carbono a3J (8) Carbono a*J (8)

C1 (165,5), C2 (164,4),
4 (8,63 ppm)  C3 (105,4) e C10 (108,5) C8 (96,7)
C5 (131,9), C9 (158,0)

5 (7,45 ppm) C6 (110,9) e C10 C4 (150,2), C7 (153,7), C9 C8
6 (6,72 ppm) C5eC7* C8e C10 C9
8 (6,53 ppm) C7eC9 C6 e C10 c4
11 (3,50 ppm) C12 (12,3) c7

12 (1,27 ppm) C11 (45,3)
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Considerando as atribuicdes obtidas para a cumarina Cum1, por analogia, foram feitas as
atribuicbes das demais cumarinas e biscumarinas.

A sintese do derivado Cum2 foi baseada no procedimento descrito por Wang e
colaboradores,?” em que uma solugdo etandlica contendo o salicilaldeido substituido (1), 1,5 eq. de
acetoacetato de etila (3) e uma quantidade catalitica de piperidina € mantida sob agitacéo e refluxo por
5 h (Esquema 21). Na primeira tentativa, optou-se por utilizar um método de purificagéo diferente do
descrito pelos autores devido a pouca massa obtida para realizar uma recristalizagao, assim, o produto
foi obtido em 6 % de rendimento apds purificado via coluna cromatografica (CH2Cl. — 2%

MeOH/CH:Cly), diferenciando-se do rendimento relatado pelos autores de 82 %.

N
H o, M 36 N
N OH EtO EtOH, refluxo " o o

5h
Cum2
) 1 3 o )

Esquema 21. Sintese do composto Cum2.

Avaliou-se, entdo, a influéncia do tempo reacional sobre o rendimento, deixando a reacédo sob
refluxo por 16 h. Observou-se um incremento na formacgdo do produto, obtendo-o em 21 % de
rendimento apoés purificado por coluna cromatografica (CH2Clz — 2% MeOH/CH2Clz), porém, nao foi o
suficiente para alcancar o alto rendimento descrito pelos autores.

Em uma analise mais critica do procedimento, observou-se que o solvente utilizado era etanol
absoluto. Com isso, considerou-se que a concentracdo de &gua no etanol utilizado estaria
comprometendo a formacdo do produto da reagdo. Com o intuito de avaliar a influéncia da agua na
formag&o do derivado Cum2, decidiu-se realizar a rea¢cdo em metanol, considerando a sua menor
concentracdo de agua quando ndo anidro em relagdo ao etanol.3? Em um tempo reacional de 16 h, o
produto foi obtido em 51 % de rendimento, apds recristalizacdo em MeOH, e em outra reprodu¢édo com
tempo reacional de 24 h, foi possivel obter o produto em 67 %. A reacao ainda foi realizada em etanol
seco, em refluxo por 16 h, obtendo o produto puro, apés recristalizagdo em EtOH, em 86 % de

rendimento. Os resultados obtidos estdo resumidos na Tabela 5.

Tabela 5. Avaliacdo metodolégica na sintese de Cum?2.

Entrada Condi¢céo experimental Purificacéo Rendimento (%)
1 EtOH,5h - 6
Coluna cromatogréfica
2 EtOH, 16 h CHzClz2 — 2% MeOH/CH2Cl: 21
3 MeOH, 16 h o 51
Recristalizacdo em MeOH
4 MeOH, 24 h 67
5 EtOH seco, 16 h Recristalizacdo em EtOH 86

32 williams, D. B. G.; Lawton, M. J. Org. Chem. 2010, 75, 8351.
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A formacéo do derivado Cum2 foi identificada pelo espectro de RMN *H pelo simpleto em 8,44
ppm, integracdo 1H, e do simpleto intenso em 2,68 ppm, integracdo 3H, que indicam a formacao da
cumarina e a metila o a carbonila da cetona. Além disso, pelo espectro de RMN 23C foi possivel
corroborar a presenca da cetona pelo seu sinal caracteristico em 195,8 ppm.

A influéncia da agua na formacéo deste derivado de cumarina fica evidente ao considerar o
mecanismo proposto no Esquema 22 abaixo, no qual se nota que a presenca de agua desloca o
equilibrio no sentido do consumo do ion iminio (66c), sendo este um intermediario essencial para o

progresso da reacao.
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Esquema 22. Proposta mecanistica de formagédo do composto Cum?2.

A reacéo € iniciada pela formagéo do ion iminio (66¢) pela adigao nucleofilica do nitrogénio da
piperidina ao sitio eletrofilico da carbonila do salicilaldeido, com subsequente perda de agua. A
piperidina, agindo como base, retira o hidrogénio acido do composto 1,3-dicarbonilico (3) formando seu
enolato, que, ao reconstituir a carbonila, ataca o intermediario iminio e reestabelece sua neutralidade
em 67a. A piperidina é reconstituida a partir da troca de hidrogénio entre o intermediario 67a com o
solvente, seguido de prototropismo proposto em 67b, formando o intermediario o,B-insaturado 67c. A
lactonizacdo é dada similarmente a do derivado Cum1, formando neste caso o derivado cetbnico
Cum2.
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Além dos derivados fluorescentes apresentados, foi considerada a sintese de um derivado
simplificado da cumarina cetbnica para avaliar a metodologia de preparacdo dos derivados
biscumarinicos de imina, devido as dificuldades iniciais apresentadas na tentativa de preparar a imina
com Cum2, as quais serdo apresentadas posteriormente.

Deste modo, o derivado Cum3 foi preparado pela metodologia descrita por Koorbanally e
colaboradores (Esquema 23),32 a partir de uma solucdo etanélica contendo o salicilaldeido (34), ndo
destilado, com 1,1 eq. do acetoacetato de etila, catalisado por piperidina. A solucédo foi mantida sob
agitacdo e temperatura ambiente por 16 h. O precipitado branco-amarelado foi filtrado e lavado com
agua e etanol gelados, obtendo o produto puro em 45 % de rendimento.

() 0

N
O O H
—_— X
Ho* EtOM EtOH, ta.
16 h
OH 45 9% 0" ~0O
34 3 Cum3

Esquema 23. Sintese do derivado Cum3.

3.2.Sintese dos derivados biscumarinicos
3.2.1. Sintese dos derivados amidicos

O desenvolvimento dos potenciais sensores fluorescentes foi iniciado pela sintese dos
derivados biscumarinicos de amida, denominados de Cam. A primeira metodologia testada foi a
descrita por Heping e colaboradores,®* na qual sintetizaram biscumarinas através do acoplamento
amidico entre o derivado de cumarina Cum1 e diaminas com o auxilio do agente de acoplamento

pyBOP (hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio), representada no Esquema 24.

0
PyBOP (3 eq.)
A OH X. DIEA (8 eq.)
P T HNTUNH, o MeCN 11 CH,Cl,/M
N O (@) 201, eCN 1:1 /\N

) 2 eq. 1eq. t.a., overnight

Esquema 24. Sintese de biscumarinas com o auxilio de pyBOP.

33 Moodley, T.; Momin, M.; Mocktar, C.; Kannigadu, C.; Koorbanally, N. A. Magn. Reson. Chem. 2016, 54, 610.
34 Chunfeng, Y.; Meixiang, L.; Wenyan, H.; Heping, Z. Chinese J. Org. Chem. 2011, 31, 2088.
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A proposta mecanistica de Hoeg-Jensen e colaboradores®® para o acoplamento amidico por
pyBOP (69) (Esquema 25) € iniciada pela abstragéo do hidrogénio do acido carboxilico por uma base
(DIEA 68), formando seu carboxilato. O carboxilato, por sua vez, ataca o sitio de fosfénio do pyBOP,
eliminando o benzotriazolato (70d). O éster ativado 70a pode, entdo, sofrer um ataque nucleofilico da
amina e do benzotriazolato, formando a amida de interesse e o carboxilato de benzotriazola (70b),
respectivamente. O carboxilato de benzotriazola, como um éster ativado, também pode sofrer adigédo

nucleofilica da amina para formacao de amida. Como subproduto da adicdo nucleofilica é eliminado o
N
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Esquema 25. Proposta mecanistica para acoplamento via pyBOP.

Primeiramente, a metodologia de Heping e colaboradores foi reproduzida utilizando a
etilenodiamina 4 para obtencédo do derivado denominado Cam1, o qual foi obtido pelos autores em 80%
de rendimento. O progresso da reacdo foi acompanhado via CCD, observando que, apés 16 h de
reacdo, o material de partida Cum1 havia sido consumido, formando poucos subprodutos.

A etapa de work-up descrita por Heping e colaboradores consiste em simples evaporacao do
solvente e a purificagdo € dada por recristalizacdo ou cromatografia em coluna, a depender das
caracteristicas dos produtos por eles obtidos. Foi incorporada uma etapa de extragdo no work-up da
reacao com o intuito de remover provaveis residuos de pyBOP. A extragdo foi adaptada da descrita por

Hawker e colaboradores, 6 em que o sdlido obtido é solubilizado em AcOEt e lavado com agua.

35 Hoeg-Jensen, T.; Jakobsen, M. H.; Olsen, C. E.; Holm, A. Tetrahedron Lett. 1991, 32, 7617.
36 Robb, M. J.; Connal, L. A.; Lee, B. F.; Lynd, N. A.; Hawker, C. J. Polym. Chem. 2012, 3, 1618.
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Na etapa de extragdo, o produto obtido apresentou baixissima solubilidade em AcOEt,
utilizando-se, assim, solvente em grande quantidade, e mesmo assim sendo ineficaz na solubilizacédo
completa do produto. A fracdo orgénica com parte do produto solubilizado foi lavada com agua, seca
com Na2SO4 anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida e o sélido obtido foi purificado por
cromatografia em coluna (CH2Cl2 — 2% MeOH/CH2Cl2), obtendo-se o produto em 19 % de rendimento.

Por meio do espectro de RMN *H (Figura 21) do sélido obtido foi possivel observar a presenga
dos picos relativos aos hidrogénios do produto desejado, corroborado pelo multipleto em 3,68 ppm
referente ao hidrogénio o-amida (H14), evidenciando a eficiéncia de conversdo da metodologia
aplicada. Porém, observou-se a presenca dos picos referentes ao fragmento pirrolidinico do pyBOP,
revelando que a extracdo com AcOEt ndo foi eficaz.
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Figura 21. Espectro de RMN tH 600MHz (em CDCIsz) do composto Cam1 com sinais de residuos de pyBOP.

Diante da adversidade em solubilizar o produto em AcOEt, em uma nova tentativa da reacao,
avaliou-se a solubilidade do produto em CH2Cl2 para prosseguir com a extragdo. O produto obtido foi
purificado por cromatografia em coluna (CHz2Clz — 2% MeOH/CH:Clz), porém, ainda se observou
resquicios de pyBOP no espectro de RMN H.

A partir deste residuo sélido obtido, modificou-se a etapa de extragdo para uma descrita por
Hawker e colaboradores,3” em que se utiliza CH2Cl2 como fase orgénica e esta é lavada com salmoura,

H20, sol. saturada de NaHCOs, H20 e novamente salmoura. A fragdo organica foi seca com Na2SOa4

37 Fors. B. P.; Poelma, J. E.; Menyo, M. S.; Robb, M. J.; Spokoyny, D. M.; Kramer, J. W.; Waite, J. H.; Hawker, C.
J. J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 14106.

