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RESUMO

O trabalho atual discute o estudo de reagdes em tandem, caracterizadas pela
clivagem da ligacdo C-O na reacdo de despropargilacdo e a eliminagcdo 1,4 de
substratos pro-fluoréforos da 4-metilumbeliferona, que contém o nudcleo O-
propargilbenzil com diferentes substituintes aromaticos, mediado por Pd(ll) em agua
a pH 7,4, com foco no efeito eletrénico dos grupos substituintes. A sintese dos
substratos das reag¢des desejadas foi realizada em cinco etapas, com rendimentos
que variam de moderados a altos, e suas caracterizagdes foram feitas através de RMN
de 'H e 13C. Os estudos de efeitos eletrénicos foram conduzidos por meio de cinéticas
de reacgdo utilizando técnicas espectroscopicas de absorgdo na regido UV-vis,
fluorimetria € RMN de 'H. Esses estudos mostraram a interdependéncia das
constantes de velocidade observadas com os valores da constante do substituinte
previstos na equacgao de Relagao Linear de Energia Livre de Hammett, assim como o
aumento da estabilidade do grupo de saida no estado de transigdo por substituintes
que retiram elétrons. Além disso, ao variar as concentragdes de reagentes para a
reagcao de O-despropargilagao para o substrato O-propargilbenzil alcool contendo o
substituinte nitro, observou-se que a reagao é de 12 ordem em relagao ao substrato

propargilico e de 12 ordem em relagao ao paladio.

Palavras-chave: Reacao de O-despropargilacdo. Reagao de eliminagao 1,4. Quimica
Bio-ortogonal.






ABSTRACT

The current work discusses the study of tandem reactions, characterized by the
cleavage of the C-O bond in the despropargylation reaction and the 1,4 elimination of
pro-fluorophoric substrates of 4-methylumbelliferone, which contain the O-
propargylbenzyl core with different aromatic substituents, mediated by Pd(ll) in water
at pH 7.4, with a focus on the electronic effect of the substituent groups. The synthesis
of the desired reaction substrates was carried out in five steps, with yields ranging from
moderate to high, and their characterizations were made through 'H and *C NMR.
The studies of electronic effects were conducted through reaction kinetics using
spectroscopic absorption techniques in the UV-vis region, fluorimetry, and 'H NMR.
These studies showed the interdependence of the observed rate constants with the
values of the substituent constant predicted in the Hammett Linear Free Energy
Relationship equation, as well as the increase in the stability of the leaving group in
the transition state by electron-withdrawing substituents. In addition, by varying the
concentrations of reagents for the O-despropargylation reaction for the O-
propargylbenzyl alcohol substrate containing the nitro substituent, it was observed that
the reaction is of 1st order with respect to the propargylic substrate and 1st order with

respect to palladium.

Keywords: O-depropargylation reaction. 1,4 elimination reaction. Bio-ortogonal
Chemistry.
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1 INTRODUGAO

O uso de reagbes bio-ortogonais como ferramenta na ativacdo de pro-
farmacos, na implantagao de sondas ou na marcacgao e ativacao de proteinas, marcam
a transigcao de reagdes realizadas em bancada para o meio biolégico complexo. Tais
reagoes, conforme compreendidas, possibilitam entregar farmacos as células de
interesse pela liberacdo controlada da espécie ativa ou acompanhar processos
biolégicos com maior precisdo por meio de metodologias de marcagdo com grupos
fluorescentes.

Compreende-se como quimica bio-ortogonal o desenvolvimento de reagdes
quimicas ortogonais, que quando aplicadas in vivo, sao seletivas e rapidas suficientes
(k>1 L mol' s') para ndo reagirem e nem interferirem com o meio bioldgico, além de
envolverem o uso de reagentes e solventes atdxicos para as células e o organismo
de interesse. As reacgdes bio-ortogonais podem assumir um carater associativo ou
dissociativo, podendo ser mediadas por outra espécie ou condi¢cdes reacionais. Por
exemplo, comumente a liberacdo de pequenas moléculas, como a de farmacos,
ocorre através de reagdes bio-ortogonais dissociativas pelo encontro de duas
moléculas, como as reagdes de Diels-Alder de demanda inversa de elétrons (IEDDA),
ou pela clivagem de grupos protetores mediada por espécies metalicas.

Entre as reag¢des bio-ortogonais dissociativas, a clivagem de ligagdes C-O, C-
N e C-C por meio da reagédo de despropargilagdo mediada por paladio (Pd) € uma
ferramenta promissora para a ativagao de pro-sondas fluorescentes e pro-farmacos.
Em virtude ao potencial catalitico e a seletividade de espécies de Pd em relacao a
esses grupos protetores, é possivel temporariamente suprimir a fungdo bioldgica
dessas espécies e libera-las sob demanda do catalisador metalico. Essa abordagem
proporciona um maior controle espago-temporal das espécies durante o processo de
administracao de pro-farmacos e do catalisador metalico.

Além disso, a inser¢ao de espagadores autoimolativos, entre o grupo protetor
e o farmaco, tém gerado grande interesse devido ao controle espago-temporal
adicional que eles oferecem, ou seja, apds um periodo de ativagao por uma reagao
bio-ortogonal, ocorrem uma ou mais etapas de eliminagées que podem desencadear
a liberacdo de uma ou mais espécies em locais de interesse e/ou de forma simultanea.

Tais espacadores sdo espontaneamente removidos por reaces de eliminacgao do tipo



17

1,4 e 1,6 ou por ciclizagdo. Estudos de relagdo estrutura-atividade com esses
espacadores autoimolativos apresentam oportunidades para pesquisa, dado o
conhecimento ainda incipiente sobre os efeitos eletrénicos nas reag¢des de eliminagao
1,4 e O-despropargilacdo mediada por Pd.

Em virtude desta lacuna, neste trabalho serdo empregados grupos O-
propargiloxibenzilicos contendo substituintes distintos como grupos protetores do
fluoréforo 4-metilumbeliferona, que € um agente modelo para 0 acompanhamento e
avaliagao dos perfis cinéticos derivados da reacdo de desprotecdo. Os parametros
cinéticos e o conhecimento de conversao e formacao de subprodutos foram obtidos
via técnicas espectroscdpicas de absorgédo na regido do UV-vis, de RMN de 'H, e de
fluorescéncia, sob condigbes fisiologicas para a simulagdo do comportamento da
reagdo em meio bioldgico.

Via estudos cinéticos e relagdes lineares de energia livre, obtidos a partir da
reacao de O-despropargilacdo e da ativagao de pro-fluoréforos inéditos contendo
substituintes aromaticos distintos, busca-se otimizar e compreender os efeitos
eletrdbnicos na velocidade de reacdo e, consequentemente, a compreensao
mecanistica das reac¢des de eliminacao 1,4 e de O-despropargilagcdo dos substratos
propostos. Nesse sentido, a hipdtese € que se a velocidade de quebra da ligacéo
carbono-oxigénio via eliminacao 1,4 dos grupos O-propargiloxibenzilicos for a etapa
determinante, entdo a recuperacdo de fluorescéncia de derivados O-
propargiloxibenzilicos da 4-metilumbeliferona podera ser otimizada em fungdo dos
efeitos eletrénicos de substituintes distintos, de modo que o intermediario reacional

sofra eliminagdes de 1,4 com maior velocidade e espontaneamente.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 QUIMICA BIO-ORTOGONAL

A partir dos desafios de imageamento e acompanhamento de processos
celulares, originou-se uma nova subarea do conhecimento, segmentada da biologia
quimica e estabelecida como quimica bio-ortogonal. Reagbdes consideradas bio-
ortogonais sao transformagdes quimicas seletivas, com altas velocidades de reagéo
e com reatividade “ortogonal” aos processos bioquimicos (BIRD et al., 2021;
SLETTEN; BERTOZZI, 2009). Atualmente, suas contribui¢cdes a ciéncia vao além de
sua proposta inicial, como no desenvolvimento de novas estratégias para o combate
de doengas (LATOCHESKI et al., 2020; PORTE et al., 2021; Yl et al., 2022).

O termo “bioorthogonal chemistry” foi cunhado por Carolyn R. Bertozzi em
2003 (HANG et al., 2003), desde entdao houve um aumento consideravel no niumero

de publicagdes, como ilustrado na Figura 1.

Figura 1 - Numero de publicagdes contendo o termo "bioorthogonal chemistry" em
funcao do tempo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em 2022, a Academia Real das Ciéncias da Suécia laureou a Dra. Carolyn R.

Bertozzi, o Dr. Morten Meldal e o Dr. K. Barry Sharpless pelo desenvolvimento da

" Termo originalmente cunhado por Barany e Merrifield (1977), como grupos protetores que
poderiam ser removidos independentemente da ordem e na presencga dos outros, e expandido para
outras areas além da sintese. Para mais detalhes, consultar o artigo de revisdo de Wong e Zimmerman
(2013).
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quimica click e da quimica bio-ortogonal (traduzido livremente a partir de “for the
development of click chemistry and bioorthogonal chemistry”, “The Nobel Prize in
Chemistry 2022”, [s.d.])), em reconhecimento a praticidade das estratégias propostas
e as contribuicbes que estudos subsequentes trardo para a sociedade. Dentre as
contribuigdes da quimica bio-ortogonal no periodo entre 2010 e 2020, a incorporagao
de grupos bio-ortogonais em biomoléculas, como proteinas, DNA, RNA, lipideos,
carboidratos, glicanos e outros, possibilitou 0 acompanhamento mais eficiente de

processos biolégicos (BIRD et al., 2021).

2.1 APLICACOES DA QUIMICA BIO-ORTOGONAL

O uso de proteinas fluorescentes geneticamente modificadas, como a
proteina verde fluorescente (green fluorescent protein, GFP), tornou-se uma das
principais abordagens para seletivamente visualizar organelas em célula sob
microscopico 6ptico (LIN; YANG; NEW, 2021; NIENHAUS, 2008). Com o avango das
técnicas de clonagem e expresséo de genes especificos em células alvos, o uso da
GFP em proteinas de interesse se tornou rapidamente uma inovagéao tecnoldgica em
imageamento celular. Contudo a introdugdo de proteinas a organelas pode vir a
interferir em processos biolégicos, tornando a técnica inviavel para imagear
biomoléculas individualizadas, como lipideos, acidos nucléicos e glicanos (SLETTEN;
BERTOZZI, 2009).

Inspirado por esses desafios, a adaptacao de reagdes ao longo do século e o
desenvolvimento de novas reacdes surgiram para atender as demandas cientificas, e
tiveram um papel fundamental no desenvolvimento da quimica bio-ortogonal, que por
sua vez tornou-se um arcabouco de ferramentas para diversas outras modificacoes e
aplicagbes (Figura 2), entre elas modificagdes de proteinas (STUMP, 2022; WU,;
CHENG, 2023), ativagdo de moléculas (LATOCHESKI et al., 2020), modificagéo de
glicanos (KUFLEITNER; HAIBER; WITTMANN, 2023; YI et al., 2022), e no
imageamento celular (JIN et al., 2023; NGUYEN; PRESCHER, 2020; ZHAO et al.,
2004) e na ativagao de pré-farmacos (SHU et al., 2021; WANG et al., 2021; WU et al.,
2022).
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Figura 2 — Representacdes ilustrativas de usos da quimica bio-ortogonal em (A)
Modificagde de proteinas, glicanos e na ativagdo de moléculas in vivo e (B) suas
aplicagdes na ativacao de pré-farmacos e no imageamento celular.
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Entre as aplicagbes, o tratamento de doengas cancerosas usando a quimica
bio-ortogonal € uma das tecnologias mais promissoras provindas da area (DONG et
al., 2022; JI et al., 2019; SABATINO; UNNIKRISHNAN; BERNARDES, 2022; WU et
al., 2022). Nesta abordagem, recorre-se frequentemente ao uso do termo “pro-
farmaco”, agente terapéutico inativo e derivado sintético de um farmaco de interesse
(Figura 3A). Na forma de pré-farmaco ha uma ligacao que pode ser quebrada entre o
farmaco (ou protétipo de farmaco) e outra molécula sensivel a um gatilho externo. A
ativacdo da molécula alvo pode ser mediada pela catalise de metais de transigao
(LATOCHESKI et al., 2020; SABATINO; UNNIKRISHNAN; BERNARDES, 2022) ou
por influéncia de uma segunda molécula bio-ortogonal (WU et al., 2022).
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Figura 3 — llustragcdo esquematica sobre (A) Modificagcao sintética de um farmaco
convencionalmente, sob condi¢cdes reacionais controladas, e a posterior ativacdo do
pré-farmacos em sistemas biolégicos e apds um gatilho abiético. E exemplos
genéricos da liberagao de farmacos por reag¢des bio-ortogonais mediadas (B) por
metais de transi¢cdo ou (C) por uma molécula abidtica.
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As vantagens do uso de pré-farmacos podem ser resumidos em (RAUTIO et
al., 2018): aumento na solubilidade aquosa do composto, melhora na permeabilidade
passiva ou no transporte por proteinas pela membrana celular, aumento na
estabilidade metabdlica, tempo de acgédo prolongada e amenizagdo de efeitos
adversos. Por meio dessa abordagem, a quimica bio-ortogonal possibilitou o
desenvolvimento de novos pré-farmacos, ampliando o numero de moléculas
candidatas para o tratamento de novas doencgas, e acentuando a seletividade de
tratamentos convencionais as células de interesse, que por sua vez servem como

incentivos para a modernizagao dos tratamentos convencionais (MEGHANI; AMIN;

LEE, 2017).
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2.2 O DESENVOLVIMENTO DE REACOES BIO-ORTOGONAIS

Segundo a pesquisadora Carolyn R. Bertozzi (2011), o primeiro trabalho de
desenvolvimento de uma reagao bio-ortogonal foi o de Rideout e colaboradores
(1990). Os autores racionalizaram uma reacgao bio-ortogonal a partir de uma reagao
protétipo (reagdo de condensagao entre hidrazinas e aldeidos), e a adaptaram as
condigbes biologicamente compativeis, i.e., conduziram-se experimentos iniciais em
solugdes tamponadas a 37 °C, e prosseguiram para estudos in celula (RIDEOUT et
al., 1990). O estudo sistematico e a obtengcdo dos parametros fisico-quimicos é
essencial para avaliar a bio-ortogonalidade de uma reagado, afim de evitar falsas
hipéteses na transposicdo do meio controlado reacional para o meio bioldgico
complexo (SLETTEN; BERTOZZI, 2011).