34



Resultados e discussao

anidro, filtrado e concentrado sob presséo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em
coluna (CH2Cl2 — 2% MeOH/CH2Cl). Através do espectro de RMN *H (Figura 22) foi possivel observar
a formacéo do produto pelo multipleto caracteristico em 3,68 ppm (14) e notou-se a auséncia dos picos
referentes ao residuo de pyBOP, obtendo-se assim o produto desejado com 27% de rendimento apo6s

duas etapas extracdes e duas purificacdes por cromatografia em coluna.
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Figura 22. Espectro de RMN 'H 600MHz (em CDCls) do composto Cam1.

Dispondo-se de uma extracéo eficaz, a reacéo foi reproduzida mais uma vez. Ap6s 24 h de
agitacdo a temperatura ambiente, a reacdo foi finalizada sendo lavada com salmoura, H20, sol.
saturada de NaHCOs, H20 e salmoura. O sdlido obtido foi purificado por cromatografia em coluna
(CH2Cl2 — 2% MeOH/CH:Cl>), obtendo o produto puro em 71 % de rendimento como um sélido amarelo
amorfo. A formagdo do produto foi confirmada por RMN *H, RMN 23C e por ESI-MS [Cam1 + H]* =
547,2558 m/z ([Cam1 + H]*calculado = 547,2512; erro relativo: 0,0008 %).
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Tabela 6. Estudo metodologico para finalizagao da sintese de Cam1.

Entrada Finalizacao Rendimento (%)

1 Solvente evaporado e extragdo em AcOEt com HzO. 19*

Solvente evaporado e extragdo em CH2Clz e agua,
2 extracdo em CHzClz com salmoura, Hz0, 27**
NaHCOs, H20 e salmoura novamente.

3 Finalizacdo com salmoura e extracdo em CH2Cl: 71
com H20, NaHCOs, H20 e salmoura.
* Produto com sinais residuais de pyBOP; ** Produto obtido ap6s duas etapas de purificacéo.

A metodologia desenvolvida para Cam1 foi entdo aplicada no acoplamento amidico de Cum1
com a propilenodiamina (5), obtendo-se o derivado denominado de Cam2. O produto foi obtido em 64
% de rendimento como um sélido cristalino amarelo, sendo confirmado pelos espectros de RMN H e
13C e por ESI-MS [Cam2 + H]* =561,2727 m/z ([Cam2 + H]*calculado = 561,2668; erro relativo: 0,001 %).
N&o foi observada a formacéo do produto derivado da dietilenotriamina (6), denominado Cam3.
Considerando o derivado Cam3 o de maior potencial de coordenacéo dentre os derivados pretendidos,

buscou-se uma metodologia que garantisse a formacao do produto desejado.

Tabela 7. Metodologia aplicada e rendimentos obtidos.

O
X OH X PyBOP, DIEA
P * HZN/ \NHZ P N
N CH,CIl,/MeCN 1:1 N N

o~ "0
) 2 eq. 1eq. ta., 16 h

Rendimento na

Produto Rendimento literatura®

o o (0] l\(/
H
A N/\/Nm
H o 71 % 80 %
/)\1 0 o

Caml
(C30H34N40Oe)

(0] (0]
/j ) 0“ o n(\ 64 % 64 %

Cam2
(C31H36N4O¢)
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H
jsotanasee!
H H
/)\1 0" N0 0% o r\(\

Cam3
(C32H39NsO6)

Tendo em vista a dificuldade de forma¢é@o do composto Cam3 utilizando o pyBOP, buscou-se
avaliar a eficiéncia de conversdo com outro agente de acoplamento, o DIC (71), utilizando DMAP (72)
como base. O procedimento foi adaptado do trabalho de Sebestik e colaboradores38, sendo reproduzido
para a sintese de Cam1 (Esquema 26), devido a sua simplicidade molecular comparada a Cam3. A

uma solugéo de CH2Clz contendo 2 eq. do acido de cumarina, 1 eq. de etilenodiamina foi adicionado 2

- 5 >7N:C:N4<

o} !
0.0 N ! DIC 71
H :
MOH DIC, DMAP /\/Nm E N\
N oo TCH.Cl, ; |
» O Gamt |

Cum1 ta., 24h /\N Cam1

eg. de DIC e uma quantidade catalitica de DMAP.

N

PN

DMAP 72
Esquema 26. Sintese de Cam1 via DIC/DMAP.

Apéds 24 h de agitacdo a temperatura ambiente foi observada a formacao de um precipitado
amarelo. Este solido amarelo foi filtrado e analisado por CCD, observando a presenc¢a de uma mancha
comparavel a do padrdo de Cum1. Analisou-se, entdo, a solugéo reacional em busca da formacgéo de
algum produto, sendo observado duas manchas, uma comparavel a Cum1 e outra sendo assumida
como um produto. A solucé@o reacional foi concentrada e purificada por cromatografia em coluna
(CH2Cl2 — 2% MeOH/CH2Cl2), obtendo-se um novo sélido amarelo em um rendimento de 5,5 %. Ambos
os solidos obtidos, o filtrado e o concentrado da solugéo reacional, foram analisados por espectroscopia
de RMN *H (Figura 23).

38 Sebestik, J.; Zawada, Z.; Safarik, M.; Hlavacek, J. Amino Acids, 2012, 43, 1297.
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Figura 23. Espectro de RMN *H 600MHz (em CDCIls) do composto Cam1 obtido via acoplamento por DIC/DMAP
(em azul, espectro do sélido obtido por filtracdo e em vermelho, espectro do sélido obtido da solugdo reacional).

Nota-se que o espectro referente ao sélido filtrado (em azul) ndo apresenta o multipleto na

regido de 3,70 ppm referente a formacao da carboxiamida. O espectro do sélido purificado obtido da

solucgédo reacional (em vermelho) apresenta o multipleto caracteristico da carboxiamida, porém, contém

sinais excedentes que correspondem ao subproduto de DIC, a diisopropilureia. Conforme a baixa taxa

de converséo apresentada apés purificacdo do produto, optou-se por ndo prosseguir com a remogao

do derivado de ureia por extragdo, prevendo um baixo rendimento.

Em um segundo momento, em uma reandlise dos espectros de RMN 'H de Caml e Cam2

foram observados sinais com integrais consideraveis em 1,74 ppm (integrando 2H para Cam1l) e em

1,48 ppm (integrando 2H para Cam?2) (Figura 24).

38



Resultados e discussao

o
J 0" "0
Nl

- e

| 1268

g — e — .
1.8 17 1.6 15 1.4 1.3 1.2 15 1.4 13
f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 24. Sinais referentes a impurezas provaveis do pyBOP nos espectros de RMN H de Cam1 e Cam2.

Considerando estes sinais como impurezas, foram realizadas andlises de espectrometria de
massas para avalia-las. Pelos espectros de ESI-MS (exemplificado por Cam1 na Figura 25), foi
observado um pico de baixa intensidade em 415 m/z, porém o mesmo se mostrou comum para os dois
compostos. Com base nos reagentes em comum utilizados na obtenc¢&o de tais derivados, o pico em
415 m/z foi atribuido a algum resquicio do agente de acoplamento pyBOP e provocou uma busca por
um novo agente de acoplamento para sintese-teste de Cam1 para confirmacao da origem da impureza.

472553 5692374
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il 4152118

302.3055 3812982 4162152 438.1974 5492613 571.2429
2742744\ 318.3004 : g 220
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Figura 25. Espectro de massas de Cam1.

Como apresentado anteriormente, a utilizagdo de DIC/DMAP n&o se mostrou eficaz na sintese
de Caml, optou-se, entdo, por utilizar o DCC devido a precipitacdo do seu subproduto de ureia em
solvente frio. Uma solucéo de cloroféormio contendo Cumy1, etilenodiamina, DCC e DMAP foi mantida
sob agitacdo e temperatura ambiente por 16 h,?* obtendo-se um precipitado amarelo claro apés
concentragdo sob pressdo reduzida. O sélido obtido foi lavado com acetato de etila gelado e o
precipitado branco, referente ao subproduto de ureia, foi filtrado. Apds duas lavagens, observou que o
rendimento utilizando DCC foi muito baixo, tornando o acoplamente via DCC menos eficiente do que
via pyBOP. A reacdo também foi testada utilizando HOBt e DIEA, porém néo foi observado, via CCD,

um consumo significativo do reagente de partida.
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Devido as dificuldades apresentadas, buscou-se uma nova metodologia para formagéo de
amidas baseada na formacéo do cloreto de acido de Cum1. Inicialmente, foi avaliada a formagao do
cloreto de &cido (Cum1-Cl) utilizando cloreto de oxalila para seguinte utilizagdo da dietilenotriamina
(Esquema 27)3°,

A OH Cloreto de oxalila A Cl
~N o o CHyCl, _ ~N o~ SO
Cum1 0° C, 30 min ) Cum1-Cl
ta.,,3h
DETA, Et;N
CH,Cl,
0°C, 20 min
ta., 1h
(6] H (0]
M”NNw”m
N 0 Yo 0”0 N7
) Cam3 K

Esquema 27. Rota sintética de Cama3 via cloreto de acido formado por cloreto de oxalila.

Primeiramente, quando a reagdo de formacdo do cloreto de &cido foi finalizada por
concentracdo sob pressdo reduzida, foi possivel observar o produto sendo hidrolisado em alguns
pontos do baldo através da mudancga de coloracdo do sélido amarelo, atribuido ao cloreto de &cido,
para laranja, colorac@o conhecida do derivado Cum1. Além disso, a baixa solubilidade do cloreto de
acido formado em CH2Cl: comprometeu a etapa de reacéo seguinte. Ao final da sequéncia de reacdes
foi observado apenas a restauracéo do derivado de cumarina 4cida.

Considerando que parte da hidrélise do cloreto de acido foi consequéncia da agua presente no
CH2Cl. utilizado, secou-se o solvente utilizando peneira molecular.®? A reagdo foi reproduzida em
CH2Cl2 seco e o tempo reacional aumentado nas duas etapas de reacdo (Esquema 28).

1. Cloreto de oxalila
CH,Cl,

0 0° C, 30 min 2 H 2
N 0o 2. DETA, Et,N, /)1 0o 0”0 r\(\

P CH,Cl,/DMSO
0°C, 20 min
ta. 24 h

Esquema 28. Segunda rota sintética de Cam3 via cloreto de acido formado por cloreto de oxalila.

39 Silva, W. A. Estudos da Redug&o Assimétrica de Iminas e Chalconas. Sintese de Compostos com Potencial
Acdo Farmacoldgica/Tecnoldgica. 2009. Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade de
Brasilia, Brasilia.
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Ainda foi possivel observar a hidrélise de Cum1-Cl na finalizacédo da primeira etapa de reacéo,
mas em menor proporcao. Foi necessario a utilizacdo de DMSO como co-solvente para a completa
solubilizacdo do cloreto de acido formado. Ao final da sequéncia de reacdes, obteve-se o0 material de
partida.

Com base na ineficacia de formacédo do cloreto de acido com o cloreto de oxalila, analisou-se

a eficiéncia de formag&o com uma nova fonte de cloreto, o cloreto de tionila (Esquema 29)4°.