A sequéncia dos experimentos sugeridos para o desenvolvimento de uma
reagao bio-ortogonal encontra-se ilustrada na Figura 4 (SLETTEN; BERTOZZI, 2011),
e discutida a seguir. A primeira etapa (Figura 4, 1)) corresponde a identificacdo de
uma reagao prototipo, no qual os reagentes A e B devem ser inertes e estaveis as
condigdes biolbgicas e apds algum “gatilho”, i.e., agdo de um catalisador ou de outro
reagente, forma-se o produto C, que por sua vez pode ser um fluoréforo, biomolécula

ou farmaco.

Figura 4 — Estudo sistematico para a adaptacdo de uma reagao prototipo, e seu
comportamento sob condi¢des biologicamente compativeis.

4-7) Analise da reacédo sob diferentes condi¢cdes
1) Reagéo protétipo
A+ B — C

2) Estudos cinéticos

H,O
A + B | — C
3) Modificag6es estruturais

H,O
X + Y = | >y C

8) Incorporacao em sistema vivos

Fonte: Elaborado pelo autor
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A segunda etapa (Figura 4, 2)) é a compreenséao da reatividade dos reagentes
e dos intermediarios formados, e também do mecanismo reacional. Os estudos
cinéticos devem ser conduzidos sob condigbes pré-biolégicos, ou seja, em solugdes
aquosas tamponadas, sob temperaturas biologicamente compativeis, e contendo o
minimo de cossolvente necessario para os estudos iniciais. Posteriormente,
modificagdes estruturais dos substratos A e B para X e Y devem ser realizadas (Figura
4, 3)) de forma racional, para contornar problemas de reatividade ou de solubilidade,
evitando-se baixas conversdes e longos tempos reacionais. Nesse sentido, o artigo
de revisao de Oliveira et al. (2017) enfatiza a importancia das estruturas do dieno e
do diendfilo da reacdo de Diels-Alder de demanda inversa (Figura 5A), e a influéncia

dos efeitos eletronicos de ambos (Figura 5B e 5C).

Figura 5 - Representagcao esquematica do mecanismo de uma reagao IEDDA (a), e a
influéncia da estrutura, por meio de efeitos eletrénicos, na velocidade da reagao (b)
do dieno e (c) do diendfilo.
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Fonte: Adaptado de Chemical Society Reviews, v. 46, n. 16, p. 4895-4950.

Posteriormente, aumenta-se gradualmente a complexidade do meio reacional,
para meios contendo aminoacidos e acgucares (Figura 4, 4)), meios contendo
biomoléculas provenientes de células lisadas (Figura 4, 5)), células vivas (Figura 4,

6)), e, por fim, em organismos multicelulares, como peixes zebras ou ratos (Figura 4,
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7)). Avaliar o comportamento da reagao em fungdo do meio reacional abre janela para
considerar modificagdes estruturais adicionais, e ainda, analisar se ha alguma
preferéncia onde a reacédo sucede, de forma intracelular ou extracelular, em células
cancerigenas ou saudaveis, em alguma organela celular, etc. (SLETTEN; BERTOZZI,
2011).

Por fim, as reagbes bio-ortogonais devem ser biocompativeis, possuirem altas
taxas de converséo, seletivas aos grupos funcionais ou as moléculas envolvidas na
reagéo, inicialmente atoxicos e biologicamente inertes, e de engenharia acessivel.
Podem ser de carater dissociativo ou associativo (TU; XU; FRANZINI, 2019), e
subdividas em reag¢des mediadas ou livres de metais de transicdo. Entre as reacdes
bio-ortogonais com elevada aplicabilidade na manipulagdo estrutural e funcional de
biomoléculas, estio: cicloadicbes 1,3-dipolar entre azidas e ciclo-octinos e entre
nitronas e ciclo-octinos, na formacdo de oxima/hidrazona a partir de aldeidos e
cetonas, na ligagao da tetrazina, em reagdes de acoplamento carbono-carbono ou de
desprote¢cées mediadas por metais (BEUTICK; VERMEEREN; HAMLIN, 2022;
CHINOY; FRISCOURT, 2023; PATTERSON; NAZAROVA; PRESCHER, 2014;
SABATINO; UNNIKRISHNAN; BERNARDES, 2022; WU et al., 2022).

2.3 REACOES BIO-ORTOGONAIS MEDIADAS POR METAIS DE
TRANSICAO

A utilizagcao de metais de transicao, seja na forma de complexos metalicos ou
de nanoparticulas, € amplamente explorada em diversas areas de aplicacao, tais
como no desenvolvimento de catalisadores, agentes quimioterapicos (MEl et al., 2020;
ROMERO; SADLER, 2014; ZHANG et al., 2023), na catalise assimétrica (ZHANG;
HU; MORKEN, 2021), catalise por atomos isolados (MURZIN, 2023; SAMANTARAY
et al., 2021), catalise suportada em redes metalorganicas (CHEN et al., 2021), na
quimica verde (COLACOT; LIPSHUTZ, 2022), entre outros (RASMUSSEN, 2020).
Apesar da sensibilidade dos metais de transicado a ambientes biolégicos, devido aos
processos de desativagdo por meio da interacdo de glutationas, tidis ou bases
nucleofilicas in celula, grandes esforcos tornaram possivel o desenvolvimento de
novas reacdes bio-ortogonais, e observou-se que as velocidades de reagoes,

modificagcdes possiveis, propriedades cataliticas, etc., observadas quando tais
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compostos sdo empregados, sao caracteristicas unicas desses sistemas (DESTITO
et al., 2021; SEOANE; MASCARENAS, 2022).

As reagbes bio-ortogonais mediadas por metais de transicdo podem ser de
carater dissociativo ou associativo (TU; XU; FRANZINI, 2019), conforme ilustradas na
Figura 6. Em geral, na quimica bio-ortogonal os metais ruténio (Ru), paladio (Pd),
cobre (Cu), ouro (Au) e platina (Pt) sdo os mais recorrentes na literatura, devido a alta
seletividade e biocompatibilidade das reag¢des, na forma de gatilhos (Figura 6B), como

comentado no topico 2.1, ou em reac¢des de acoplamento (Figura 6A).

Figura 6 — Exemplos de reagdes bio-ortogonais (A) associativas e (B) dissociativas
mediadas por metais de transicao.
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» Eliminag&o de pentinal mediada por platina:

As reagbes bio-ortogonais dissociativas sao projetadas com o intuito de
quebrar uma ligacao quimica especifica, além de preservar temporalmente as fungdes
biolégicas de uma molécula por meio de um grupo protetor, e posteriormente, a
liberagcdo sob demanda das moléculas de interesse (TU; XU; FRANZINI, 2019).
Enquanto que a finalidade das reagdes bio-ortogonais associativas € a formagao de
uma ligagcdo especifica, entre aminoacidos n&o naturais, grupos funcionais
introduzidas em biomoléculas, ou residuos de aminoacidos naturais (PATTERSON;
NAZAROVA; PRESCHER, 2014). Ressalta-se ainda que ambas as definicbes podem
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ser usadas para reagdes mediadas ou livres de metais de transicdo. Embora nao
exista um consenso na academia cientifica de que reagdes com ou livres de metais
sao mais promissoras, 0 uso de catalisadores metalicos permite que mais de uma
modificagdo bio-ortogonal seja mediada por uma Uunica espécie catalitica
(LATOCHESKI et al., 2020).

O envenenamento ou degradacao de catalisadores por grupos acidos,
basicos, coordenantes e redox presentes nos meios bioldgicos, e a toxicidade
intrinseca, sdo agentes limitantes no uso de espécies metalicas em reacgdes bio-
ortogonais (KODAMA et al., 2007). Para contornar tais limitagbes torna-se necessario
o desenvolvimento de novas reagbes prototipo, novos ligantes ou estabilizantes,
aprimorando ainda a permeabilidade destes compostos pela membrana celular, sua
estabilidade, o numero de ciclos cataliticos reacionais (numero de conversédo ou TON),
a nao perturbacdo das funcdes bioldgicas, e serem seletivos e suficientemente
velozes para minimizarem reagdes paralelas e efeitos adversos (DESTITO et al.,
2021).

Apesar das dificuldades supracitadas, os metais de transicdo em sistemas
biolégicos tornam possiveis modificagdes quimicas seletivas, sob condigdes
biologicamente compativeis, que seriam impossiveis de serem realizadas na sua
auséncia ou por outros meios (ZHANG; FAN, 2022). Ademais, quando na forma de
catalisadores, como nanoparticulas, enzimas sintéticas, complexos metalicos, etc.,
proporcionam reagdes novas a natureza em meios bioldgicos, diferentes das reagbes
enzimaticas naturais as células, como na produgao de agentes bioativos com controle
espaco-temporal (REBELEIN; WARD, 2018; WANG et al., 2021). Dessa maneira, a
regeneragao e o reuso in vivo de um catalisador metalico permitem que varias
moléculas bioativas sejam preparadas sob concentragdes baixas de metal, tornando
a abordagem mais efetiva que o emprego de reacgdes bio-ortogonais nado mediadas
por metais de transic¢ao.

Sob grandes perspectivas, o uso dos metais de transi¢do Ru, Pd, Au e Pt em
reagdes bio-ortogonais e com foco na liberagdo controlada sob demanda de agentes
quimioterapicos, tornou-se uma das metodologias promissoras para o
desenvolvimento de novos tratamentos (SABATINO; UNNIKRISHNAN;
BERNARDES, 2022). O uso de pro-farmacos permite minimizar os efeitos adversos
causados pela quimioterapia, modalidade terapéutica amplamente difundida para
tratar doengas cancerosas (AHMAD et al., 2023; UPADHYAY, 2021), por meio do
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aumento da seletividade as células cancerosas e diminuindo os sintomas causados

pela concentragao de farmacos em células sadias.

2.3.1 Reagoes bio-ortogonais mediadas por paladio

Dentre os metais de transigdo usados na quimica bio-ortogonal, destacam-se
os reagentes e catalisadores de Pd, devido as suas propriedades cataliticas e a
capacidade de mediar diversos tipos de reacdo (SEOANE; MASCARENAS, 2022).
Inicialmente, sabia-se que as reagdes mediadas por esse metal eram tolerantes a
grupos hidroxi (HOR) ou carbonila (R2CO), e sdo versateis para a formagédo de
ligagcbes carbono-carbono (TSUJI, 2004). Entre essas reagdes, os acoplamento de
Suzuki, de Negishi, de Heck, de Sonogashira, e de Stille sdo de notdrio
reconhecimento em inumeras aplicagdes (MILLER et al., 2017). Com base nesses
protétipos de reagdes, surgiu um grande interesse em adapta-las para o meio
biolégico, visando o desenvolvimento de novas reagdes bio-ortogonais.

Dependendo dos ligantes aos quais o paladio esta coordenado, o complexo
metalico pode apresentar atividades citotdéxicas em células de interesse (DAS et al.,
2023; DENISOV, 2023; ZHANG et al., 2023), ou atuar como catalisador atoxico
(CHANKESHWARA,; INDRIGO; BRADLEY, 2014; DONG et al., 2023; MILLER et al.,
2017). No caso de reagoes bio-ortogonais, a segunda abordagem € a mais promissora
devido a baixa citotoxicidade do paladio, além de possuir um maior potencial como
ferramenta para mediar reagdes sob condigbes bioldgicas e em células.