Q 1. SOCl,
X OH refluxo 5h M /\/ ~"N )m
~N o o 2. DETA, Et3N /\N
) CH.,Cl,

0°C, 30 min
ta., 16 h

Esquema 29. Rota sintética de Cam3 via cloreto de &cido formado por cloreto de tionila.

O derivado Cum1 foi mantido sob agitacdo e refluxo em SOCIz por 5 h. Apés este tempo, o
cloreto de tionila foi retirado por destilagdo com hexano, obtendo-se um 6leo castanho ao final. Este
Oleo foi solubilizado em CH2Cl2 e a esta solugéo, em banho de gelo, adicionou-se a dietilenotriamina e
a trietilamina, mantendo a reacdo sob agitacdo e temperatura ambiente por 16 h. Ao final da reacéo
obteve-se um soélido castanho, cujo espectro de RMN tH ndo apresentou o multipleto caracteristico da
formacéo da carboxiamida.

Considerando os obstaculos encontrados na sintese do derivado Cam3 foi analisada uma
aliquota da dietilenotriamina, recém destilada, por ESI-MS, afim de avaliar a composicdo da amina que
estava sendo utilizada. Pelo espectro de massas (Figura 26) observou o pico da amina protonado em
104 m/z, porém, observou-se a presenca de picos com razdo m/z maiores que a da amina,
possivelmente produtos de polimerizacdo, indicando que o reagente utilizado estava com sua
composicdo comprometida. Com o resultado desta andlise foi decidido interromper o estudo sintético

de Cama3 até a obtencao de um reagente de composi¢cao mais confiavel.

40 Ghanei-Nasab, S.; Khoobi, M.; Hadizadeh, F.; Marjani, A.; Moradi, A.; Nadri, H.; Emami, S. Foroumadi, A
Shafiee, A. Eur. J. Med. Chem. 2016, 121, 40.
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Figura 26. Espectro de massas da dietilenotriamina recém destilada.

Considerando que a reag¢do de acoplamento via cloreto de acido foi comprometida pela
composicao questionavel da dietilenodiamina disponivel em nosso laboratério no momento, decidiu-se
reproduzir a reacéo utilizando a etilenodiamina (4). Inicialmente, foi utilizada a metodologia proposta
por Shafiee e colaboradores (Tabela 8),° como apresentada anteriormente. O progresso da reagao foi
acompanhado via CCD e apés 16 h foi possivel observar o consumo da de Cuml, porém ndo se
observou a formag&o do composto Cam1.

Uma nova metodologia foi testada,*! na qual a formacao do cloreto de &cido nao ocorre sob
refluxo. Seguindo a metodologia, o cloreto de acido foi filtrado e lavado com éter etilico, porém, no
momento da filtracdo ja foi possivel observar parte do produto sendo hidrolisado, comprometendo a
etapa de acoplamento seguinte. A etapa de formacédo do cloreto de &cido foi tentada novamente e o
excesso de cloreto de tionila foi removido com o auxilio do Kugelrohl, montando em sequéncia a
segunda etapa de reacéo, adicionando a trietilamina em CH2Cl> seco em banho de gelo e em seguida
a etilenodiamina. Via CCD, foi possivel observar uma baixa taxa de converséo do reagente de partida

e ndo se observou a formacéo do produto desejado.

Tabela 8. Testes metodoldgicos para sintese de Cam1 via cloreto de acido.

Formacéo do

Entrada cumi-Cl

Etapa de acomplamento Rendimento

1 SOCIy, refluxo, 5h 4, EtsN, CH2Cly, refluxo, 16h -

2 SOClg, t.a., 3h 4, EtsN, CH2Clz, 0° - t.a., 16h -

41 Long, L.; Wu, Y.; Wang, L.; Gong, A.; Hu, F.; Zhang, C. Chem. Commun., 2015, 51, 10435.
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Em outro momento do estudo, com base no sensor de cobre(ll) de Kim e colaboradores? e
com a possibilidade de obter um sitio de coordenacdo similar pelo acoplamento amidico da
etilenodiamina com Cum1, desenvolveu-se a sintese do derivado monomérico mCam1 (Esquema 30),

com a finalidade de avaliar a seletividade deste derivado com ions metalicos.

o) 0
EN S ES
<N 0" Yo Z ~N 0" Yo 2
) 48 ) mCam1

Esquema 30. Sensor de Kim e colaboradores e seu analogo.

O desenvolvimento do derivado mCaml (Esquema 31) foi realizado de acordo com o
procedimento descrito por Hawker e colaboradores.3” Inicialmente foi realizada a mono-protecdo da
etilenodiamina (4) com o grupo protetor Boc (t-Butiloxicarbonil) utilizando o t-butilfenilcarbonato (73),
em etanol seco, refluxando a solugéo reacional por 24 h e concentrando-a sob vacuo.#? O residuo sélido
foi diluido em H20 e acidificado a pH 3, extraindo-o com CHzCl.. A fase aquosa foi basificada e extraida
com CHzCl2 e esta fase organica foi concentrada, obtendo-se o produto em 44 % de rendimento na
forma de um 6leo levemente amarelado.

O acoplamento amidico foi feito a partir da adigdo de DIEA a uma solu¢édo de Cum1 e pyBOP
em MeCN sob agitacdo. A esta solugdo, adicionou-se uma solucéo de 4-Boc em CHCIls, mantendo a
solucao resultante sob agitacdo por 24 h em temperatura ambiente. A reacgao foi finalizada adicionando
salmoura e extraindo-a com AcOEt. A fase orgéanica foi lavada com NaHSO4, H20, NaHCO3, H20 e
salmoura, seca, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. O sélido resultante de mCam1-Boc foi
purificado por coluna cromatografica (CH2Cl. — 2% MeOH/CH2Cl2), obtendo o produto puro em 84 %
de rendimento.

Na etapa de desprotecéo, adicionou-se o TFA em um baldo contendo mCam1-Boc imerso em
banho de gelo, mantendo a reagéo sob agitacdo por 2 h. O excesso de TFA foi removido sob pressao
reduzida e a base livre isolada ao neutralizar o residuo da reacdo. A solucdo aquosa neutra foi extraida
com CH2Cl2 e a fase organica lavada com sol. saturada de Na2COs e salmoura. O sélido obtido apés a
concentracdo da fase orgénica apresentou uma baixa solubilidade nos solventes deuterados (CDCls e
MeOH-d*) destinados a realizagdo do espectro de RMN H para confirmacgéo da formagéo do produto.
ApOs uma filtragdo do solido nédo solubilizado em MeOH-d4, foi realizado uma andlise por RMN H,
observando a ndo formacao do produto.

Atribuindo o insucesso da reac@o ao TFA utilizado, repetiu-se a rota sintética de mCam1 e
utilizou-se o TFA de um frasco mais novo. Com um TFA mais confiavel, foi possivel obter o produto

desprotegido em 50 % de rendimento.

42 Vercillo, O. E. Reagbes Ugi na contrugédo de ciclopeptoides: Sintese de um provavel inibidor do complexo
Tat/TAR do virus HIV-1. 2007. Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade de Brasilia,
Brasilia.
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Esquema 31. Rota sintética de mCam1.

mCam1 mCam1-Boc

3.2.2. Sintese dos derivados iminicos

O desenvolvimento da sintese dos derivados biscumarinicos de imina, denominados de Cim,
foi iniciada pela metodologia de condensagdo descrita por Linert e Abou-Hussein,*® na qual eles
utilizaram o derivado de cumarina simplificado, Cum3, e a dietilenotriamina em etanol, mantendo-os
sob agitacéo e refluxo por 3 h.

A metodologia foi reproduzida para o derivado de cumarina fluorescente Cum2 e com a
dietilenotriamina (que ainda ndo havia sido analisada por ESI-MS), utilizando metanol devido & sua
menor concentracdo de dgua comparada a do etanol disposto em nosso laboratério no momento da
sintese. Considerando que o grupo N,N-dietilamino diminui a reatividade da carbonila, a reacéo foi

mantida sob agitacéo e refluxo por 24 h (Esquema 32).

0
H
OO0 mofe, Qﬁ m
N 0”0 MeOH refluxo /\N
) 24 h

Esquema 32. Rota sintética teste de Cim3.

ApOs o tempo reacional estipulado e acompanhando o progresso da reacao por CCD, observou

que a cumarina ndo tinha sido consumida, optando-se por deixar a reacéo sob agitacdo e refluxo por

43 Abou-Hussein, A. A,; Linert, W. Spectrochim. Acta A. 2015, 141, 223.
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mais 24 h. Apos este tempo, observou que a taxa de consumo do reagente de partida se manteve
ineficaz. A reacdo também foi reproduzida utilizando a etilenodiamina e apds 24 h de reacéo foi

observado que os reagentes ndo haviam sido consumidos.

Tabela 9. Condi¢des experimentais testadas para sintese de Cim3.

Entrada Amina Tgmpo Rendimento (%)
reacional (h)
H
_*
Lo NSNS, 48
2 H2N/\/NH2 24 x

* Apenas o reagente de partida Cum?2 foi recuperado.

A ineficacia apresentada nas reacdes de condensacéo utilizando Cum?2 foram atribuidas a dois
principais motivos: a presenca de dgua no solvente utilizado, que desloca o equilibrio favorecendo o
consumo dos produtos a medida que formados, e ao grupo doador de elétrons N,N-dietilamino na
posicdo-7 da cumarina, que diminui a reatividade do sitio eletrofilico da carbonila ao aumentar sua
densidade de carga negativa por efeito de ressonancia.

Com base no que foi especulado, verificou-se o efeito do grupo substituinte na formagéo da
imina utilizando uma cumarina sem o grupo N,N-dietilamino, Cum3, na preparac¢éo do derivado Cim3-
simplificado. O procedimento descrito por Linert e Abou-Hussein foi, entdo, reproduzido com os
mesmos reagentes, deixando-os sob agitacéo e refluxo, em etanol, por 3 h. Observou-se que o efeito
da auséncia do grupo substituinte, neste caso, ndo havia sido um fator preponderante para o nao
sucesso da reacgao.

Verificou-se, entdo, o efeito da agua presente no solvente utilizado ao adicionar peneira
molecular no meio reacional, mantendo as condi¢bes experimentais da literatura. Ao final do tempo
reacional, foi observado que a peneira molecular utilizada estava parcialmente desintegrada, formando
um precipitado que foi removido por filtracdo simples e lavado com etanol. A solu¢do reacional
apresentou um pequeno consumo do reagente ao ser analisada por CCD. Apés a solucéo reacional
ser concentrada sob pressédo reduzida, obteve-se um 6leo ambar, sendo este purificado por coluna
cromatografica (CH2Clz — 2% MeOH/CH:Cl2), obtendo um sdlido amarelo em pequena quantidade. O
soélido obtido foi analisado por RMN 'H e ndo apresentou os sinais referentes aos metilenos do

fragmento oriundo da dietilenotriamina.
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Tabela 10. Novas condi¢des experimentais testadas para sintese de Cim3-simplificado.

(e}
H
M ﬂ, ©\/I]\\N/\/N\/\N/th<j
(0] (@) O (@) O (0]

Entrada Cor)dlgao Aditivo Rendimento (%)
experiemental
1 EtOH, refluxo, 3 h - -
2 EtOH, refluxo,3 h MS 3A -

Neste momento da pesquisa, em paralelo a tentativa de sintese de Cim3 e Cim3-simplificado,
foi realizada a analise da dietilenotriamina utilizada por ESI-MS apresentada anteriormente e com base
no resultado, entendeu-se que o estudo metodolégico de Cim3 estava comprometido. A partir deste
ponto, o estudo da formacao de derivados de imina foi realizado utilizando a etilenodiamina, tendo em
vista a formag&o de Cim1-simplificado.

O estudo metodolégico de Ciml-simplificado foi iniciado utilizando a mesma condi¢édo
experimental da literatura, refluxo em etanol seco por 3 h. Por CCD, foi possivel observar que Cum3
havia sido consumido de maneira discreta. Ao concentrar a solugdo reacional se obteve um sélido
amarelo, cujo espectro de RMN 13C apresentou um sinal em 166,5 ppm, o qual foi atribuido ao carbono
da imina (Figura 27). O sélido obtido néo foi purificado considerando que o consumo da cumarina inicial
foi baixo. Almejando o incremento do consumo da cumarina, a reacdo foi refeita com um tempo

reacional de 24 h, porém, néo foi possivel observar a formagé&o do produto pelo espectro de RMN 13C.
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Figura 27. Espectros de a) Cum3 e b) Cim1-simplificado com resquicio de Cum3.
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Em uma terceira reproducéo, o volume de etanol seco utilizado foi reduzido e a rea¢cdo montada
em um tubo de Schlenk, deixando a reacao sob agitacao e refluxo por 16 h. Ao final do tempo reacional,
por CCD, foi possivel observar a mancha referente a cumarina, mas também a mancha atribuida ao
derivado de imina formado. A mistura reacional foi concentrada e purificada por placa cromatografica
preparativa, utilizando apenas CH2Cl> como eluente. A purificacdo nédo foi completamente eficaz,
obtendo-se o produto em 6 % de rendimento. Como o produto foi obtido em pequena quantidade, o
RMN 13C ficou comprometido, ndo apresentando os sinais do produto em sua totalidade, mas foi
possivel observar um sinal pouco expressivo em 166,5 ppm.

Baseado na baixa taxa de formacgé&o do produto esperado, analisou-se a influéncia de aditivos
na reacado. Foi utilizado sulfato de sodio anidro para a desidratacdo do meio reacional devido a 4gua
formada na reacdo de condensagéo e o acido p-toluenossulfonico foi utilizado (em 1 e 0,15 eq.) com o
intuito de ativar o sitio eletrofilico da carbonila ao protona-la.

Inicialmente, utilizando apenas o sulfato de sédio e acompanhando a reacao por CCD, foi
observado que a taxa de consumo da cumarina de partida ndo teve um incremento significativo.
Utilizando 1 eq. de pTsOH, observou-se que o consumo da cumarina foi irrelevante, enquanto que ao
utilizar 0,15 eq. de pTsOH foi possivel notar um consumo mais significante da cumarina, elegendo esta
condicao para teste com Cumz2 (Tabela 11). No primeiro caso, o excesso do &cido utilizado pode ter
comprometido a reagdo ao protonar parte da amina, além da carbonila da cumarina, diminuindo as
espécies de carater nucleofilico no meio reacional.

Este estudo metodoldgico também abrangeu a reagao assistida por micro-ondas. A reacao foi
realizada a uma temperatura de 80 °C, utilizando o sulfato de sédio anidro como agente desidratante.
O progresso da reagdo em micro-ondas foi verificado por CCD de 1 em 1 minuto até completar 5
minutos de reagdo, observando que a maior parte da cumarina ndo havia sido consumida.

A reacéo de condensacdo também foi avaliada na auséncia de solvente. A cumarina Cum3
junto com a etilenodiamina foram maceradas em um almofariz, observando a formagéo de um solido
amarelo. A purificacdo do sdlido foi feita por placa cromatogréafica preparativa (CH2Cl2), porém, a
purificac@o néo foi tdo eficaz devido a proximidade das manchas do reagente e produto. O espectro de

RMN 13C do produto bruto obtido apresentou o pico caracteristico da imina em 166,5 ppm.

Tabela 11. Estudo metodoldgico da sintese de Cim 1-simplificado.

Entrada Condi¢céo experimental Aditivo Rendimento (%)
1 EtOH?, refluxo, 3 h - nd
2 EtOH?, refluxo, 24 h - nd
3 EtOHP, refluxo, 16 h - 6*
4 EtOH®, refluxo, 3 h Na2SOa4 nd
5 EtOH®, refluxo, 16 h pTsOH (1 eq.) e Na2SO4 nd
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6 EtOHP, refluxo, 16 h pTsOH (0,15 eq.) e Na2S04 nd
7 EtOHP, no, 80 °C, 5 min Na2SO0a4 nd
8 sem solvente - 13*

a \/olume utilizado de EtOH foi de 10~20 mL; ® 1~3 mL de EtOH.
* Purificagdo nédo foi totalmente eficaz, apresentando picos referente a Cum3.

nd: rendimento ndo determinado.

Com base nos resultados apresentados na reacdo sem solvente e utilizando 0,15 eq. de pTsOH
na formacado de Cim1-simplificado, testou-se estas condicbes experimentais na sintese de Cim1, além
de testar uma metodologia utilizando o Dean-Stark (Tabela 12). Nenhuma das condi¢Ges testadas para
Cum?2 apresentaram progresso de reagao.

Tabela 12. Estudo metodolégico da sintese de Cim1.

Entrada  Condicdo experimental Rendimento (%)

1 Sem solvente nr

EtOH, pTsOH (0,10 eq.)

Na2S0as, refluxo, 3 h nr

3 Tolueno, Dean-Stark, 80 °C nr

nr: ndo reagiu.

3.3.Estudo fotofisico

As propriedades fotofisicas dos derivados Cams foram avaliadas através dos dados obtidos
das técnicas de espectrofotometria de absor¢édo molecular UV-Vis e de espectrofluorimetria de emissao
molecular. Foram utilizados nove solventes com polaridades diferentes para investigacdo dos efeitos
solvatocrémicos, sendo estes: acetato de etila, acetona, acetonitrila, 4gua, diclorometano, dioxano,

etanol, metanol e tetraidrofurano (Tabela 13).

Tabela 13. Parametros de polaridade de Reichardt.**

Solvente Dioxano THF AcOEt CH2Cl> Acetona MeCN EtOH MeOH H20

Polaridade de

. 0,164 0,207 0,228 0,309 0,355 0,460 0,654 0,762 1,000
Reichardt

44 Reichardt, C. Chem. Rev. 1994, 94, 2319.
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Para a realizagdo das analises, foram preparadas solugBes estoques de 10 mM de cada
derivado Cam em diclorometano e em DMSO, devido a imiscibilidade do diclorometano em agua. As
medidas de absorcdo e emissdo moleculares foram realizadas em solucdes de 10 uM, preparadas a
partir da dilui¢do da solu¢do estoque de cada derivado.

As curvas de absorcao (tracejadas) e emissao (solidas) de Cam1 estao apresentadas na Figura

28 e os dados obtidos a partir de seus maximos estao organizados na Tabela 14.
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Figura 28. Solvatograma de Cam1.
Tabela 14. Dados de absorcdo e emisséo do solvatograma de Cam1.
Absorc¢éo Emisséo
Deslocamento
Composto Solvente de Stokes (nm)
Amax (NmM) log € Amax (NM)
Dioxano 411 4,18 512 101
Tetraidrofurano 414 4,47 526 112
Acetato de etila 413 4,64 525 112
Diclorometano 421 4,79 531 110
Caml
Acetona 417 4,93 513 96
(©=0.71) Acetonitrila 418 4,30 484 66
Etanol 424 3,95 463 39
Metanol 423 4,74 460 37
Agua 422 4,74 474 52

O efeito solvatocromico é compreendido a partir do valor de deslocamento de Stokes, seguindo
0 principio de que quanto maior o deslocamento de Stokes, maior a estabilizacdo de um fluor6foro no

estado excitado, devido, principalmente, as interagdes entre os momentos dipolares da molécula analito

49



Resultados e discussao

com as moléculas de solvente. Diante dos dados obtidos das curvas de Cam1, foi possivel observar
que o deslocamento de Stokes é mais pronunciado em solventes de baixo parametro de polaridade,
como AcOEt e THF, e menos pronunciado nos solventes com maior tendéncia a formar ligacbes de
hidrogénio, como EtOH, MeOH e H20. Nota-se que, mesmo possuindo um baixo pardmetro de
polaridade, estes solventes possuem momentos dipolos que podem contribuir para a estabilizacdo de
Cam1 via interac6es dipolo-dipolo.

As curvas de absorcao (tracejadas) e emissao (solidas) de Cam2 estao apresentadas na Figura

29 e os dados obtidos a partir de seus maximos estao organizados na Tabela 15.
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Figura 29. Solvatograma de Cam?2.

Tabela 15. Dados de absorcdo e emisséo do solvatograma de Cam2.

Absorcéo Emisséo
Deslocamento
Composto Solvente de Stokes (nm)
Amax (NmM) log € Amax (NM)
Dioxano 409 4,79 443 34
Tetraidrofurano 412 4,94 445 33
Acetato de etila 411 4,77 450 39
Diclorometano 419 4,83 444 25
Cam2
Acetona 415 4,79 456 41
(¢=013) Acetonitrila 415 475 459 44
Etanol 422 4,69 464 42
Metanol 420 4,70 465 45
Agua 409 4,53 488 79

Pelos dados obtidos das curvas de Cam2, foi possivel observar que o deslocamento de Stokes
€ mais pronunciado em solventes polares com H20, EtOH e MeOH, em que a maior contribuicdo para
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a estabilizacdo do estado excitado deve ser proveniente de ligagBes de hidrogénio, sendo mais eficiente

com as interagcfes com a H20.

Ao comparar os valores de deslocamento de Stokes entre os dois derivados biscumarinicos,

observa-se que a faixa de variagdo de Cam1 (37 — 112 nm) é maior que a de Cam2 (26 — 79 nm), que

possui uma faixa ainda menor ao desconsiderar o deslocamento em agua (26 — 45 nm). Com base

nestes valores, é de se considerar que 0 momento dipolar de Cam2 no estado excitado é similar ao do

estado fundamental, provavelmente devido a um fendmeno de estabiliza¢&o intramolecular.

As propriedades fotofisicas do derivado monomérico mCam1 também foram analisadas e suas

curvas de absorcao e emissao estédo expostas na Figura 30 e os dados obtidos a partir de seus maximos

dispostos na Tabela 16.
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Figura 30. Solvatograma de mCam1.

Tabela 16. Dados de absorgéo e emissao do solvatograma de mCam1.

Absorcao Emisséo
Deslocamento
Composto Solvente de Stokes (nm)
Amax (NM) log e Amax (NM)
Dioxano 410 4,45 500 a0
Tetraidrofurano 413 4,46 501 88
Acetato de etila 411 4,51 505 94
Diclorometano 419 4,44 508 89
mCaml
Acetona 415 4,43 464 49
(¢ =0,45) o
Acetonitrila 416 4,44 460 44
Etanol 422 4,50 464 42
Metanol 421 4,49 466 45
Agua 428 4,05 478 50
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Baseado nos dados apresentados, é possivel observar que o derivado monomérico mCam1

exibiu um comportamento similar ao derivado biscumarinico Cam1, apresentando maior deslocamento

de Stokes em solventes mais apolares, como dioxano e THF, podendo ter sua estabilizacédo atribuida

as interac@es dipolo-dipolo com as moléculas de solvente.