Em 2007, Kodama e coautores modificaram uma proteina do virus do sarcoma
do rato (ou RAS), via reag¢des de acoplamento C-C mediadas por acetato de paladio
(Pd(OACc)2, Figura 7) (KODAMA et al., 2007). Ap6s a incorporagao do aminoacido nao
natural 4-iodo-L-fenilalanina na proteina de interesse, fez-se a insercdo da biotina
(Vitamina B7) propargilada ou alilada por meio das reag¢des de Sonogashira e de
Mizoroki-Heck, respectivamente. Dependendo das condi¢gdes empregadas, como a
concentracao dos aditivos usados, forga idnica, temperatura, e o tempo reacional,
havia variagdes significativas na conversdao e na posicdo preferencial de
funcionalizagédo. Sob condigbes bioldgicas, relataram a primeira inser¢ao de grupos
bio-ortogonais em uma proteina a partir de complexos organometalicos de paladio,

preservando a estabilidade da proteina e com rendimentos de baixo a moderado,
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sendo 3% para a reagao Mizoroki-Heck e 25% para a reagdo Sonogashira,

respectivamente.

Figura 7 — Modificagao da proteina RAS via rea¢do de acoplamento de Sonogashira
e de Mizoroki-Heck.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No mesmo ano, Song e coautores relataram a detecgéo de espécies de Pd° por
meio da clivagem da ligagdo C-O de grupos allilicos (Figura 8A), reacao estilo Tsuji-
Trost (LATOCHESKI et al., 2020). E, trés anos depois, os pesquisadores Santra e
coautores (2010), relataram de forma inédita a deteccdo de espécies de paladio
através da clivagem de ligagdes C-O de grupos propargilicos da pro-sonda
fluorescente (ou pro-fluoresceina) em sistemas in vivo (Figura 8B). Como parte do
experimento, eles incubaram a pré-sonda em peixes paulistinhas (Zebrafish) com uma
concentragédo de 20 ymol L' por 5 dias. Trinta minutos apds a adigdo de cloreto de
paladio (PdClz), os modelos vivos apresentaram fluorescéncia quando observados no
microscopio, com intensidade dependente da concentracdo de paladio utilizada.
Dessa maneira, eles demonstraram o notavel potencial do paladio em mediar reagdes
de O-despropargilacdo e O-desallilagdo de moléculas fluorescentes sob condicoes

biolégicas em sistemas in vivo (SANTRA et al., 2010).
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Figura 8 — Detecgao de espécies de paladio em meios aquosos por meio da reagao
(A) de O-desalilagdo mediada por Pd® (SONG; GARNER; KOIDE, 2007) e (B) de O-
despropargilagdo mediada por Pd" (SANTRA et al., 2010).
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Fonte: Adaptado de Journal of the American Chemical Society, v. 129, n. 41, p. 12354-12355, 1
out. 2007, e de Chemical Communications, v. 46, n. 22, p. 3964-3966, 14 jun. 2010.

Os trabalhos supracitados, pioneiros na utilizacdo do Pd como um metal para
reagcdes de acoplamento C-C em enzimas ou de clivagem de ligagdes C-O em
sistemas biologicos, serviram de motivagdo para o desenvolvimento de novos
sistemas que empregassem o metal na sua forma biocompativel e catalitico
(CHASTEEN et al., 2023; CLAVADETSCHER et al., 2017; DAL FORNO et al., 2023;
DENG et al., 2023; DOS SANTOS et al., 2021; HOOP et al., 2018; LI et al., 2017,
2015; MANCUSO et al., 2020; MARTINEZ et al., 2020; MILLER et al., 2017;
“Neutrophil-Membrane-Directed Bioorthogonal Synthesis of Inflammation-Targeting
Chiral Drugs”, 2020; PEREZ-LOPEZ et al., 2023; RONG et al., 2023; RUBIO-RUIZ;
WEISS; UNCITI-BROCETA, 2016; SANCHO-ALBERO et al., 2019; TEVET et al.,
2021; WANG et al., 2018; WEI et al., 2022).



30

Entre as reagdes mediadas por Pd, as reacdes de O,N-despropargilagdo séo
importantes metodologias bio-ortogonais para ativar pré-farmacos e/ou pré-
fluoréforos, sendo de grande aplicagdo na introdugdo de espécies citotoxicas ou
fluorescentes. A clivagem das ligagbes C-O ou C-N permite a recuperacdo da
atividade desejada em locais que contenham catalisadores a base de Pd (CHO et al.,
2021; LATOCHESKI et al., 2020; LEARTE-AYMAMI et al., 2020; PEREZ-LOPEZ et
al., 2023; SABATINO; UNNIKRISHNAN; BERNARDES, 2022). Em particular, Pérez-
Lopez e coautores (2023) relataram o uso de metalopeptideos contendo a cadeia
peptidica marcada com salicilato de metila complexado com Pd° (Figura 9), como
catalisador homogéneo bio-ortogonal em reacbes de O-despropargilagcdo e de
acoplamento C-C. Por meio de estudos cinéticos das rea¢des de O-despropargilagéo
do pré-fluoréforo ProRes (Figura 9B) e de acoplamento C-C entre o HNIBr e PBA
(Figura 9C), os autores obtiveram maiores constantes de reacéo e conversdes para
produto com metalopeptideos, como os ilustrados na Figura 9A, em comparagao com

os ligantes livres de cadeia peptidica.

Figura 9 — Uso de (A) metalopeptideos de paladio em reagdes de (B) O-
despropargilagao e de (C) acoplamento C-C
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Fonte: Adaptado de J. Med. Chem., v. 66, 3301-3311, 23 fev. 2023.
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Em relacdo ao mecanismo da reagao de acoplamento de C-C em meio
aquoso, até o momento néo foram realizados estudos cinéticos nem o isolamento de
intermediarios. No entanto, propde-se que esse mecanismo deve ser similar ao
acoplamento Suzuki-Miyaura (D’ALTERIO et al., 2021).

Ja em relagdo ao mecanismo das reacdes de O-despropargilacdo, um estudo
conduzido por Coelho e coautores (2019) explorou a reagao sob condigdes bioldgicas,
i.e., em solugdes tamponadas com fosfato com potencial hidrogenidnico (pH) igual a
7,4 e a 37 °C, e com o substrato éter 2,4-dinitrofenilico e propargilico (2,4-dinitrophenyl
propargyl ether, DNPPE, Figura 10A) (COELHO et al., 2019).

Figura 10 — Reacéo de O-despropargilacdo mediada por sais de Pd(ll).
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Fonte: Adaptado de ACS Catalysis, v. 9, n. 5, p. 3792-3799, 2019.

As cinéticas de reagdo de O-despropargilacdo contendo sais de Pd"; como
Pd(OAc)2, tetracloropaladato de sodio (Na2PdCls) e cloreto de paladio (PdCl);
exibiram um perfil bifasico (Figura 10B), ou seja, a primeira etapa (Rx1) correspondeu
a uma reagao rapida com a espécie mais ativa de Pd (kobs = 0,66 h'), enquanto a
segunda etapa (Rx2) envolveu a espécie de Pd menos ativa (kobs = 0,045 h'). Por
meio do monitoramento da reacao por espectrometria de massas de alta resolugcao
com ionizagdo por electrospray (High-resolution electrospray ionization mass

spectromtry, HRMS-ESI), foram identificados intermediarios da reacdo, que
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posteriormente contribuiram para a construgdo de um modelo tedérico do mecanismo
da reacgéao (Figura 10C) por meio de calculos computacionais.

O mecanismo sugerido por Coelho e coautores (2019), tem inicio com a troca
dos ligantes labeis do paladio por dois grupos propargis, seguido por um ataque
nucleofilico anti-Markovnikov da agua, levando a formagdo de um intermediario
enolato. Apds sofrer tautomerizacédo para a espécie cetona, ocorre a eliminagéao §-O
do intermediario cetona, seguida de hidratagdo da cetona a,B-insaturada. Por meio de
calculos computacionais, observou-se pelo perfil energético que a etapa determinante
€ a eliminacado B-O unimolecular, e que a formagcao de nanoparticulas de Pd in situ
seriam responsaveis por uma reagao paralela, mais lenta, formando o mesmo produto.

Recentemente, o trabalho de Dal Forno e coautores (2023) expandiram o uso
do Pd para clivagem de ligagdes C-C, na ativagao de pro-farmacos quimioterapicos
(Figura 11). Os autores observaram com ineditismo a reagao de despropargilagdo do
pré-farmaco da B-Lapachona (B-Lap), protegida com o grupo propargil (Pré-B-Lap),
sob condi¢des biologicamente compativeis. E em ensaios em células e in vivo da Proé-
B-Lap, observou-se a diminui¢cao da viabilidade de células cancerosas e do tamanho
do tumor sélido em ratos, respectivamente, utilizando nanoparticulas de paladio (Il)
(Pd-NPs). Devido a formagédo de B-Lap livre, ha um aumento na concentracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), levando as células cancerosas a um estresse

oxidativo e sua consequente morte.
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Figura 11 — Reagéo de clivagem C-C por meio da despropargilagdo mediada por Pd"
e seu respectivo mecanismo por calculos computacionais de DFT.
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Fonte: Adaptado de J. Am. Chem. Soc., v. 145, n. 19, 10790-10799, 2023.

Por meios de calculos computacionais e do acompanhamento da distancia da
ligacdo C-C a ser clivada, observou-se que, inicialmente, ocorre uma etapa de
hidratagdo do grupo alcino (Figura 11) (DAL FORNO et al., 2023), esta etapa é
semelhante ao mecanismo proposto anteriormente (Figura 10C). Durante o processo
da tautomerizagao do grupo enolato, em que ocorre a desprotonagao, 0 mecanismo
prossegue por uma etapa de eliminagao 1,4, que é responsavel pela liberagdo da

dihidroquinona.
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2.3.2 Mecanismo da reagao de eliminagao espacadores autoimolativos

Para o controle espaco-temporal da liberacédo de farmacos e/ou de fluoréforos,
0 uso de grupos espacgadores que possam ser espontaneamente eliminados se
tornaram componentes essenciais no desenvolvimento de sistemas moleculares
sofisticados e eficientes (WANG et al., 2023). Esses grupos sdao chamados de
espagadores autoimolativos (Figura 12) e possuem ligagcdes covalentes dinamicas
sensiveis a gatilhos externos (etapa de ativagdo), e intermediam a reagdo de
desprotegcdo com a liberagédo (reagdo de eliminagcdo) de uma ou mais espécies em

solugao, de forma sequencial (reagdes em tandem).

Figura 12 — Representagao esquematica do grupo autoimolativo e a liberagéo da
especie ativa via uma etapa espontanea.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Desde 1981, esses espagadores tém recebidos significativa atencao devido
as suas aplicagbes em adesivos degradaveis sob demanda, quimiosensores, e
detectores de compostos toéxicos (GAVRIEL et al.,, 2022), bem como no
desenvolvimento de novos pro-farmacos usados contra o cancer (EDUPUGANTI;
TYNDALL; GAMBLE, [s.d.]). Com a descoberta continua de novas aplicagdes para
esses sistemas moleculares, torna-se necessario a realizacdo de estudos cinéticos
para avaliar a reatividade e o controle espaco-temporal da etapa de eliminacéo
(ALOUANE et al., 2015).

A etapa de eliminagdo pode decorrer da deslocalizagdo de um par de elétrons
de um grupo hidroxi (OH), amina (NH2) ou tiol (SH) por um centro aromatico (Figura
13A) ou, alternativamente, por meio de reagdes de ciclizagao intramoleculares (Figura
13B). Apesar das diferengas, ambos levam a um caminho onde a ultima etapa é
espontanea e irreversivel, devido ao aumento na entropia do sistema, acompanhado
pela formagédo de produtos termodinamicamente estaveis (ALOUANE et al., 2015;
GAVRIEL et al., 2022).
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Figura 13 — Exemplos de espacgadores autoimolativos. A reagao de eliminagao via
deslocalizagéo de elétrons (A) pode ser via: i) eliminacao 1,6; ii) eliminacéo 1,4; ou
iii) descarboxilagdo. Enquanto a reacgao de ciclizagao intramolecular (B) pode
ocorrer via: i) 1,5-ciclizacgéo; ii) 1,6-ciclizacao; e iii) 1,7-ciclizacéo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para fins cinéticos, as constantes de velocidades k1 e k2 das reagdes de
eliminagao estdo associadas as etapas de ativagao e eliminacao, respectivamente
(ALOUANE et al., 2015). E possivel observar que as reagbes de ciclizagdo
intramolecular (Figura 13B) possuem uma etapa de equilibrio (Keq), devido a
reversibilidade entre a forma ciclica e aberta, e que as tensdes angulares e estéricas
influenciam as constantes de velocidade e de equilibrio da etapa de eliminacéo. Por
outro lado, nas reacdes de eliminacao via deslocalizac&do de elétrons, ndo ha etapas
de equilibrio no modelo proposto, e as velocidades das reagcdes dependem dos efeitos

eletrénicos do heteroatomo X, do grupo de saida, e dos substituintes aromaticos. Com
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base em efeitos de estrutura-reatividade, modificagbes estruturais do espagador
autoimolativos podem modular as velocidades de reactes da etapa de ativagao e
eliminacao e, consequentemente, permitem controlar a liberagao espacgo-temporal de
farmacos e/ou de fluoroforos (“Perspectives About Self-Immolative Drug Delivery
Systems”, 2020). No entanto, até o momento, essas relagdes sdo conhecidas apenas
para as reagdes bio-ortogonais associativas (DEB; TU; FRANZINI, 2021) e pouco
exploradas em reagdes bio-ortogonais dissociativas e de eliminagado. Para as reagdes
bio-ortogonais associativas, podemos citar a cicloadigdo de Diels-Alder de demanda
inversa de elétrons (Figura 14a), a cicloadicéo 1,3-dipolar (Figura 14b) e a reagao de

Staudinger (Figura 14c).