Um dos processos de estabilizacdo que pode ser considerado para os derivados fluorescentes

de cumarina analisados € a transferéncia de carga interna (TCI), o qual pode ser avaliado pela curva

de Lippert-Mataga (Figura 31), que relaciona o deslocamento de Stokes, em nimero de onda, com o

parametro de polaridade especifico de cada solvente na escala de Reichardt (Tabela 13).
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Figura 31. Curvas de Lippert-Mataga de a) Cam1, b) Cam2 e ¢) mCam1.

O fator de correlagéo linear da curva de Lippert-Mataga (Tabela 17) indica, proporcionalmente,

a influéncia do processo de TCI na estabilizacdo da molécula. Assim, percebe-se que dentre os

compostos apresentados, o processo de TCI tem maior contribuicdo na estabilizacdo do estado

excitado de Cam1. Os compostos Cam?2 e mCam1 também sao estabilizados por TCl e devem receber

contribuicdo de outro processo de estabilizacao.

Tabela 17. Correlag@es lineares dos compostos.

Composto

Caml

Cam?2

mCaml

R2

0,7404

0,5912

0,5475
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Outra propriedade fotofisica que foi determinada foi o rendimento quéntico, utilizando o sulfato

de quinina como fluoréforo de referéncia, tendo como rendimento quantico de comparacdo o do

derivado Cum1 como 0,04 (Tabela 18). Observa-se que o composto Cam?2 possui a menor eficiéncia

quantica em relacdo aos outros compostos, mas ainda apresenta um bom incremento em relacéo ao

derivado de partida Cum1, considerando que possui dois sistemas fluorogénicos em sua estrutura e

uma transferéncia de carga mais efetiva através dos orbitais do fragmento etilénico. O composto Cam1

se destaca pelo seu alto rendimento quantico em relagdo a Cam2, provavelmente devido a maior

contribuicdo orbitalar das ligagbes C-N do fragmento etilénico na distribuicdo de carga interna do

primeiro composto; em relacdo a mCam1l, seu rendimento quantico maior pode ser explicado pela

distribuicao de densidade de carga negativa até a ligagdo C-N da amina primaria.

Tabela 18. Rendimentos qunanticos obtidos para os compostos.

Composto Rendimento quantico (¢)

Cuml
Caml
Cam?2

mCaml

0,04
0,71
0,13
0,45

As intensidades de fluorescéncia dos derivados Cam1 e mCam1 foram avaliadas em uma faixa

de pH de 2 — 12 em solugbes aquosas, a fim de observar a estabilidade de fluorescéncia dos

compostos.
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Figura 32. Variagdo na intensidade de fluorescéncia em fungdo do pH de a) Cam1 e b) mCam1.

A partir dos graficos da Figura 32, é possivel observar que Cam1 apresentou as maiores

intensidades de fluorescéncia em pH 8 e 12 e que a fluorescéncia do composto apresentou uma relativa

estabilidade na faixa de 5 — 11. J4 o composto mCam1 apresentou uma relativa estabilidade na faixa
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de 2 — 10, mantendo a intensidade de fluorescéncia quase constante. A avaliacdo de seletividade dos
compostos foi realizada em agua deionizada com pH 8.

3.4.Avaliacdo de seletividade

Com base nos efeitos solvatocrémicos observados, foi iniciada a avaliacado de seletividade dos
derivados diante de ions metalicos. Inicialmente, as analises foram feitas para Caml, em
diclorometano, com 13 ions metélicos na forma de cloretos: Al®*, Ba?*, Ca?*, Co?*, Cu?*, Fe?*, Fe®*,
Hg?*, K*, Mg?*, Na*, Ni?* e Zn?*.

Foram preparadas solugdes estoques de 101 M de cada cloreto metalico em etanol ou metanol,
considerando a miscibilidade destes em diclorometano, que foram, em seguida, diluidas para uma
concentracdo de 1 mM. As medidas de absorcao (tracejadas) e emissdo (soélidas) de fluorescéncia
foram realizadas em solugdes de 10 uM do derivado fluorescente Caml1 com 1 eq. de ion metélico
(Figura 33).
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Figura 33. Curvas de a) absorcdo e b) emissdo de Cam1 com 1 eq. de ions metalicos em CH2Cl2, excitagdo em
421 nm.

A partir das curvas de absorc¢éo foi possivel observar que a absor¢do de Caml em 421 nm
apresentou uma diminuicdo na absorbancia com todos os ions metdlicos, dos quais apenas a
absorbancia com Al* e Zn?* foram as mais pronunciadas. Com Fe?* e Fe3* houve um deslocamento
batocrémico, porém, néo foi possivel observar uma mudanca colorimétrica das solucdes. Pelas curvas
de emisséo, observou um efeito hipercrdmico na emisséo centrada em 456 nm para todos os ions
metalicos, inviabilizando a utilizacdo do derivado como sensor em diclorometano.

Considerando a falta de seletividade em diclorometano, optou-se por realizar as analises em
etanol, além de incluir os ions metalicos Ag*, Ce®*, Cr3*, In3*, Mn?* e Sn?* para avaliar a seletividade
(Figura 34).
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Figura 34. Curvas de a) absorcéo e b) emisséo de Cam1 com 1 eq. de ions metalicos em EtOH, excitagdo em 420
nm.

Em etanol, foi possivel observar que a absorbancia em 420 nm com Hg?* sofreu um efeito
hipocrémico, enquanto que com os demais ions metdlicos a absorbancia foi quase nula. O perfil de
emissdo do derivado Caml1 em 461 nm ndo apresentou alteracdo quando diante de qualquer ion
metéalico. O derivado Cam2 apresentou uma resposta analitica semelhante & Cam1, ndo observando
absorc¢édo do derivado com as espécies metdlicas em 421 nm e nem alteracéo no perfil de emissédo em
460 nm (Figura 35).
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Figura 35. Curvas de a) absorcao e b) emissdo de Cam2 com 1 eq. de ions metalicos em EtOH, excitacdo em 421
nm.

Com base nas respostas apresentadas em etanol e considerando a potencial aplicacdo dos
derivados fluorescentes em sistemas biolégicos, foram realizadas andlises em 4gua deionizada. Houve
também a exclusdo do ion de Ce3* e a inclusdo do ion Cd?* devido a disponibilidade em laboratério.

Em agua, foi possivel observar que, na presenca dos ions metélicos analisados, a absorbancia
em 422 nm do derivado Cam1l sofreu um efeito hipocrdmico, sendo que com nenhum metal foi
observado uma curva de absorcéo positiva (Figura 36a). Pelas curvas de emissdo, observou-se que
ndo houve uma alteragéo seletiva referente a intensidade de fluorescéncia, mas foi notado que o pico

de emissdo em 473 nm sofreu um deslocamento batocrémico de 15 nm com Cu?* e de 8 nm com Ag*
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(Figura 36b). Com o intuito de avaliar a confiabilidade da resposta analitica para Cu?*, foram preparadas
novas solucdes de Caml e Cam1+Cu(ll) e foi notado que a curva de emissdo da nova solugéo de
Cam1l foi deslocada para 471 nm e que Caml1+Cu(ll) ndo exibiu o deslocamento batocrémico
apresentado na primeira replicata (Figura 36d). Com isso, a aplicacdo do derivado Cam1 como sensor
para Cu?* foi descartado por ndo apresentar uma boa reprodutibilidade.
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Figura 36. Curvas de a) absorgdo e b) emissdo de Cam1 com 1 eq. de ions metdlicos em &gua deionizada,
excitacdo em 422 nm. c) Intensidades de fluorescéncia relativas de Cam1 com 1 eq. de ions metalicos em 473
nm. d) Intensidade de fluorescéncia em replicata para Cam1 e Cam1+Cu?*

O derivado Cam1 foi submetido a 10 eq. de ions metalicos para avaliar se a uma concentragao
maior de analito implicaria em uma variacao da resposta analitica (Figura 37). Foi observado que as
intensidades de fluorescéncia variaram com o aumento da concentracdo dos ions metdlicos, mas que

esta variagdo néo foi suficiente para tornar o derivado um sensor.
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Figura 37. a) Curvas de emissao de Caml1 com 10 eq. de ions metéalicos em agua deionizada, excitacdo em 422
nm. b) Intensidades de fluorescéncia relativas de Cam1 com 10 eq. de ions metalicos em 473 nm.

O derivado Cam2, em agua, apresentou uma curva de absor¢cdo em 409 nm quando livre e
apenas com Na* foi possivel observar uma leve absor¢do comparada aos outros ions. Os ions de Cu?*,
Mn2* e Na* exibiram um aumento na intensidade de fluorescéncia em 488 nm, porém, a proximidade
entre seus valores inviabilizam a aplicacéo do derivado como sensor para algum destes ions metalicos
(Figura 38).
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Figura 38. a) Curvas de emissdo de Cam2 com 1 eq. de ions metélicos em agua deionizada, excitagdo em 409
nm. b) Intensidades de fluorescéncia relativas de Cam?2 com 1 eq. de ions metalicos em 488 nm.

Além dos derivados biscumarinicos, o derivado mCam1 foi analisado em agua e apresentou
uma baixa absorbéncia em 430 nm, enquanto que a intensidade de fluorescéncia, em 479 nm, se

manteve similar diante dos ions metalicos analisados (Figura 39).
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Figura 39. a) Curvas de emissdo de mCam1 com 1 eq. de ions metélicos em &gua deionizada, excitagdo em 430
nm. b) Intensidades de fluorescéncia relativas de mCam1 com 1 eq. de ions metalicos em 479 nm.
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4. Conclusdes e perspectivas

Na primeira etapa deste projeto, a sintese de trés potenciais quimiossensores fluorescentes
(Cam1, Cam2 e mCam1) foi realizada utilizando a metodologia proposta com o agente de acoplamento
pyBOP, obtendo-se bons rendimentos (50 — 71 %), apés superadas as dificuldades apresentadas na
etapa de finalizacéo da reagdo. N&o se obteve o derivado Cam3 devido a dietilenotriamina disponivel
em nosso laboratério ndo apresentar as caracteristicas adequadas para estudo. Além disso, provavel
resquicio de pyBOP foi identificado por ESI-MS nos produtos purificados Cam1 e Cam2, provocando a
busca por uma nova metodologia sintética. As metodologias testadas com DIC/DMAP, DCC e HOBt
nao apresentaram boa conversao para a substituicdo do pyBOP. Os derivados obtidos tiveram suas
caracteristicas fotofisicas determinadas (deslocamento de Stokes e rendimento quéantico) e suas
seletividades por ions metalicos avaliadas utilizando 19 cations. N&o foi possivel observar seletividade,
em agua, para alguma espécie metalica por parte dos derivados obtidos.

Um breve estudo metodoldgico da sintese de Cum?2 viabilizou a otimiza¢do da sua obtencéo
de 6 % de rendimento, quando utilizado etanol ndo-anidro, para 86 %, utilizando-se etanol seco como
solvente.

Diante das dificuldades na sintese dos derivados de imina Cims, foi estabelecido a sintese de
Cuma3 para realizar um estudo metodoldgico utilizando um derivado de cumarina simplificado e mais
reativo. A sintese de Cim-simplificado foi investigada em condi¢ges experimentais que variaram tempo
reacional, volume e auséncia de solvente e influéncia de aditivos como sulfato de sodio anidro e 4cido
p-toluenossulfénico. Foi observado que a formagdo da imina ocorreu na maior parte das condi¢cdes
testadas, porém, a taxa de conversdo da cumarina de partida em produto se manteve sempre baixa.
As reacdes utilizando 0,15 eq. de pTsOH com NaSO4 e sem solvente foram purificadas por placa
cromatografica preparativa em diclorometano, contudo, a purificagdo ndo foi eficaz devido a
proximidade das manchas referentes ao reagente de partida e ao produto, obtendo-se o produto com
certo grau de impureza.

A sintese de Cim1 utilizando o derivado fluorescente Cum2 foi testada utilizando 0,10 eq. de
pTsOH com Na2SO4, sem solvente e o aparato de Dean-Stark, no entanto ndo foi observado progresso
de reacdo em alguma das condi¢Bes citadas, inviabilizando a obtencdo dos derivados de imina como
potenciais sensores fluorescentes.

Os derivados obtidos Cam1, Cam2 e mCaml n&do apresentaram seletividade para os ions
metalicos testados, impossibilitando a aplicacdo desses como sensores fluorescentes, assim como a
sintese dos derivados Cims ndo foi sucedida como o esperado, ndo tornando viavel a investigacao
destes derivados como potenciais sensores fluorescentes para ions metdlicos.

Como perspectivas, temos a avaliacdo de um estudo metodolégico na sintese dos derivados
Cims sob radiacdo micro-ondas; para os derivados amidicos obtidos, Cam1, Cam2 e mCam1, temos

gue avaliar a aplicabilidade deles em alguma atividade biolégica ou em biocimageamento.
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6. Materiais e métodos

RMN 1H e 13C: os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em espectrometro Bruker
Ascend Avance Il HD (600 MHz para *H e 150 MHz para 13C) e Varian Oxford YH Mercury Plus (300
MHz para *H e 75 MHz para 13C). Todos os produtos foram solubilizados em CDCIs, utilizando-se TMS
(trimetilsilano) como referéncia interna e os deslocamentos quimicos (0) expressados em partes por
milhdo (ppm). As abreviacdes das multiplicidades dos sinais nos espectros de RMN tH foram utilizadas
segundo a convencdo: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), q (quadrupleto), gt (quintupleto), m

(multipleto) e dd (duplo dupleto).

Espectrofotdmetro de absorc¢ao: os espectros de absorcédo foram obtidos em um espectrofotdmetro

Varian Cary 5000 com leitura de branco.

Espectrofotdmetro de fluorescéncia: o0s espectros de emissdo foram obtidos em um
espectrofluorimetro Horiba Fluorolog. As medidas foram realizadas com slits de excitacdo e emisséo 2

e 5 nm, variados de acordo com o experimento.

Solventes: apenas o diclorometano e o acetato de etila foram destilados previamente. Quando
necessario, o diclorometano foi seco com peneira molecular 3 A por tempo maior ou igual a 24 horas

ou por refluxo utilizando CaHz. O etanol foi seco utilizando magnésio em raspas e iodo como indicador.

Reagentes liquidos: as aminas utilizadas, o acetoacetato de etila, o cloreto de oxalila e de tionila foram

previamente destilados.

Sais metalicos: foram utilizados os seguintes sais: AgNOs, AIClz-6H20, BaCl2-2H20, CaClz-2H20,
CdCl2-2H20, CeCl3-7H20, CoCl2-6H20, CrCl3-6H20, CuCl2-2H20, FeCl2-4H-0, FeCls, HgClz, InClz, KCI,
MgClz2, MnCl2:-4H20, NaCl, NiCl2-6H20, SnCl2-2H20 e ZnCl.

Métodos cromatograficos: o acompanhamento das reacdes por cromatografia em camada delgada
foi realizado em folhas de aluminio revestidas com silica gel 60 Fluka Analytical. Quando necessério, a
purificacdo dos compostos por cromatografia em coluna foi feita em fase estacionaria de silica gel 60 e
fase mével composta por diclorometano e propor¢éo variavel de 0 a 3% de metanol. O método de

purificacdo por placa preparativa (20x20 cm) também foi utilizado, tendo eluicdo com CH2Clz.

Estudo fotofisico: as medidas de absorcao e intensidade de fluorescéncia foram realizadas em
solucdes de 1 uM, preparadas a partir de uma solucdo estoque de 1 mM de cada composto em
diclorometano ou DMSO (devido a imiscibilidade de diclorometano em agua). As solugbes de 1 uM

foram preparadas a partir de aliquotas de 40 uL da solugdo estoque, com volume total de 4 mL
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completado com o solvente desejado. O estudo do efeito do solvente foi efetuado com oito solventes:

acetona, acetonitrila, acetato de etila, diclorometano, dioxano, etanol, metanol e tetraidrofurano.

Rendimento quéntico: a determinacdo do rendimento quéntico das amostras foi baseada no
rendimento quéntico de referéncia do sulfato de quinina. A solucdo de 1 uM foi preparada a partir do
cloridrato de quinina e solubilizado em solucdo de &cido sulfirico 0,05 M. As solugbes da cumarina e
dos derivados foram preparadas como descrito anteriormente, utilizando-se acetonitrila como solvente,
devido a sua equivaléncia ao indice de refragéo da solugcéo de acido sulfirico (n2 = nZef) . As analises
de emissédo foram realizadas com fonte de excitagdo em 366 nm e slit de 3 nm. Calculou-se as areas

absolutas (I) das curvas obtidas para determinar o rendimento quéntico atraves da relagdo matemaética:

o=¢ Lo (Equacéo 2)
ref Iref 1”l?ef
na qual o termo ¢ret € 0 rendimento quantico de referéncia do sulfato de quinina e equivale a

0,53,%5 otermo | se refere a area integrada da curva de emissédo e n, ao indice de refra¢édo do solvente.

Avaliacdo de seletividade: foram preparadas solucdes estoques de 1 mM dos ions metélicos a partir
dos sais previamente citados inicialmente em etanol e metanol, para avaliagdo em diclorometano e em
etanol, e em agua deionizada para avaliacgdo em agua. As solugbes de 1 uM dos derivados de
biscumarinas foram preparadas como apresentadas no estudo fotofisico, adicionando-se 40 uL das
solugbes estoques dos ions metdlicos (totalizando 1 eq.), prosseguindo-se com as medidas de
absorc¢éo e emissédo de cada solugao, excitando-as com comprimento de onda referente ao maximo de

absorcao dos derivados livres.

45 Melhuish, W. H. J. Phys. Chem. 1961, 65, 229.
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7. Parte experimental

2,2-dimetil-1,3-dioxano-4,6-diona (Acido de Meldrum)

X

o O

0P

g; 80 mmol) e anidrido acético (9,9 mL; 105 mmol), sob agita¢éo e 0°C, foi adicionado 0,3 mL de H2SO4

Em um baldo de 100 mL, a uma solucdo contendo acido maldnico 63 (8,4207

concentrado. A temperatura ambiente e agitacao, a acetona 64 (8,3 mL; 113 mmol) foi adicionada com
0 auxilio de um funil de adicdo a solugéo inicial. A solu¢éo reacional foi mantida sob agitag&o por 4 h e
apos este tempo foi mantida em repouso refrigerada por 16 h. Os cristais de acido de Meldrum foram
filtrados a vacuo e lavados com agua gelada. O filtrado foi refrigerado por mais 24 h, repetindo-se o
procedimento de filtragcao. O acido de Meldrum (7,7028 g; 53 mmol) foi obtido em 67 % de rendimento.
(E.1.1) RMN H (600 MHz; CDCls): & 3,62 (s, 2H); 1,79 (s, 6H).

(E.1.2.) RMN %3C (150 MHz; CDCls): § 163,1; 106,3; 36,2; 27,5.

Acido 7-(N,N-dietilamino)-2-ox0-2H-cromeno-3-carboxilico (Cum1)
0]
N OH
N 0”0

) Em um baldo de 50 mL, uma solucdo de 4-(N,N-dietilamino)-2-
hidroxibenzaldeido 1 (1,5013 g; 7,76 mmol), acido de Meldrum 2 (1,4438 g; 10,00 mmol) e acetato de
amonio (0,1443 g; 1,87 mmol) em etanol P.A. (20 mL) foi agitada por 16 h sob temperatura ambiente.
O precipitado laranja foi filtrado a vacuo e o soélido lavado com H20 destilada e etanol, ambos gelados,
obtendo-se a cumarina Cum1 (1,6029 g; 6,13 mmol) em 79 % de rendimento, sendo utilizada em outras

etapas sem prévia purificacéo.

(E.2.1) RMN H (300 MHz; CDCls): 8 12,34 (sl, 1H); 8,63 (s, 1H); 7,45 (d, J = 9,0 Hz ,1H); 6,72 (dd, J =
9,1e 2,2 Hz, 1H); 6,53 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 3,50 (q, J = 7,3 Hz, 4H); 1,27 (t, J = 7,0 Hz, 6H).

(E.2.2) RMN 13C (75,46 MHz; CDCls): 6 165,5; 164,4; 158,0; 153,7; 150,2; 131,9; 110,9; 108,5; 105,4;
96,7, 45,3; 12,3.



Parte experimental

3-Acetil-7-(N,N-dietilamino)-2H-cromen-2-ona (Cum2)
@)

~ N o Yo

) Em um baldo de 50 mL, uma solucdo de 4-(N,N-dietilamino)-2-
hidroxibenzaldeido 1 (0,2830 g; 1,50 mmol), de acetoacetato de etila 3 (287 uL; 2,25 mmol) e piperidina
36 (15 uL; 0,15 mmol) em etanol seco (20 mL) foi refluxada por 16 h. A solugdo foi resfriada a
temperatura ambiente, apresentando a formacao de um precipitado amarelo. O precipitado foi filtrado
por gravidade e o sdlido resultante recristalizado em etanol P.A., obtendo-se Cum2 (0,3253 g; 1,26
mmol) em 86 % de rendimento.

(E.3.1) RMN *H (300 MHz; CDClz3): 6 8,44 (s, 1H); 7,40 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 6,62 (dd, J = 9,0 e 2,4 Hz,
1H); 6,47 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 3,47 (q, J = 7,1 Hz, 4H); 2,68 (s, 3H); 1,25 (t, J = 7,1 Hz, 6H).

(E.3.2) RMN 13C (75,46 MHz; CDCls): & 195,8; 160,9; 158,7; 153,0; 147,9; 131,9; 116,1; 109,8; 108,2;
96,6; 45,1, 30,6; 12,4.

3-Acetil-2H-cromen-2-ona (Cuma3)
O

N

O O Em um baldo de 50 mL, uma solu¢do contendo 2-hidroxibenzaldeido 34 (1 mL;
10 mmol), n&o destilado previamente, acetoacetato de etila 3 (1,4 mL; 11 mmol) e piperidina (0,1 mL;
1,00 mmol) em etanol (20 mL) foi mantida sob agitagéo e temperatura ambiente por 20 h. O precipitado
branco-amarelado foi filtrado por filtragdo normal, obtendo-se Cum3 (0,8558 g; 4,55 mmol) em 45 %

de rendimento, sendo utilizada em outras etapas sem prévia purificacéo.
(E.4.1) RMN *H (300 MHz; CDClz): 8 8,51 (s, 1H); 7,66 (m, 2H); 7,36 (m, 2H); 2,73 (s, 3H).