Figura 14 — Relagao entre estrutura e reatividade para reagdes bio-ortogonais

associativas
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Fonte: Elaborado pelo autor.
2.3.2.1 Tratamento quantitativo dos efeitos eletrénicos na reatividade de

reacées

As relagdes lineares de energia fornecem informacgdes sobre os mecanismos

de reacbes quimicas e podem ser oriundos de efeitos eletronicos, estéricos e de
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solvatagcdo. O primeiro e o segundo sao provocados por mudangas ou adicao de
substituintes, e o terceiro por mudangas no solvente. Para o estudo de reagdes bio-
ortogonais, onde o solvente € a agua, as mudancgas estruturais nos reagentes séo de
suma importancia. Ao associa-las a parametros cinéticos ou termodinamicos, é
possivel obter informagdes valiosas sobre os intermediarios da reacédo (ANSLYN;
DOUGHERTY, 2007), o que permite adquirir conhecimento sobre a reatividade dos
reagentes e realizar modifica¢des racionais, uma etapa essencial no desenvolvimento
de reagdes bio-ortogonais.

Entre as relagdes lineares de energia mais utilizadas, temos o modelo
quantizado dos efeitos eletrénicos de diferentes substituintes proposto por Hammett
em 1935, conforme a Equagéo 1 (BRAGATO; RUDORFF; LILIENFELD, 2020). Nessa
equacao, kx representa a velocidade da reagdo com o substituinte X, kx € a velocidade
da reagao com hidrogénio na posi¢cao do substituinte, o € a constante do substituinte
para a reagao padrao, e p € a constante da reacao, que mensura o efeito da reagao

com substituintes doadores ou retiradores de elétrons.

log (:—;) = op Equacéo 1

A equacdo de Hammett é um método geral para correlacionar a
interdependéncia entre constantes de equilibrios e de velocidades obtidos com efeitos
eletrénicos de cada substituinte. Os valores de 0 podem ser positivos ou negativos,
para substituintes retiradores de elétrons e doadores de elétrons, respectivamente,
assim como a magnitude de p pode ser negativa ou positiva, referente a reagoes
favorecidas por substituintes doadores ou retiradores de elétrons, respectivamente
(ANSLYN; DOUGHERTY, 2007). Os parametro da equagao de Hammett podem ser
inferidos em outros experimentos, como utilizando constantes de equilibrios,
deslocamentos quimicos de sinais obtidos na espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) ou de absorgéo na regido do infravermelho, ressonéncia de
quadrupolo, transferéncia de carga, ou de polarizagao eletroquimica (BRAGATO;
RUDOREFF; LILIENFELD, 2020).

Quanto a obtencgao das constantes de o, se faz uso de reagdes padroes, onde
0 mecanismo e a constante de equilibrio sdo conhecidos (YADAV, 2016). Por
exemplo, os valores de Ometa € de Opara S80 derivados da reagao de dissociagao acida
de derivados do acido benzéico (XCeH4COOH) a 25 °C (Figura 15, i)), e obtidos para
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cada substituinte de X nas posi¢des meta (m-X, efeitos indutivos) e para (p-X, efeitos
mesomeéricos), respectivamente. Como as influéncias de X nas reacbes padrbes
devem ser exclusivamente eletrénicos, a posigao orto em relagdo ao(s) centro(s) de

reacao nao deve ser ocupada por X devido a efeitos estéricos.

Figura 15 — Os valores de o sao referentes as reacgdes (i) reagao de ionizagao do
acido benzoico. Enquanto os valores de 0" e de 0~ sdo das reagdes de (ii) ionizagao
do fenol e da (iii) heterdlise do fenildimetil clorometano, respectivamente
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X X X Ky

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores de p descrevem a sensibilidade de reagdes quimicas em fung¢ao dos
efeitos eletrénicos, ou seja, sua magnitude é proporcional as cargas que estdao sendo
formadas ou suprimidas no complexo ativado da etapa determinante. A relacéo
prevista na Equacgéo 1, entre as constantes de velocidade (k) com os parametros
termodinamicos (K) de reacdes conhecidas (Figura 15), gera uma equacgao linear com
valor dainclinacao igual a p. Dessa forma, para valores de p > 0 (inclinagdes positivas)
a reacao em estudo é mais sensivel aos efeitos eletronicos do que a reagao padrao,
e carga negativa estd sendo formada no estado de transicdo ou ha diminui¢cdo da
carga negativa em relacdo ao reagente. Por outro lado, para valores de p < 0
(inclinagdes negativas) temos o oposto da situagao anterior.

De modo geral, para as reagdes de eliminagao via deslocalizagdo de elétrons
dos espagadores autoimolativos, tem sido postulado que a formacdo da base
conjugada do espagador autoimolativo (Figura 13A, itens i e ii) facilitaria a etapa de
eliminagéo, e que sua protonagéo (acido conjugada, pKa = 10) em meios aquosos
neutros ou acidos diminui dramaticamente o valor de k2 (XIAO et al., 2020). No
entanto, em estudos cinéticos de liberagao de espécies em solugao aquosa contendo

espacadores autoimolativos semelhantes aos da Figura 13A, observou-se que nao ha
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dependéncia da etapa de dissociag¢ao acida na velocidade de reagédo de formacéao do
produto (ALOUANE et al., 2013, 2014; SERRA et al., 2018), sugerindo que ha pouca
ou nenhuma influéncia dessa etapa na reacdo de eliminagcdo dos espacadores
autoimolativos. A hipotese de que essas reagdes dependem ou ndo do valor do pKa
poderia ser resolvido por meio da equagao de Hammett, em virtude da formacao de
carga negativa (p > 0) no estado de transigcao, que por sua vez seria estabilizada com
grupos retiradores de elétrons.

Nesse contexto, atraidos pela lacuna do conhecimento existente em relacéo
aos efeitos eletrdbnicos em reacgdes de O-despropargilagdo mediada por paladio e de
reacoes de eliminagcéo 1,4 de espagadores autoimolativos, na liberacdo de farmacos
ou fluoréforos em sistemas bioldgicos, este trabalho pretende contribuir diretamente
no estudo cinético e na compreensdo mecanistica destas reacdes. Utilizando
diferentes substituintes aromaticos, presentes no espagador autoimolativo, e pelo
acompanhamento das reag¢des por métodos espectroscopicos, sera possivel
determinar parametros cinéticos, com o intuito de elucidar o seu mecanismo em
funcao dos efeitos eletrdbnicos e com base em conhecimentos prévios, identificando o

melhor grupo protetor para aplicagbes em condi¢des bio-ortogonais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Compreender a reatividade de pré-fluoréforos da 4-metilumbeliferona,
protegidos com grupos O-propargiloxibenzilicos e ativados por paladio(ll), através de
estudos de relagdes lineares de energia livre do substituinte, em condi¢des reacionais

bioldgicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar a sintese de grupos protetores O-propargiloxibenzilicos com
diferentes substituintes aromaticos.

2. Obter pro-fluoréforos da 4-metilumbeliferona e caracterizar via
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono
(RMN 'H e 13C).

3. Caracterizar os compostos contendo o nucleo O-propargilbenzil via
espectroscopia de RMN e de absorgao na regidao do ultravioleta e do visivel (UV-
vis).

4. Determinar os valores de pKa dos fendis contendo diferentes
substituintes na posicao para e contendo o substituinte hidroximetil na posicéo orto
por meio da espectroscopia de absor¢ao na regido do UV-vis.

5. Realizar estudos cinéticos de O-despropargilagcdo dos alcoois O-
propargilbenzil, contendo diferentes substituintes aromaticos por RMN de 'H.

6. Realizar estudos cinéticos de liberagcdo dos pré-fluoréforos em
condigdes biolégicas, com tampdes biolégicos em pH 7,4 e temperatura 37 °C.

7. Propor mecanismos das reagdes.
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4 SEGAO EXPERIMENTAL

A conducgéao dos experimentos a seguir, tomou-se na Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC) — Campus Floriandpolis, sob a orientagdo do Prof. Dr. Josiel
Barbosa Domingos e sob coorientagdo do Dr. Gean Michel Dal Forno. A sintese dos
compostos de interesse, e as analises por espectroscopia de absor¢do molecular na
regidao do ultravioleta e visivel (UV-vis) e de fluorescéncia, foram realizados no
Laboratério de Catalise Biomimética (LaCBio). Enquanto os experimentos de
caracterizagdo, como as analises de espectroscopia de ressonéncia magnética
nuclear (RMN), foram conduzidas na Central de Analise do Departamento de Quimica
da UFSC.

4.1 INSTRUMENTACAO E REAGENTES

411 Reagentes

Os reagentes utilizados na sintese dos compostos de interesse do projeto
foram utilizados conforme recebidos, sem purificagdo prévia. Em todos os
experimentos utilizou-se agua deionizada em um deionizador da TKA modelo
Smart2Pure.

Solventes utilizados na purificagcdo por cromatografia em coluna, como

hexano, acetato de etila e diclorometano, foram previamente destilados.

4.1.2 Instrumentacgao

A purificagdo dos compostos por cromatografia em coluna, utilizando uma
coluna de vidro, continham como fase estacionaria e fase movel a Silica gel (60 A, 70-
230 mesh ASTM) e diferentes proporgdes de hexano e acetato de etila,

respectivamente.
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4.1.2.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de
Carbono-13 — RMN de 'H e 73C

Obteve-se todos espectros de RMN de 'H e de '3C dos compostos
sintetizados em espectrometros BRUKER-AVANCE-DRX 400 MHz e 200 MHz,
disponiveis na Central de Andlise do Departamento de Quimica/UFSC, empregando
cloroférmio (CDCIs), dimetilsulféxido ((CD3)SO), agua (D20) ou uma mistura dos
mesmos, como solventes deuterados nas analises. Os deslocamentos quimicos de
hidrogénio e de carbono foram registrados em ppm utilizando como referéncia o sinal
do solvente (FULMER et al., 2010). Ressalvando os estudos cinéticos, manteve-se o

tempo de recuperacgédo (d1) dos experimentos em 1 s.

4.1.2.2 Espectroscopia de absorgédo molecular na regido do ultravioleta e visivel
— UV-vis

Os espectros de absor¢gdo molecular na regiao do UV-vis foram realizados
empregando-se os espectrofotdmetros UV-vis Varian Cary 50 Bio, acoplado a um
banho termoestabilizado e em cubetas de quartzo (1 cm), e SpectraMax Plus 384
Microplate Reader, em microplacas de propileno contendo 96 micropogos, ambos

disponiveis no LaCBio.

4.1.2.3 Espectroscopia de fluorescéncia ou espectrofluorimetria

Os acompanhamentos cinéticos das reagcdes com diferentes substituintes
aromaticos ou concentracdes de paladio, foram realizados utilizando o fluorimetro da
TECAN modelo Infinite M200, com capacidade para cubetas ou placas de 96
micropogos, disponivel no LaCBio. Manteve-se a temperatura (T =37 °C)eopH=7,4
constante em todas as reacgdes.

4.1.2.4 Ponto de fuséao

As medidas de ponto de fusdo foram realizadas em um aparelho da marca

Microquimica, modelo MQAPF — 301, disponivel no LaCBio.
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4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Sintese dos substratos modelos
4.2.1.1 Sintese de derivados de 2-formil-1-hidroxibenzeno (1)

42111 2-formil-1-hidroxi-4-metoxibenzeno  (1a) e  2-formil-1-hidroxi-4-

metilbenzeno (1b)

A obtencéao dos benzaldeidos 1a e 1b, a partir dos fendis para-substituidos 2a
e 2b disponiveis comercialmente, conforme ilustrado no Esquema 1, foram realizadas
através de procedimentos previamente descritos na literatura (FUGARD et al., 2015;
RATSCH et al., 2021).

Esquema 1 - Sintese dos benzaldeidos 1a e 1b.

R EtsN (3eq) g 0
MgCl, (3 eq) 1

2 THF (100 mL)
(20 mmol)  Refluxo, 8 horas

R = OMe (a), Me (b)

Em um baldo de trés bocas, manteve-se a mistura reacional contendo o
cloreto de magnésio (MgClz, 95,211 g mol!, 60 mmol, 5,71 g), o paraformaldeido
(CH20, 3,00 g, 30,031 g mol-', 100 mmol), a trietilamina (EtsN, 8,40 mL, 60 mmol) e o
tetrahidrofurano (THF, 100 mL) sob agitagao por 10 min a temperatura ambiente (t.a.).
Em seguida, acrescentou-se o fenol 2 (20 mmol) e, sob atmosfera de nitrogénio (N2),
manteve-se a reagao sob refluxo por 8 horas. A mistura reacional foi diluida em éter
etilico (Et20) e tratada com uma solugéo de HCI 1 mol L™, até solubilizar todo o solido
amarelo. Lavou-se a fase organica com HCI 1 mol L' (3 x 50 mL) e agua destilada (2
x 30 mL). Ap6s secar a fase organica com sulfato de sédio anidro (Na2SOa),

concentrou-se a fase organica e purificou-se o produto por cromatografia em coluna.
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OH 2-formil-1-hidroxi-4-metoxibenzeno (1a) (SANG et al., 2018):

&O Rendimento: 80%. Ponto de fusao (P.F.) <30 °C. RMN de 'H
HyCO (200 MHz, CDCls, ppm): 10,66 (s, 1H), 9,86 (s, 1H), 7,15 (dd, 3J
= 9,0 Hz, 4J = 3,0 Hz, 1H), 7,00 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 6,93 (d, 3J

= 9,0 Hz, 1H), 3,82 (s, 3H). RMN de 3C{'H} (50 MHz, CDCls, ppm): 196,10, 155,84,
152,62, 125,08, 119,95, 118,50, 115,07, 55,71.

1a

2-formil-1-hidroxi-4-metilbenzeno (1b) (ZHANG et al., 2018):
/EIO/H Rendimento: 48%. P.F. =50-51 °C. RMN de 'H (200 MHz, CDCls,
HsC A0 ppm): 10,83 (s, OH), 9,85 (s, 1H), 7,34 (m, 2H), 6,90 (d, 3J = 9,1
1b Hz, 1H), 2,34 (s, 3H). RMN de *C{'H} (50 MHz, CDCls, ppm):

196.65, 159.65, 138.12, 133.50, 129.23, 120.46, 117.48, 20.31.

421.1.2 2-formil-1-hidroxi-4-nitrobenzeno (1¢)

O benzaldeido 1c foi obtido a partir do 4-nitrofenol (2c), comercialmente
disponivel, conforme ilustrado no Esquema 2, através de procedimentos previamente
descritos na literatura (TANNOURI et al., 2014).

Esquema 2 — Sintese do benzaldeido 1c
Hexamina

OH (1.1 eq) o
- 0
O,N TFA (50 mL)  O,N
2c 71 °C, 18 horas 1c
(50 mmol)

Em um baldo de fundo redondo com a mistura de acido trifluoracético (TFA,
50 mL) e 4-nitrofenol (1¢, 6,95 g; 50 mmol; 139,03 g mol-'; 98 %), acrescentou-se a
hexamina (140,86 g mol-'; 7,71 g; 55 mmol), e, sob atmosfera inerte, manteve-se a
reagao sob agitagcdo a 71 °C por 18 horas. Apds o periodo reacional cessou-se o
aquecimento, e adicionou-se 30 mL de HCI 30%, onde a reacdo prosseguiu sob
agitacédo por mais 1 horas. Em seguida, lavou-se a mistura reacional com éter etilico
(Et20, 3x30 mL), adicionou-se carbonato de potassio (Na2COs) até obter pH = 5 e
extraiu-se a fase organica com acetato de etila (3 x 20 mL). Acidificou-se a fase

aquosa até o pH igual a 2 e filtrou-se o precipitado alaranjado.
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on 2-formil-1-hidro-4-nitrobenzeno (1c) (TANNOURI et al., 2014):
&O Rendimento: 40%. P.F: 126-127 °C RMN de 'H (200 MHz,
O:N DMSO-ds, ppm):12,21 (s, OH), 10,30 (s, 1H), 8,42 (d, 4J = 2,9 Hz,
te 1H), 8,35 (dd, 3J = 9,1 Hz, 4J = 2,9 Hz, 1H), 7,18 (d, 3J = 9,1 Hz,

1H).
4.2.1.2 Sintese de derivados de alcoois 2-hidroxibenzilicos (3a-c)

Os alcoois 2-hidroxibenzilicos 3a-c foram obtidos a partir dos benzaldeidos
1a-c, previamente preparados e purificados, conforme ilustrado no Esquema 3, por
meio do procedimento descrito na literatura (ARENZ; GIANNIS, 2001; ZIANI-CHERIF;
IMACHI; MATSUDA, 1999).

Esquema 3 — Sintese dos alcoois 2-hidroxibenzilicos 3.

OH  NaBH, (2 eq) OH
_O EtOH (50 mL) OH
R -10 °C, 2 horas R 3
1

(10 mmol) R = OMe (a), Me (b), NO, (c)

Em um baldo de 100 mL, em uma solugcdo contendo o benzaldeido 2 (10
mmol) em etanol (EtOH, 50 mL) adicionou-se pequenas por¢des de borohidreto de
sodio (NaBH4, 37,83 g mol-!, 20 mmol, 0,76 g) a 10 °C. Manteve-se a mistura reacional
a 10 °C por 2 horas. Em seguida, dilui-se a reacao com 10 mL de agua destilada e
neutralizou-se a solugdo com HCI concentrado até cessar a formacgao de bolha (pH =
5). Filtrou-se e concentrou-se o filtrado sob pressao reduzida. Dissolveu-se o residuo
em metanol, filtrou-se novamente o precipitado formado e concentrou-se o filtrado sob
pressao reduzida. Repetiu-se o processo trés vezes. Por fim, purificou-se o residuo

por recristalizagcdo em agua.

OH 1-hidroxi-2-(hidroximetil)-4-metoxibenzeno (3a) (LI et al., 2014):
- /©/\/OH RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ppm): 6,82 (d, 3J = 9,0 Hz, 1H),
6]

5 6,75 (dd, 3J = 8,8, 4J = 2,7 Hz, 1H), 6,61 (d, 3J = 2,3 Hz, 1H),
a
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5,09 (s, OH), 4,81 (s, 2H), 3,75 (s, 3H). RMN de "3C{'H} (50 MHz, CDCls, ppm):
153,24, 149,48, 125,83, 117,14, 114,40, 113,68, 64,24, 55,94.

oH 1-hidroxi-2-(hidroximetil)-4-metilbenzeno (3b) (ASSOAH et al.,

/@/ 2018): Rendimento: 57%. P.F. = 100-101 °C. RMN de 'H (200
HsC OH MHz, CDCls, ppm): 7,01 (dd, 3J = 8,1, 4J = 1,9 Hz, 1H), 6,85 (d,
3b 4J=1,9 Hz, 1H), 6,78 (d, 3J = 8,2 Hz, 1H), 4,81 (s, 2H), 2,25 (s,

3H). RMN de 3C{'H} (50 MHz, CDCls, ppm): 153,72, 129,96, 129,46, 128,58, 124,68,
116,40, 64,59, 20,51.

1-hidroxi-2-(hidroximetil)-4-nitrobenzeno (3c) (ZHOU et al.,,

OH
/@; 2008): Rendimento: 67%. P.F. = 116 — 117 °C. RMN de "H (200
O,N OH  MHz, DMSO-f, ppm): 11,12 (OH), 8.21 (d, 4J = 2,9 Hz, 1H),

3¢ 8,02 (dd, 3J = 8,9,4J = 3,0 Hz, 1H), 6,94 (d, 3J = 8,9 Hz, 1H),
5,36 (OH), 4,50 (s, 2H).
4.2.1.3 Sintese de derivados de 2-(hidroximetil)-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno (4a-

d)

Os derivados de 2-(hidroximetil)-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno 4a-d foram
obtidos a partir dos alcoois 2-hidroxibenzilicos 3a-c e do alcool 2-hidroxibenzil (3d),
comercialmente disponivel sob o nome de saligenin, conforme ilustrado no Esquema

4, por meio da adaptacao do procedimento descrito na literatura (LUO et al., 2007).

Esquema 4 — Sintese dos éteres de propargila 4a-d.

g
/©/\O/H B\ (1,3 eq) o7
R OH K,CO; (10 eq) R OH
3 MeCN (40 mL) 4
S

(5 mmol) 60 °C, 24 hora

R = OMe (a), Me (b), NO, (¢), H (d)

Em um baldo de 100 mL, dissolveu-se todo o salicilalcool 3 (5 mmol) em 40
mL de acetonitrila (MeCN) e adicionou-se o carbonato de potassio (K2COs, 138,21 g
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mol', 50 mmol, 7,0 g). Em seguida, acrescentou-se o brometo de propargila (80%
tolueno, 5,5 mmol, 0,63 mL) e manteve-se a reagao sob agitagdo a 60 °C por 24 horas.
Concentrou-se a mistura reacional sob pressao reduzida, e filtrou-se a mistura
reacional, lavando com AcOEt. Removeu-se o solvente sob pressao reduzida, e

purificou-se os produtos por cromatografia em coluna ou por recristalizagéo.

2-hidroximetil-4-metoxi-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno 4a

o / (prop ) (4a)
/©/\/ (GUO et al., 2018): Rendimento: 64%. RMN de 'H (200
~o OH MHz, CDClz, ppm): 6,92 (d, 3J = 8,8 Hz, 1H), 6,91 (d, 4J = 3,1
4a Hz, 1H), 6,77 (dd, 3J = 8,9, 4J = 3,0 Hz, 1H), 4,68 (d, *J = 2,4

Hz, 2H), 4,66 (s, 2H), 3,76 (s, 3H), 2,51 (t, *J = 2,4 Hz, 1H). RMN de "3C{'H} (50 MHz,
CDCls, ppm): 154,56, 149,42, 131,43, 114,72, 113,72, 113,19, 78,87, 75,69, 61,53,
56,99, 55,79.

o / 2-hidr.oximetil.-4-metil-1-(prop-2-i1—1-oxi)benzen1o (4b):

Rendimento: 65%. P.F. < 24 °C. RMN de 'H (200 MHz,

H3C/©/VOH CDCls, ppm): 7,13 (d, %J = 2,2 Hz, 1H), 7,08 (dd, 3J = 8,0, 4J

4b = 2,2 Hz, 1H), 6,89 (d, 4J = 8,2 Hz, 1H), 4,73 (d, *J = 2,4 Hz,

2H), 4,67 (s, 2H), 2,51 (t, *J = 2,4 Hz, 1H), 2,30 (s, 3H). RMN de 3C{'H} (50 MHz,

CDCls, ppm): 153,31, 131,12, 129,81, 129,65, 129,05, 112,05, 78,70, 75,74, 61,67,

56,24, 20,58. Analise elemental calculada para C11H1202 (176,0837): C = 74,98, H =
6,86, O = 18,16. Encontrado: C = 74,91, H = 6,86.

O/// 2-hidroximetil-4-nitro-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno (4c¢) (HU et

/@/ al., 2022): Rendimento: 85%. RMN de 'H (200 MHz, CDCls,

O2N o ppm): 8,31 (d, 4J = 2,8 Hz, 1H), 8,19 (dd, 3J=9,0, 4/ =2,8

4c Hz, 1H), 7,07 (d, 3J = 9,0 Hz, 1H), 4,85 (d, 4J = 2,4 Hz, 2H),

4,76 (s, 1H), 2,59 (t, *J = 2,4 Hz, 1H). RMN de "3C{'H} (50 MHz, CDCls3, ppm): 159,60,
142,25, 131,25, 124,85, 123,95, 111,42, 77,80, 77,16, 76,53, 60,34, 56,68.

2-hidroximetil-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno (4d): Rendimento:

/ 95%. P.F. = 30-31 °C. RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ppm):
H/©/\/OH 7,38 — 7,26 (m, 2H), 7,07 — 6.96 (m, 2H), 4,77 (d, *J = 2,4 Hz,
4d 2H), 4,72 (s, 2H), 2.54 (t, “J = 2,4 Hz, 1H). RMN de 3C{'H} (50
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MHz, CDCls, ppm): 155,56, 129,97, 129,14, 128,97, 121,84, 112,05, 78,53, 75,93,
61,87, 56,18.