(E.4.2) RMN 13C (75,46 MHz; CDCls): 6 195,5; 159,2; 155,3; 147,4; 134,4; 130,2; 124,9; 124,5; 118,2;
116,6; 30,5.
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Parte experimental

N,N’-(etano-1,2-diil)bis(7-(N,N-dietilamino)-2-ox0-2H-cromeno-3-carboxamida) (Cam1)

(
o 0.__0O Ne_~
H
/@f\/\fj\N/\/ij
H o)
<N o o
)

Em um baldo de 50 mL, uma solucao de
Cum1 (0,1303 g; 0,50 mmol), etilenodiamina 4 (17 uL; 0,25 mmol), pyBOP 69 (0,2599 g; 0,50 mmol) e
DIEA 68 (0,3 mL; 1,55 mmol), em CH2Cl2/MeCN (1:1, 20 mL), permaneceu sob agitacdo e temperatura
ambiente por aproximadamente 20 h. A solug&o reacional foi lavada com salmoura e a fase organica
lavada com H20, sol. conc. de NaHCOs, H20 e salmoura, seca com NaSOas anidro, filtrada e
concentrada a vacuo. O derivado Cam1 (0,09 g; 0,17 mmol) foi obtido em 71 % de rendimento apés

purificacdo em coluna cromatogréfica (0 — 2% MeOH/CH2Cl2), como um sélido amarelo.

(E.5.1) RMN H (600 MHz; CDCls): § 9,00 (s,2H); 8,71 (s, 2H); 7,43 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 6,65 (dd, J = 8,9
e 2,6 Hz, 2H); 6,50 (d, J = 2,5 Hz, 2H); 3,68 (m, 4H); 3,45 (q, J = 7,1 Hz, 8H); 1,24 (t, J = 7,1 Hz, 12H).

(E.5.2) RMN *3C (150 MHz; CDCls): 6 163,5; 162,6; 157,6; 152,3; 148,1; 131,1; 110,5; 110,0; 108,6;
96,7, 45,2; 39,3; 12,3.

N,N’-(propano-1,3-diil)bis(7-(N,N-dietilamino)-2-oxo0-2H-cromeno-3-carboxamida) (Cam2)

O o
COUm v
N oo 0”0 N7
) K Em um bal&do de 50 mL, uma solucéo de

Cum1 (0,1306 g; 0,50 mmol), propanodiamina 5 (21 uL; 0,25 mmol), pyBOP 69 (0,2602 g; 0,50 mmol)
e DIEA (0,3 mL; 1,55 mmol), em CH2Cl2/MeCN (1:1, 20 mL), permaneceu sob agitacao e temperatura
ambiente por aproximadamente 20 h. A solug&o reacional foi lavada com salmoura e a fase organica
lavada com H20, sol. conc. de NaHCOs, H20 e salmoura, seca com NaSOas anidro, filtrada e
concentrada a vacuo. O derivado Cam?2 (0,0892 g; 0,16 mmol) foi obtido em 64 % de rendimento apds

purificagdo em coluna cromatografica (0 — 2% MeOH/CH2Cl2), como um sélido amarelo.

(E.6.1) RMN H (600 MHz; CDCls): 8 8,96 (m, 2H); 8,72 (s, 2H); 7,44 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 6,69 (dd, J =
9,0 e 2,2 Hz, 2H); 6,54 (d, J = 1,9 Hz, 2H); 3,54 (q, J = 6,3 Hz, 2H); 3,46 (q, J = 7,1 Hz, 8H); 1,94 (p, J
=6,8 Hz, 2H); 1,24 (t, J = 7,2 Hz, 12H).

(E.6.2) RMN ®3C (150 MHz; CDCls): 6 163,3; 162,5; 157,5; 152,0; 148,0; 131,1; 110,7; 110,2; 108,8;
97,2; 45,4, 37,2; 29,9; 12,3.
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Parte experimental

N,N’-(azanodiilbis(etano-2,1-diil))bis(7-(N,N-dietilamino)-2-ox0-2H-cormeno-3-carboxamida)
(Cam3)

(0] H (0]
T W
H H
~N oo 0”0 N7
) K Em um baldo de 50 mL, uma solugéo

de Cuml (0,0784 g; 0,30 mmol), dietilenotriamina 6 (16 uL; 0,15 mmol), pyBOP 69 (0,1561 g; 0,30
mmol) e DIEA (0,2 mL; 1,00 mmol), em CH2Cl2/MeCN (1:1, 20 mL), permaneceu sob agitacdo e
temperatura ambiente por aproximadamente 20 h. A solugéo reacional foi lavada com salmoura e a
fase orgénica lavada com Hz0, sol. conc. de NaHCOs, H20 e salmoura, seca com NaSO4 anidro, filtrada
e concentrada a vacuo. O derivado Cam3 néo foi obtido.

tert-butil(2-aminoetil)carbamato (4-Boc)
H

HZN/\/NYO\’<

o Em um baldo de 50 mL, refluxou-se uma solug¢éo contendo etilenodiamina
4 (1,5 mL; 22,50 mmol) e carbonato de tert-butiloxifenila 73 (4,1 mL; 22,50 mmol) em etanol seco (20
mL) por 24 h. A solucéo foi concentrada a vacuo e o residuo diluido em &gua, sendo em seguida
acidificado a pH 3 com solu¢éo 2 M de HCl e extraido com CH2Clz. A fase organica foi seca com NaSOa4
anidro, filtrada e concentrada a vacuo, obtendo-se 4-Boc (1,6031 g, 10,00 mmol) em 44 % de

rendimento.

(E.7.1) RMN H (300 MHz; CDCls): 4,95 (sl, 1H); 3,17 (g, J = 5,9 Hz, 2H); 2,80 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 1,45
(s, 9H); 1,27 (s, 2H).

(E.7.2) RMN 3C (75,46 MHz; CDCls): § 156,2; 79,1; 53,4; 43,4; 41,8; 28 4.

t-butil(2-(7-(N,N-dietilamino)-2-ox0-2H-cromeno-3-carboxiamida)etil)carbamato (mCam1-Boc)
Q H
N N/\/NYO
H O

N 0" o

) Em um baldo de 10 mL, a uma solucdo de Cum1 (0,0262
g; 0,10 mmol) e pyBOP (0,0530 g; 0,10 mmol) em 1 mL de MeCN, sob agitacdo, adicionou-se DIEA (50
uL; 0,27 mmol) via septo e uma solucéo de tert-butil(2-aminoetil)carbamato 4-Boc (16 uL; 0,10 mmol)
em 0,3 mL de CHzClz, deixando a solug&o sob agitagdo e temperatura ambiente por 24 h. A solugédo

reacional foi lavada com salmoura e a fase orgénica lavada com H20, sol. conc. de NaHCOs, H20 e

salmoura, seca com NaSOa4 anidro, filtrada e concentrada a vacuo. O composto mCam1-Boc (0,0344
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Parte experimental

g; 0,08 mmol) foi obtido em 84 % de rendimento ap6s ser purificado em coluna cromatografica (0 —
2% MeOH/CH:Clz), como um sélido amarelo.

(E.8.1) RMN H (300 MHz; CDCls): & 8,97 (s, 1H); 8,70 (s, 1H); 7,43 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 6,65 (dd, J =
9,1 e 2,5 Hz, 1H); 6,50 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 5,07 (sl, 1H); 3,56 (q, J = 5,8 Hz, 2H); 3,46 (g, J = 7,1 Hz,

4H); 3,36 (q, J = 5,1 Hz, 2H); 1,44 (s, 9H), 1,24 (t, J = 7,1 Hz, 6H).

(E.8.2) RMN 13C (75,46 MHz; CDCls): 6 163,9; 162,6; 157,5; 156,0; 152,1; 148,1; 131,2; 110,4; 108,8;
97,2, 79,4, 45,5; 41,0; 39,7, 28,4; 12,3.

N-(2-aminoetil)-7-(N,N-dietilamino)-2-ox0-2H-cromeno-3-carboxiamida (mCam1)

(0]
oo
~N oo "
) Em um baldo de 10 mL, adicionou-se 1 mL de TFA a mCam1-Boc

(0,0242 g; 0,06 mmol) a 0 °C, agitando a solug&o por 2 h. O excesso de TFA foi removido sob vacuo e
o residuo neutralizado com solugdo 2 M de NaOH, sendo extraido com CH2Clz. A fase organica foi
lavada com sol. conc. de Na2COs e salmoura, seca com NaSOg anidro, filtrada e concentrada a vacuo,
obtendo-se mCam1 (0,0092 g; 0,03 mmol) em 50 % de rendimento.

(E.9.1) RMN H (300 MHz; CDCls): & 8,98 (s, 1H); 8,71 (s, 1H); 7,43 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 6,65 (dd, J =
8,9 e 2,5 Hz, 1H); 6,51 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 3,51 (g, J = 6,1 Hz, 2H); 3,46 (q, J = 7,2 Hz, 4H); 2,93 (t, J =
6,1 Hz, 4H); 1,24 (t, J = 7,1 Hz, 6H)

(E.9.2) RMN 13C (75,46 MHz; CDCls): 6 163,5; 162,7; 157,6; 152,5; 148,1; 131,1; 110,2; 109,9; 108,3;
96,5; 45,0; 42,8; 41,8; 12,4.

3,3’-(etano-1,2-diilbis(azanilideno))bis(etan-1-il-1-ilideno))bis(2H-cromeno-2-ona)
(Cim1-simplificado)
0) (0]

N \N/\/N\ NN

0" 70 Em um almofariz foram adicionados a cumarina Cum3 (0,0754
g; 0,4 mmol) e a etilenodiamina 4 (13 pL; 0,2 mmol), que com o auxilio de um pistilo foram maceradas
por alguns minutos, observando a formacédo de um sdlido amarelo. A purificagdo do Cim1-simplificado
foi realizada por cromatografia em placa (CH2Cl2), porém a purificacdo nao foi completamente eficaz,
apresentando resquicio do reagente de partida Cum3. O produto Cim1-simplificado (0,0080 g; 0,03

mmol) foi obtido em 13 % de rendimento..

68



8. Anexos

i
L
i
©
fre) [Lh]
o~ I
-
|
[ ]
=
L]
|
[ ¥
= -
= -
[at] (4]
| T 1 1 1 1 I I I I I I | L] ] I
75 20 6.5 6.0 2.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
f1 (ppm)

Espectro 1.1. Espectro de RMN H (600 MHz, CDClIs) do acido de Meldrum 2.



Anexos

o
o™ —
w (8]
© |
“ ™ O m
- S o
0 T .l
[ie] |
T A L L i LA
T T 1 T | T | T r T r T 1 T 1 T | T | T r T T T 1 T | T | T | T r T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 ag 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

Espectro 1.2. Espectro de RMN 13C (150 MHz, CDCls) do acido de Meldrum 2.
70



Anexos

Lel—

BFE—

L5 E—

1.28 1.24

1.32

3.56 3.54 3.52 350 348 346 344

2578~
£5°9-"

EFL—
gFL—

0.70 6.63 6.60 6.35 6.50

0.75

7.45 7.40

7.50

Egg— —

regl—

Fae'o

o
W o
oo
——

Er07L

Fooy

590

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.3 6.0 3.5 3.0 4.5 40 3.5 3.0 2.3 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

10.5 9.5

11

12.5

Espectro 2.1. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDClz) de Cum1.