4.2.1.4 Sintese de derivados de 2-(bromometil)-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno (ba-
d)

Os brometos de benzila 5a-d foram obtidos a partir dos éteres de propargila
4a-d, conforme ilustrado no Esquema 5, por meio da adaptagdo do procedimento
descrito na literatura (CARDINEAU et al., 2012).

Esquema 5 — Sintese dos brometos de alquila 5.

= HBr 40% v/v P
W (1,69 mL) @0//
OH DCM (2 mL) Br
R R
4 t.a., 4 horas 5
(1 mmol) R = OMe (a), Me (b), NO, (c), H (d)

Em um baldo de 5 mL, dissolveu-se o salicilalcool 4a-d (1 mmol) em
diclorometano (CH2Cl2) e adicionou-se a solugao aquosa de HBr (48% v/v; 1,99 g mL-
1,80,9 g mol’; 1,69 mL). Manteve-se a reagdo sob agitagéo a t.a. por 4 horas. Diluiu-
se a mistura reacional em 10 mL de agua destilada e extraiu-se a fase organica com
CH2Cl2 (3 x 30 mL). Posteriormente, lavou-se a fase organica com uma solugao de
bicarbonato de sddio saturado (NaHCOs sat., 10 mL) e secou-se a fase organica com
Na2SO0as. Filtrou-se o precipitado e concentrou-se o filtrado sob pressao reduzida. A

purificagdo prosseguiu-se em cromatografia em coluna.

o = 2-(bromometil)-5-metoxi-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno (5a):

/@; Rendimento: 72%. RMN de H (200 MHz, CDCls, ppm): 6,97

o Br (d, 3J = 8,9 Hz, 1H), 6,92 (d, 4J = 3,0 Hz, 1H), 6,83 (dd, 3J =

oa 8,9, 4J = 3,1 Hz, 1H), 4,74 (d, *J = 2,4 Hz, 2H), 4,54 (s, 2H),

3,78 (s, 2H), 2,51 (t, *J = 2,4 Hz, 1H). RMN de APT '3C{'H} (50 MHz, CDCl3, ppm):
154,44, 149,72, 128,29, 116,50, 115,13, 114,78, 78,88, 75,69, 57,31, 55,86, 28,65.
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O/ 2-(bro-mometil)-5-metil-1-(prop-2-i|-1-oxi)benzeno (5b):

/@/ Rendimento: 80%. RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ppm): 7,17

Me Br (d, 4J = 2,0 Hz, 1H), 7,09 (dd, 3J = 8,6, J = 2,4 Hz, 1H), 6,91

Sb (d, 3J = 8,3 Hz, 1H), 4,76 (d, *J = 2,4 Hz, 1H), 4,55 (s, 1H),

2,51 (t, “J = 2,4 Hz, 1H), 2,29 (s, 3H). RMN de "3C{'H} (50 MHz, CDCls, ppm): 153,32,
131,64, 131,13, 130,39, 126,65, 112,80, 78,58, 75,51, 56,37, 28,75, 20,36.

Y 2-(bromometil)-5-nitro-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno (5¢):

Rendimento: 50%. RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ppm):

O,N Br 8,29 (d, “J=2,8 Hz, 1H), 8,22 (dd, 3J = 9,0, 4J = 2,8 Hz, 1H),

a¢c 7,12 (d, 3J = 9,0 Hz, 1H), 4,91 (d, *J = 2,4 Hz, 2H), 4,54 (s,

2H), 2,60 (t, 4J = 2,4 Hz, 1H). RMN de "*C{'H} (50 MHz, CDCls, ppm): 160,06, 141,94,
128,03, 126,77, 126,01, 112,34, 77,79, 77,29, 76,96, 76,52, 56,92, 26,56.

)

2-(bromometil)-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno (5d): Rendimento:
O/
/@/ 95%. RMN de 'H (200 MHz, CDCls, ppm): 7,42 — 7,27 (m, 2H),
H Br 7,10 -6,93 (m, 2H), 4,81 (d, 4J = 2,4 Hz, 2H), 4,60 (s, 2H), 2,56
5d (t, 4J = 2,4 Hz, 1H). RMN de 3C{'H} (50 MHz, CDCl3, ppm):
155,49, 131,20, 130,11, 126,91, 121,79, 112,70, 78,50, 75,87, 56,27, 28,75.

4.2.1.5 Sintese de derivados de 4-metil-7-{[2-(prop-2-il-1-oxi)benzilloxi}-2H-

cromen-2-onas (6a-d)

As pro-cumarinas 6a-d foram obtidas a partir dos brometos de benzila 5a-d e
da 4-metilumbeliferona (4-MU), comercialmente disponivel, conforme ilustrado no
Esquema 4, por meio da adaptacédo do procedimento anteriormente descrito (Secao
4.2.1.3) (LUO et al., 2007).
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Esquema 6 — Sintese das pré-cumarinas 6a-d.

O X
R
cho3 (10 eq) O o 0
o)

6
MeCN (2 mL
5 4- MU 60 ° eC 24 hm ) O\
(0,18 mmol) (0,2 mmol) oras
R = OMe (a), Me (b), NO, (c), H (d)

Em um baléo de 5 mL, dissolveu-se a 4-MU (98%, 176,17 g mol-!, 0,2 mmol,
0,035 g) em 2 mL de MeCN e adicionou-se o K2CO3 (138,21 g mol', 2 mmol, 0,27 g).
Em seguida, adicionou-se o brometo de alquila 5a-d (0,18 mmol) e manteve-se a
reagao sob agitacdo a 60 °C por 24 horas. Concentrou-se a mistura reacional sob
pressao reduzida, e filtrou-se a mistura reacional, lavando com AcOEt. Removeu-se o
solvente sob pressédo reduzida, e purificou-se os produtos por cromatografia em

coluna ou por recristalizagao.

o = 4-metil-7-{[5-metoxi-2-(prop-2-il-1-oxi)benzil]oxi}-
- /©/\/O o, .0 2H-cromen-2-ona (6a): Rendimento: 83%. RMN
O de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): 7,50 (d, 3J = 8,8 Hz,
1H), 7,01 (m, 2H), 6,96 (dd, 3J = 8,8, 4J = 2,5 Hz,
1H), 6,91 (d, 4J = 2,5 Hz, 1H), 6,83 (dd, 3J = 8,9, 4J
=3,1Hz, 1H), 6,13 (d, *J=1,3 Hz, 1H), 5,19 (s, 1H), 4,74 (d, *J = 2,4 Hz, 2H), 3,77 (s,
3H), 2,54 (t, 4J = 2,4 Hz, 1H), 2,39 (d, *J = 1,1 Hz, 3H). RMN de "*C{'H} (100 MHz,
CDCls, ppm): 161,86, 161,47, 155,40, 154,70, 152,65, 148,99, 126,63, 125,64, 114,66,
114,09, 113,90, 113,70, 113,07, 112,17, 102,21, 78,81, 75,85, 65,43, 57,21, 55,85,
18,83.

6a =

O/ 4-metil-7-{[5-metil-2-(prop-2-il-1-oxi)benzil]oxi}-

/@/ 2H-cromen-2-ona (6b): Rendimento: 11%. RMN
H3C de 'H (200 MHz, CDCl3, ppm): 7,50 (d, 3J = 8,4
Hz, 1H), 7,24 (d, 4J = 1,4 Hz, 1H), 7,12 (dd, 3J =
8,3, 4J = 1,7 Hz, 2H), 6,95 (d, 3J = 8,1 Hz, 3H),
6,13 (d, 4J = 1,1 Hz, 1H), 5,17 (s, 2H), 4,75 (d, *J = 2,4 Hz, 3H), 2,53 (t, *J = 2,1 Hz,
1H), 2,39 (d, 4J = 1,2 Hz, 3H), 2,30 (s, 3H). RMN de "*C{'H} (100 MHz, CDCls, ppm):

6b =
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162,07, 155,41, 152,93, 152,71, 131,32, 129,79, 129,69, 125,60, 124,86, 113,81,
113,08, 112,51, 112,12, 102,20, 78,70, 75,84, 65,57, 56,52, 20,75, 18,82.

4-metil-7-{[5-nitro-2-(prop-2-il-1-oxi)benzil]oxi}-

o F {l (prop Jbenziljoxi}

/©/\/ 2H-cromen-2-ona (6¢): Rendimento: 8%. RMN
O5N © O de 'H (200 MHz, CDCls, ppm): 8,40 (d, 4J = 2,7
6c Z Hz, 1H), 8,26 (dd, 3J = 9,1, 4J = 2,8 Hz, 1H), 7,54

(d, 3J = 8,8 Hz, 1H), 7,15 (d, 3J = 9,1 Hz, 1H), 7,01
(dd, 3J = 8,8, 4J = 2,5 Hz, 1H), 6,89 (d, *J = 2,5 Hz, 1H), 6,16 (q, *J = 1,2 Hz, 1H), 5,20
(s, 2H), 4,91 (d, 4J = 2,4 Hz, 2H), 2,64 (t, 4J = 2,4 Hz, 1H), 2,41 (d, *J = 1,2 Hz, 3H).
RMN de "3C{'H} (100 MHz, CDCls, ppm): 162,07, 155,41, 152,93, 152,71, 131,32,
129,79, 129,69, 125,60, 124,86, 113,81, 113,08, 112,51, 112,12, 102,20, 78,70, 75,84,
65,57, 56,52, 20,75, 18,82.

4-metil-7-{[2-(prop-2-il-1-oxi)benzilloxi}-2H-cromen-

o F {2-(p r_> ) Joxi}
/@/ 2-ona (6d): Rendimento: 65%. RMN de 'H (200
H © O<~° MHz, CDCls, ppm): 7.57 — 7,28 (m, 3H), 7,10 — 6,85
6d % (m, 3H), 6,13 (d, 4J = 1,5 Hz, 1H), 5,21 (s, 1H), 4,79

(d, 4J = 2,4 Hz, 1H), 2,55 (t, *J = 2,3 Hz, 1H), 2,39 (d,
4J = 0,8 Hz, 3H). RMN de "3C{'H} (100 MHz, CDCls, ppm): 162,02, 155,39, 154,98,
152,78, 129,40, 128,93, 125,61, 125,09, 121,85, 113,84, 113,13, 112,31, 102,21,
78,50, 76,02, 65,55, 56,32, 18,83.

4.2.2 Determinagdo de pKa de derivados de 2-hidroxibenzil alcoois 3a-d

Os valores das constantes de dissociagao acida (pKa) foram obtidos para os
salicilalcoois 3a-d, por meio da adaptagao do procedimento descrito por Martinez e
Dardonville (2013). Os valores de pH das solugbes tampdes foram ajustadas através
do pHmetro digital Expandeable ionAnalyzer EA 920 (Orion research) a 23 °C com
solugdes padronizadas de acido cloridrico (HCI) e de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1
mol L-'. Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada. Na padronizacédo
das solugbes empregou-se a fenolftaleina como indicador acido-base (Quadro 1).
Padronizou-se uma solugdo de 250 mL de NaOH 0,1 mol L', diluindo previamente 10

mL da solugdo desta solugdo em 30 mL de agua deionizada, seguida por titulagao
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volumétrica com o padrao primario acido oxalico 0,1 mol L-'. Em seguida, padronizou-
se uma solugdo de 250 mL de HCI 0,1 mol L™, diluindo previamente 10 mL desta
solugdo em 30 mL de agua deionizada, seguida por titulagdo com o padrao secundario
NaOH 0,1 mol L.

Quadro 1 — Padronizacao das solucées de NaOH e de HCI.

Solugao [Solugaolx [Solugao]2 [Solucio]s [Solucao]media
NaOH / mol L' | 0,0928 0,0926 0,0917 0,0924
HCI / mol L 0,1107 0,111 0,1105 0,1108

Na sequéncia, preparou-se as solugcdes tampdes com concentracéo e volume
final de 50 mmol L-' e 10 mL, respectivamente. Para o preparo das solugdes tampdes,
considerou-se os valores de pKa e o valor de pH desejado para calcular as
concentragdes das espécies dissolvidas no tampao. As concentragdes (ci) e as cargas
(zi) dos ions em solugao foram consideradas na equagéao da forga iénica (/, Equagao
2), e a adi¢ao de quantidades distintas de cloreto de sddio (NaCl) se fez necessario

para manter-se a forga ibnica constante em 140 mmol L.

I = % Z?=1 ciz? Equacéo 2

Onde: c¢i = concentragdo molar do ion i; zi = valor da carga do ion i.

As solucdes tampdes foram preparadas com diferentes acidos com valores de
pKa distintos, sao eles: acido formico (HCOOH/HCOO-, pKa = 3,75), acido propiénico
(CH3CH2COOH/CH3CH2COO0O", pKa = 4,86), dihidrogenofosfato de sodio (H2PO4
/HPO4%, pKa = 7,2), acido N-cicloexil-2-aminoetanosulfénico (CHES, pKa = 9,41) e
acido N-cicloexil-2-aminopropilsulféonico (CAPS, pKa = 10,51). Na Quadro 2
encontram-se os valores de massas de tampéao e os valores das massas de NaCl em

cada tampao.
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Quadro 2 — Preparacgao das solugdes tampdes com valores de / = 140 mmol L.

~ Mtampio OU Vtampio Mnaci / g pH
Tampao T E T E T E
HCOOH/ 00189 189uL 0,0785 0,0787 2,75 2,76
HCOO" mL 18,9uL  0,0693  0,0696 3,50 3,51
CHiCH2COOH/ 10,0374 37,4uL  0,0711  0,0710 4,50 4,51
CH3CH2COO0- mL 374uL  0,0569  0,0564 5,50 4,90
0,0687g 0,0354  0,0353 6,40 6,51
0,0692g 0,0227  0,0225 6,80 6,83
- 2- ’ ’ ’ ’ ’
H2PO4HPO.™ 006859 05879 00103  0.0105 7,20 7,21
0,0694g 0,0054 0,0059 7,40 7,44
0,1038g 0,0757  0,0760 8,50 8,50
0,1052g 0,0684  0,0692 9,00 9,00
CHES 010369 “5'1037g 00619  0.0618 9,40 9,40
0,1037g 0,0572  0,0570 9,80 9,80
0,1104g 0,0667 0,0667 10,20 10,20
CAPS 01106 011069 00605  0,0605 10,60 10,60

0,1116g 0,0564 0,0566 11,00 11,04
0,1105g 0,0542 0,0544 11,40 11,44
T = tedrico; E = experimental.

ApOs a preparagao das solugdes tampdes, as medidas de absorgéo na regido
no UV-vis dos salicilalcoois 3a-d em diferentes valores de pH foram executas a 37 °C.
Uma solugdo estoque do salicilalcool de 8 mmol L' foi preparada em DMSO. As
solugdes dos salicilacoois 3a, 3b e 3d de 100 ymol L', 10% v/v de DMSO e em
diferentes meios aquosos tamponados, foram preparadas a partir das respectivas
solugdes estoques em cubetas de quartzo de caminho 6ptico igual a 0,1 nm e
deixadas atingir o equilibrio pelo menos por 10 minutos a 37 °C antes de registrar o
espectro de absorgcédo. Adotou-se 0 mesmo procedimento para o salicilalcool 3¢, no
entanto as solucdes do 3¢ de 50 ymol L' foram preparadas em uma Unica microplaca

de polipropileno contendo noventa e seis pocos, termostatizados a 37 °C.

4.2.3 Estudos cinéticos

4.2.3.1 Experimentos de RMN de 'H

Para os experimentos de acompanhamento por RMN de 'H usou-se um tempo

de aquisicao (d1) de 30 s, como valor trés vezes maior ao tempo de relaxamento spin-
rede (T1) do préton mais lento. Foi utilizado o composto acido maleico (AM) como



54

referéncia interna para o calculo da concentragao relativa das espécies em solugéo.
As reagdes foram acompanhadas a 19 °C, temperatura controlada pelo ar
condicionado da sala onde se encontra o equipamento.

Uma solugao de fragdo volumeétrica de 80% (CD3)SO e 20% de D20 de 750
ML foi preparada previamente, como solvente das misturas reacionais. As trés
solugdes estoques de MA, tetracloropaladato (Na2PdCls) e dos compostos 4a-d foram
preparadas em microtubos de 2,5 mL com a solug¢ao reacional e a massa de reagente,
previamente medida em uma balanga analitica de cinco casas decimais. As misturas
reacionais eram preparadas por meio de diluigdes em um tubo de RMN de 'H, para
um volume final de 500 pL, adaptado com um tubo coaxial, este contendo a referéncia
interna MA, e o tempo entre a diluicdo e o primeiro registro do espectro de RMN de

'H foi acrescentado manualmente apds o término da reacao.

4.2.3.2 Experimentos de absorg¢do na regido do UV-vis

As cinéticas de O-despropargilagdo dos substratos 4c e 6¢ foram
acompanhadas pelo espectrofotdmetro disponivel no LaCBio, acoplado a um banho
termoestabilizados a 37 °C. Os experimentos foram realizados monitorando-se o
aparecimento do produto 3¢ em 420 nm. O valor aparente de e foi determinado em
cada pH (tampao mais DMSO) e esse valor foi utilizado em todas as medigdes. Em
todos os experimentos foram utilizados cubetas de quartzo (com capacidade de 4 mL
e caminho éptico de 1 cm) seladas com tampa de teflon e avolumadas para que o
volume final da mistura reacional na cubeta fosse 3,2 mL. As reag¢des foram iniciadas
com a adigcao de substrato apds 30 minutos de incubacgao a 37 °C do Na2PdCls em
solucdo, e o aumento da absorbancia foi medido para se obter os parametros
cinéticos. A O-despropargilacdo espontanea do substrato, para todos os
experimentos, foi acompanhado em paralelo através de experimentos em condicbes

idénticas exceto pela auséncia de Na2PdCla.

4.2.3.3 Experimentos de fluorescéncia

As cinéticas de liberacdo da 4-MU a partir dos substratos 6a-d foram

acompanhadas pelo fluorimetro disponivel no LaCBio, que possui capacidade de



55

manter a temperatura a 37 °C por todo o tempo reacional, e foram realizadas em
triplicata. Em todos os experimentos excitou-se as amostras em 380 nm e monitorou-
se o incremento de emisséo de fluorescéncia da 4-MU em 512 nm. Os experimentos
foram realizados em placas de 96 micropogos (com capacidade de 320 L) seladas e
avolumadas para que o volume final da mistura reacional no pogo fosse 320 pL. As
reagdes foram iniciadas com a adigao de substrato apds 30 minutos de incubagéao a
37 °C do NazPdCls em solucdo, e o aumento da intensidade de fluorescéncia foi

medido para se obter os parametros cinéticos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS PARA AS
REACOES DE CLIVAGEM C-O

Devido o foco do trabalho ser a avaliagdo dos efeitos eletronicos dos
substituintes aromaticos, a sintese total dos substratos modelos dos estudos cinéticos
iniciou-se a partir dos compostos 2 e progrediu via as varias etapas ilustradas no

Esquema 7.

Esquema 7 — Sintese total dos substratos modelos dos estudos cinéticos

/©/ Segao /©/\/H Secéo /©/\/ Segao /@;/

O\///
O Segao Segao
O 0.0
OH — R
R =
4a-d 6a-d

5.1.1 Formilacao dos fendis para-substituidos

A partir dos compostos 2a-c disponiveis no laboratério, com diferentes
substituintes na posicao para, obteve-se os benzaldeidos substituidos 1a-¢c por meio
de reacgdes de substituicado eletrofilica aromatica (SeAr, Figura 16A), ocorridas na
posi¢ao orto, em relagado ao substituinte hidroxila (-OH). Os compostos 1a-c foram
caracterizados por RMN de 'H e de "3C{"'H}.
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Figura 16 — Obtencao dos salicilaldeidos a partir de para-fendis substituidos a partir
da reacéo de formilacdo (A). As reagdes de SeAr sdo sucetiveis a efeitos eletrénicos
(B), que por sua vez podem ser indutivos ou mesomeéricos.

Agente
meta — formllante
para

R = OCHj (a), CHs (b), NO, (¢

A)

B) Efeitos indutivos: Efeitos mesoméricos:

5

5 X c X X X X
Retiradores X ©/ ~ @ ~ g ~ @ -~ ©/
.
L _/ " _

D S (BF1S S Y i~ Y]
oadores ©/ - g - gH @) -
SN ¢ S - |

As reacdes de SeAr se referem a substituicdo de eletréfilos a um centro
aromatico, e a presenca de substituintes mediam as preferéncias de substituicdo e os
rendimentos das reagdes. Os substituintes aromaticos presentes em 2 podem doar ou
retirar densidades eletrénicas do centro aromatico via efeitos indutivos e/ou
mesoméricos (Figura 16B), tornando o centro aromatico mais ou menos nucleofilico.
Como os materiais de partida (2) sado substituidos na posigdo para em relagéo a
posicado do grupo -OH, a sucesséao da substituicdo € exclusiva para as posi¢goes orto
ou meta (Figura 16A). Devido a natureza distinta entre os grupos doadores (-OCHs e
-CHs) e retiradores (-NO2) de elétrons, observou-se a necessidade de duas
metodologias de orto-formilagao distintas para cada situagéo, conforme sera discutido

nas subsec¢des seguintes.

5.1.1.1 orto-Formilag&o dos para-fendis contendo grupos doadores de elétrons

Segundo metodologia e 0 mecanismo de reacao descrita por Holslgkken e
Skattebgl (1999), a primeira etapa da reagdo de orto-formilagdo consiste na
desprotonacéao do fenol e a formacgao do sal (I1) (Figura 17B), nucledfilo responsavel
pelo ataque ao centro eletrofilico do formaldeido (formado a partir da decomposi¢éo
em altas temperaturas do paraformaldeido) (GRAJALES; ALARCON; VILLA, 2015).
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Apods a formagéao do intermediario (I12) e uma etapa de regeneragao da aromaticidade
de I3, ocorre uma etapa redox entre o salicil alcool (14) e o formaldeido, formando os
produtos de interesse (1) e metanol. Os rendimentos dos produtos obtidos com os
substituintes aromaticos OCHs (1a) e CHs (1b) foram de 80% e 48%, respectivamente,
calculados a partir da massa dos compostos purificados por cromatografia em coluna,
e para o substituinte NO2 (1c) ndo observou-se a formacdo do produto por

cromatografia em camada delgada (CCD).

Figura 17 — orto-Formilagao de fendis para-substituidos utilizando paraformaldeido
(A) e o mecanismo de reagéo sugerido para a formagao de 1 (B)

OH
CHZO (5eq)
Et3N (1eq)
R 2 MgCl, (3 eq)

THF
R = OCHj (1a, 80%), CH5 (1b, 48%)

C
B) cl Mg
OH Et;N OMgClI o/MQCQ o omgcl O O 0 OH
~ CH,0 MeOH
pKa~ 10 N " 12 13 14 1
Et;N*H CI
(pK, = 10,75)

Ao testar a reagdo com cloreto de magnésio decahidratado (MgCl2.10H20),
nao houve formacao do produto de interesse com os substituintes OCH3s e CHs, o que
sugere que essas reagbes sejam sensiveis a agua e a necessidade do uso de
reagentes anidros para a sucessao da reacgao.

Desta maneira, somente obteve-se os benzaldeidos 1a e 1b para os grupos
doadores de elétrons OCH3 e CHs, que ativam o anel frente a SeAr, enquanto para o
composto contendo o substituinte NO2 (2¢) ndo observou-se a formagao do produto,
devido a baixa nuclecfilicidade do anel aromatico, pelo efeito retirador do grupo NO..
Na literatura, a reagao de Duff € usada para a obtencao de benzaldeidos a partir de
fenodis contendo substituintes de diferentes naturezas, e como existem exemplos da
obtencao de 1c por essa metodologia, se estabeleceu como a metodologia padréao

neste trabalho.
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5.1.1.2 orto-Formilag&o do 4-nitrofenol contendo o substituinte nitro

A orto-formilagao de 2c¢ prosseguiu por meio da reacéo de Duff, conhecida por
sua versatilidade em formar benzaldeidos com o agente formilante
hexametilenotetramina (também chamado de hexamina, Figura 18). Diferentemente
da metodologia anterior, em que o eletréfilo empregado na SeAr era o formaldeido, o
eletrofilo formado in situ na reacao de Duff € a espécie deficiente de elétrons, que é
mais reativa a centros aromaticos. Embora a metodologia seja robusta para a
obtencdo de benzaldeidos, o rendimento atébmico e da reagdo sao baixos e
moderados (40%), respectivamente, e a necessidade de acidos fortes sdo pontos
negativos da sintese. Por estas razdes, a metodologia foi utilizada apenas para a

obtencao de 1c.

Figura 18 — Representacédo esquematica da reagao de orto-formilagao pela reagao
de Duff e 0 mecanismo proposto para obtencao do benzaldeido 1c.
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O mecanismo sugerido para a reagao de Duff encontra-se ilustrado na Figura
18 (GRIMBLAT et al., 2016; ORTIZ-BLANCO et al., 2023; SMITH, 2013). Como o
substituinte hidroxila é orto dirigente, o ataque nucleofilico a espécie eletrofilica (14)
ocorre pela ligacao 1 do centro aromatico na posigao orto. Apos a formacgao de 15,

recupera-se a aromaticidade e forma-se o intermediario 16. O mecanismo de reacéo é
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semelhante a metodologia anterior (o-formilagdo com parafolmaldeido) até a formacéao
de 16, sendo o diferencial o eletréfilo mais reativo gerado in situ. Em seguida, ocorre a
etapa de protonacédo, formando a espécie 17, e a formacéo de sucessivo iminios 18 e
18’. Apds a reacgédo, a etapa de hidrolise do iminio 18’ sucede por meio do tratamento
da reagdo, em meio acido do iminio, levando a formagao do produto final 2¢ (SMITH,
2013).