71



W e =3 o W T
LD =F 00 00 O — : -
0 D LD WD WD o oo
NN VL

I s A T T

T T T T T T T ¥ I T T ¥ I T T ¥
170 160 150 140 130 120 110 100
f1 (ppm)

Espectro 2.2. Espectro de RMN 13C (75,46 MHz, CDClz) de Cum1.

T
a0

774
-
77.0
-76.6

a0

453

Anexos

12.3

72



Anexos

[FRY B .

/|

L]

&
L]
fl (pprn)

9.5

9.0

8.5

8.0

Espectro 2.3. Espectro de RMN HSQC (600 MHz, CDCIz) de Cum1.

73



Anexos

f1 (ppm)

100
— ! i "1 110
120
130
140
150

[ ] C | 160

[l

D 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Espectro 2.4. Espectro de RMN HMBC (600 MHz, CDCls) de Cum1.
74



Anexos

el —
el —

¢ b —
9z =

GRS
Z0E—
POE—
50°e-"

b E~
P E—
aFE—
GFE-"

1.25 1.23 1.21

1.27

3.0

31

3.2

3.3

g M

3.4

3.5

L2 L
eT FW
T
T
8zl
821

G o~
088

lg'g—
299"

00— o

P e~
G9°8—

e’ L—

GE L

J

T
6.55

LEG— —

6t
05'S
19°g
P99t

55'8
82'L

9E L5 —=

mm.m\

FZsel

B ety

Eoigy

= 80l

= 00

0.0

2.0 1.5 1.0 0.5

2.5

3.0

3.5

7.5 7.0 6.5 6.0 3.5 3.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

8.0

115 11.0 10,5 10,0 9.5 9.0 8.5

12.0

Espectro 2.5. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIz) de Cum1-carboxilato.

75



Anexos

— 0
- =
[Ty Ty]
= =T
S ©
oy
<SS & i
- - &0 ||
[ Sy
I
— D O oo W
S oMo = o™
F- (3 F-- 0D ! —
[Ty Mol % :E
NS N >
T T T T T T T T T J T T T T T J T T T r T ' T T T T T T T T T ' T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 an an 70 60 al 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

Espectro 2.6. Espectro de RMN 3C (75,46 MHz, CDCIlz) de Cum1-carboxilato.
76



Anexos

000—

M L

LA
< A
r o 52'1
I 9z'1
5T 11—
L&
&
. B9z—
3
-
9P E—
-2
LrE— |3
[==]
-
Ly g~
LPe"
19°9
N@@M
£9°'9
£9°9
BE L—
W i—

£.35 6.50

6.60

7.400 7.390

7.410

b E
aye

BfE

.

L3

=pLE

=G

=g0'}
=801

=£01

=001

9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

9.5

10.0

Espectro 3.1. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIz) de Cum2.

77



Anexos

— om
™ o
[ ]
[y
‘-._4‘_"
=
o~
[os] —
o
=T
o0 -
ENRE = b &
; — o
[ RV m s g g b ]
©owy 7 70 P
@
A s
w
-
[Ty
@
I
T 1 T r T | T T T I T 1 T r T | T T T I T 1 T r T | T 1 T I T 1 T r T | T 1 T r T 1 T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

Espectro 3.2. Espectro de RMN 13C (75,64 MHz, CDCls) de Cum2.

78



Anexos

eLZ—

00— A

28 L~
£ L—
o
gl
98 i~
L8 L~
8g L
BE L—

@ Oy 00 - - (0 @O WD W 00
0@ EEOo oo Oooo
[ e e el Sl Sy Sy Sy
R A A B Tt

7.67 7.65 7.63 741 7.39 7.37 7.35 733

7.69

8ZLY
L
EE L
SE°L
GEL
gE°L
LEL
BE'L
BELT
8L
oL
8L
9L
8L

884
L84
L84
BE°L
69°L
6L

e

Fa80'E

Floe
Fioz

=001

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

3.5

4.0

8.5 8.0 7.5 70 6.3 6.0 3.5 5.0

9.0

Espectro 4.1. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIz) de Cum3.

79



Anexos

—134 .37
—130.19
~124 .94
“-124 48
~118.20

116 .65

4

147 45

I =N

= o0 =T

P - @O w0

P~ P~ I~ o
L] [55)
' Ll

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 ; (100] 1] 80 70 60 50 40 30 20 10 a
1 (ppm

Espectro 4.2. Espectro de RMN 13C (75,64 MHz, CDCl3) de Cum3.

80



Anexos

el

£V £~
b £~
9y £
e’

1.23

1.25

3.65 3.60 3.55 3.50 3.45

3.70

el
vel
A

08 9~
089"

P9 9~
59'9—
99'9—
99'97"

Wi

by L—

00 0-— —3

S

0.64

6.22

0.36

6.60

743 742

7.44

oeg— —

03’9
059
[
590
999
99'9
LT i~
[
vv..__.uv.
LB
006—

=9}

B are
= Gl'p

= 10
= £0¢

= 50°¢C

= 00¢
= 88}

8.5 8.0 7.3 7.0 6.2 6.0 5.0 3.0 4.3 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

9.0

Espectro 5.1. Espectro de RMN H (300 MHz, CDClz) de Cam1.

81



Anexos

Mmoo m
P~ P o
[ Sy
-\._\__\_;r{‘J
w2
for]
[¥y]
<
[
o |
e s iy =T
0 P~ O 0 ha %
0 W0 W W s o |
_——— — — O OO s
R oom o = ™~
-=2 © | o
]
SNE e |
JJ I A N ] ] "
I T r T r T 1 T 1 T | T I T r T r T 1 T 1 T | T I T r T T T 1 T I T | T
170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

Espectro 5.2. Espectro de RMN 13C (75,64 MHz, CDCIz) de Cam1.
82



Inkn =iy

2066 4
15ab
.85
1.7e5 4

1E=E -

1165 4
1.0e5 4
30k
B0
Ted |
G0
5led
4 0ed
304
204

1.0ed 4

415218

153152
azras F1EI0M 3012987
50678 206 302 753776 |IEE
H L Y R O T ¥

4371332

438157

4127384 473260
[

E4T 2553

bapaoal

549 3513
541 T

ek Ll

5692374

S70.2406

BT 2429

sg gy 21108
! | B43.2913

695.2308
WL i b !

33437
L

0.0

150 EiT 0 £ 0 400

L]

500

]

B ERD 0 Tol) B0

MassiCharge, Da

Espectro 5.3. Espectro de massas de alta resolugéo (ESI-MS) de Cam1.

%)

L7

Anexos

83



Anexos

|/

E6' 1 —

pE L —

561 —

196 1.95 1.94 193 182 191 12 125 124 1.23 122

1.97

LA
vl
ST

e~
G E—
9F £~
B £

00— —
_—
Z6'|
£6'1
PB L -
56|
96 |
P g
G E
9p g
I 8FE
m £5'E M
v5 e
5GE
® 9g'¢
']
s
R
ps'9
bG'9
89’9
89'9 IU
699
0.9
LT L~
)
mﬁv
2L8n
568 ||u
@mmv
168

=B89°C1

I T

- 8¥'8
Sy

Eobe
L0

E 60¢

= 002
el

0.0

1.0 0.5

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

8.5 8.0 7.3 7.0 6.2 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

9.0

Espectro 6.1. Espectro de RMN H (300 MHz, CDClz) de Cam?2.

84



Anexos

T7.2
-77.0
V768

4

3
o
m©noo = o~
0o - 0N D © -
O 0 WD W sf A = [ar]
- I 9 L@
@
o~
b i
T T T T T ¥ I T T T T ¥ T T T T T T T T T ¥ I T T T T ¥ T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)
Espectro 6.2. Espectro de RMN 13C (75,64 MHz, CDCIz) de Cam?2.
85



5 85 -
5265
5.0e5
435
4 ki
4805 4
4.2e5

4.0ab

Inkn=iy
ra
&
in

1.6a5
1.4aE
1.2e5 4
1.0e5
5004 4
E.0ed
4.0ed -

Z

0 pelt™

1101530

§G23TI0

J— 553 2752

L152107 (4322372 — -
”52-33{ 430 1362 5552 Bail
" I

L

Bl3 2517

524.18551

5852567
E37.3030
£
FEIEE 5532840
L B b,

200

20

&3 450 53 550

Meze Thange,

Espectro 6.3. Espectro de massas de alta resolucéo (ESI-MS) de Cam2.

&0 [
C=

)

Anexos

86



Anexos

Lol

000~ 1

¥ L

BLE—

08 ¢—

28 e

gLe—

g8lE—

275

2.80

3.14

3.18

3.22

JLA

56 v— |

LEG— =

88 L— —

Fszz

=006

Frlz

“Zl'Z

—

%hm_n_

3.0 2.3 2.0 15 1.0 0.5 0.0

3.5

f1 (ppm)

0 6.3 6.0 3.3 3.0 4.5 4.0

73

Espectro 7.1. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIs) de 4-Boc.

87



Anexos

I
[eu]
o
=T @
o o
— oG = =
T - - D kl /
- F- - -
b
™~
= =
—_ 5]
1 [F]
| . A |
T T T T T u T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T u
160 150 140 130 120 110 100 a0 a0 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Espectro 7.2. Espectro de RMN 13C (75,64 MHz, CDCIs3) de 4-Boc.

88



Anexos

[

2’
Ghe—
e~
BP'E

1.22

1.25

3.55 350 345 340 3.35 330 1.28

3.60

058~
Lge-

E98~
o e
998~
L98

T
6.50

L05—

T
6.55

6.65

I 99 iﬁ
196

LTL~

A M

sy L

0L8—
158—

I

I 059
E.mk

-2 £9'9 M_
ﬂ.@”mw

Bilg
Fivs
w157

Fero

E50L

=001
F660

3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0

3.5

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

9.0

Espectro 8.1. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCI3) de mCam1-Boc.

89



Anexos

e EL—

BE'BE—

85917
00°LL~
2y LY
GE'6L-

£l'6E—
PO b

b s —

Bl LE— —

L8801~

L I E——

Bl LEL—

Flapl-"

E1°2G |~
0085 |~
EG LG —
55291

iB'ED _.M

I

160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 &0 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

170

Espectro 8.2. Espectro de RMN 3C (75,46 MHz, CDCls) de mCam1-Boc.

90



Anexos

L6 E—

6 C—

§6C—

SFE—

293 2.91

2.95

000— 4

B804

Feee

261
I Fees
e
g
. 059
1 159
™ £9'9 _
E.@M E90'}
99'9 =)
L9'9
AN
WHW [

LLa— |ur%;
86'8— Feoy

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

3.5

8.0 8.5 8.0 75 70 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

9.5

Espectro 9.1. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDClIz) de mCam1.

91



Anexos

8597
00445
A

L~
PR

GECl—

50 871~
05 251 —
09 L5k~
pL 294

PG E9 I

150 140 130 120 110 100 an 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

160

Espectro 9.2. Espectro de RMN 13C (75,46 MHz, CDCl3) de mCam1.

92