ApOs a extragcdo da reagcdo com éter etilico, foi realizada uma etapa de
elevou-se o pH da fase aquosa com carbonato de sédio saturado até o valor de 5, no
intuito de desprotonar o grupo fenol e aumentar sua solubilidade em agua. Em
seguida, a fase aquosa foi lavada com acetato de etila e observou-se por CCD a
formagdo de um subproduto com fator de retengdo (Rf) maior que o do produto.
Quando a fase organica foi acidificada com HCI 1 mol L', houve a formagdo de um
precipitado que foi filtrado a vacuo. Por meio de analises de CCD e espectroscopicas

de RMN, confirmou-se que o precipitado era o produto puro.

5.1.1.3 Caracterizagdo dos benzaldeidos 1a-c por RMN de "H e de "3C{'H}

Por meio das analises espectroscopicas de RMN de 'H e de "*C{'H} (Figura
19 e Apéndice A) dos benzaldeidos 1a-c, atribuiu-se os sinais observados nos
espectros com base no deslocamento quimico (&) e nas multiplicidades, sendo que os
valores de acoplamento (J) s6 foram determinados quando nao houve sobreposi¢cao
de sinais. Desta maneira, por meio da comparagcdo com os resultados de outras
analises de RMN descritos na literatura, para os mesmos produtos, e das atribuicoes
previamente realizadas, foi possivel caracterizar os reagentes de partidas da proxima

etapa.
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Figura 19 — Espectro de RMN de (A) 'H a 200 MHz e de (B) '3C{'H} a 50 MHz do
composto 1a, em CDClz a 19 °C
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Os espectros de RMN de 'H dos aromaticos trissubstituidos (Figura 19A)
apresentaram um padrao de sistema de spin entre os 3 sinais de hidrogénios na regido
dos aromaticos, que receberdo as notacgdes estenograficas de ABC (LAMPMAN;
PAVIA; KRIZ, 2010), em funcéo da proximidade dos sinais dentro da regido espectral
e as constantes de acoplamento observados. A atribuigdo dos sinais prosseguiu-se

da seguinte forma:

e Observa-se a existéncia de dois dupletos e um dupleto de dupleto, referentes aos
trés hidrogénios A, B e C.

e Sabe-se que, pelos valores de J, dois hidrogénios estao separados por 3 ligacoes
(3Jca = 9,0 Hz) e outros dois estdo separados por 4 ligagdes (*Jes = 3,0 Hz).

¢ O uUnico padrao de substituicdo de aromatico que corrobora com a hipétese anterior
€ nas posicoes 1, 2 e 4.

e Como o hidrogénio da posicao B esta acoplando a longa distancia com o hidrogénio

C, o dupleto em 7,0 ppm corresponde ao hidrogénio B.
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e Em 6,93 ppm o dupleto é referente a um hidrogénio separado por 3 ligacdes de
outro hidrogénio, e que ndo acopla com o hidrogénio B. Logo, esse sinal é referente
ao hidrogénio A.

e Em 7,15 ppm um dupleto de dupleto, com valores de J equivalentes aos dupletos
anteriores, corresponde ao hidrogénio C, por exclusdo e por acoplar com os
hidrogénios A e B.

Nestes sistemas, € comum o acoplamento entre hidrogénios espagados por 4
ligagbes (*J), mencionados como acoplamentos de longa distancia, devido a
planaridade entre as ligagdes e o formato de W que eles formam.

Para os outros sinais, observa-se em 3,82 ppm um simpleto com integral
relativa correspondente a 3 hidrogénios, referente ao substituinte metoxi (-OCHs). Em
9,86 ppm um simpleto com deslocamento quimico na regido dos aldeidos, e de
integral relativa a 1 hidrogénio, referente ao hidrogénio do grupo e formila (-CHO). Por
fim, em 10,66 ppm o sinal de integral relativa a 1 hidrogénio, referente ao grupo
hidroxila (-OH).

A discussdo dos espectros de RMN de "*C{'H} (Figura 19 e Apéndice A)
prosseguira da mesma forma. Em 196,10 ppm observa-se um carbono de carbonila
referente ao grupo formila (-'*CHO), que por efeito da desblindagem do nucleo do '3C,
devido ligagado 1 com o atomo de oxigénio, desloca o seu valor de d para regides de
maior desblindagem. Os 3 sinais aromaticos de menor intensidade (155,86 ppm,
152,62 ppm e 119,95 ppm) sdo referentes aos carbonos com maior substituicdo do
anel aromatico, e outros 3 de maior intensidade (125,08 ppm, 118,50 ppm e 115,07
ppm) sao referentes aos carbonos secundarios do anel aromatico. A distingdo por
intensidade de sinal no RMN de "3C{'H} é em fungdo do tempo de relaxagéo spin-
rede, ou seja, conforme diminuem-se os numeros de hidrogénios ligados a um
carbono, menor o momento dipolo-dipolo entre as ligagdes e maiores séo os tempos
de relaxagao longitudinal (T1), consequentemente sinais de maior intensidade séo
referentes a carbonos menos substituidos que aqueles com mais substituicdes. A
atribuicdo dos deslocamentos quimicos de cada sinal pode ser feita a partir de quadros
de deslocamento dos valores de & em funcdo dos substituintes aromaticos, por

exemplo, atribuiu-se o sinal em 119,95 ppm ao carbono substituido pelo grupo formila



63

(d4), com base na sua intensidade e no valor de 34 calculado’ de 125 ppm (6, =

128,5 ppm + 8,2 ppm — 12,7 ppm + 1 ppm = 125 ppm Equacao
3).
64 = 128,5ppm + 8,2 ppm — 12,7 ppm + 1 ppm = 125 ppm Equacéo 3

Desta maneira, atribuiu-se todos os sinais dos espectros de RMN para os
compostos 1a-c. Entre eles, os sinais em 9,87 ppm e em 196,10 ppm, referentes aos
atomos de hidrogénio e de carbono, respectivamente, do grupo funcional aldeido, que
confirmam o éxito da reacédo de o-formilacdo e a obtencédo dos produtos esperados.
Para as proximas etapas, a discussao sera realizada através do conhecimento dos
sinais previamente atribuidos e com base nas modificagbes quimicas realizadas.

Outra metodologia avaliada para obtencao dos respectivos benzaldeidos 1a
e 1b foi a reacdo de Reimer-Tiemann, utilizando cloroférmio e 3 equivalentes de
hidroxido de potassio ou de sédio sob ebulicdo. No entanto, a mistura reacional obtida
apos o tratamento aquoso se mostrou de dificil purificagdo, e o numero de subprodutos
era maior do que das metodologias anteriores, por isso, essa metodologia foi

descartada para a obtencéo dos benzaldeidos 1a-d.

5.1.2 Redugéo do grupo formila

A partir dos benzaldeidos 1a-c, foi realizada a redug¢ao dos grupos aldeidos
com NaBHs a alcoois (Figura 20). Esta € uma metodologia mais branda e de facil
execugao em comparacado com a redugao de acidos carboxilicos (COOH) ou ésteres
(-COOR), que empregam o hidreto de litio e aluminio (LiAlH4) como agente redutor e
solventes anidros e aproticos. Os rendimentos obtidos para as reacbes foram
relativamente baixos (préximos a 60%) quando comparados aos da literatura (em
torno de 90%), devido a perdas de produto na etapa de purificagdo, onde optou-se

pela técnica de recristalizagdo, em substituicdo a cromatografia em coluna.

T Os valores da Eq. 3 sao referentes a Quadro 4.12 do livro “Silverstein R. M.; WEBSTER, F.
X.; KIEMLE, D. J.; Spectrometric Identification of organic compounds, 82 edi¢cao, 2015”.
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Figura 20 — Representacao esquematica e o mecanismo da reagao de redugao
empregada para os compostos 1a-c.
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O mecanismo sugerido para a reagao de reducdo se encontra ilustrado na
Figura 20. Inicia-se com o ataque nucleofilico do hidrogénio a carbonila, formando o
sal 19. A soluc3o alcodlica é entdo tratada com HCI 1 mol L', afim de neutralizar o sal
19 e formar o produto final 3.

Por andlises de RMN de 'H e de 'C{'H} (Figura 21 e Apéndice A)
caracterizou-se os compostos 3a-c. Da mesma forma que os compostos 1, observa-
se no RMN de 'H o mesmo padrdo de sistema spin na regido dos aromaticos,
referentes aos hidrogénios ABC, e os hidrogénios do substituinte metoxi em 3,6 ppm.
No RMN de '3C, repete-se o perfil de intensidade dos sinais na regido dos aromaticos,
onde trés sao de menor intensidade (153,24 ppm, 149,48 ppm e 125,83 ppm) e trés
sao de maior intensidade (117,14 ppm, 114,40 ppm e 113,68 ppm). Por fim, nas Figura
21A e Figura 21B, atribuiu-se o simpleto em 4,74 ppm, de integral relativa igual a 2, e
o sinal em 64,24 ppm, respectivamente, ao substituinte hidroximetil (HOCHz2-),

confirmando a obtenc¢ao do produto esperado.
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Figura 21 — Espectros de RMN (A) de 'H a 200 MHz e (B) de "*C{'H} a 50 MHz do
composto 3a, em CDCls a 19 °C.
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5.1.3 Propargilagao dos grupos fenodis

Na reacdo de propargilagdo, ou de protegdo do espagador autoimolativo,
obteve-se os éteres de propargila 4a-d (Figura 22), que serao usados para avaliagao
dos efeitos eletronicos nas reagdes de O-despropargilagdo mediadas por Pd'". O
mecanismo sugerido para as reag¢des de propargilagdo inicia com a formagao do
nucledfilo, nesse caso a espécie fenolato, a partir da reacdo de acido-base entre o
fenol 3a-d e o K2COs. Em seguida, ocorre a substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2)
e a formacao de 4a-d. Apds o tratamento aquoso das reacdes e a purificagao por
cromatografia em coluna, os produtos 4a-d foram obtidos com rendimentos

satisfatérios para todos os substituintes aromaticos.
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Figura 22 — Representagao esquematica e o mecanismo sugerido da reagao de O-
propargilagdo empregada para os compostos 3a-d.
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Os éteres de propargil 4a-d foram caracterizados por RMN de 'H e de '3C{'H}
(Figura 23). Na analise de RMN de 'H (Figura 23A), observa-se os sinais do grupo
propargil em 4,68 ppm (d, 4J = 2,4 Hz) e 2,51 ppm (t, 4J = 2,4 Hz), referentes aos
hidrogénios CH2 e CH, respectivamente. As hibridizagdes dos carbonos do grupo éter
propargil diminuem as distancias de liga¢des, devido ao maior carater s das ligacdes
dos carbonos central (C) e terminal (CH). Consequentemente, da mesma forma que
os sinais de hidrogénios B e C do anel aromatico, observa-se por RMN de 'H o

acoplamento de hidrogénios a longa distancia (*J).



Figura 23 — Espectros de RMN (A) de 'H a 200 MHz e (B) de 3C{'H} a 50 MHz do
composto 4a, em CDClz a 19 °C.
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Nas andlises de RMN de "®C{'H} (Figura 23B), podemos atribuir o sinal em
56,99 ppm ao carbono CH2 do grupo éter propargil, uma vez que a regiao onde situa-
se o sinal é coerente com a regido de carbonos-a covalentemente ligados ao
heteroatomo oxigénio, e, por comparagao, € o unico sinal diferente na mesma regiao
no reagente 3 (Figura 21B). Localizado em 78,87 ppm e 75,09 ppm encontram-se os
carbonos metino (CH) e C, respectivamente, e podem ser atribuidos em funcao da
intensidade do sinal e do deslocamento. Como o carbono C do centro do grupo
propargil esta covalentemente ligado a dois atomos de carbono, o seu sinal deve ser
de menor intensidade e de maior deslocamento quimico que o carbono CH terminal
do grupo propargil, que por sua vez esta covalentemente ligado a um atomo de
hidrogénio e o efeito de blindagem & maior.

Para o composto 4b, inédito na literatura, realizou-se a atribuicdo correta dos
sinais por meio de dois experimentos bidimensionais de RMN, s&o eles a correlagéo

quantica heteronuclear Unica 'H — '3C (heteronuclear single quantum coherence,
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HSQC) e a correlagdo heteronuclear de ligagdes multiplas 'H — 13C (heteronuclear
multiple-bond correlation, HMBC). Ambos os experimentos analisam os acoplamentos
entre os atomos heteronucleares carbono e hidrogénio e a intensidade do
acoplamento, resultando em um espectro 2D, ilustrado na Figura 24. A diferenga entre
os experimentos sao os tipos de acoplamentos observados, no HSQC observa-se o
acoplamento entre 'H — '3C diretamente ligados, e no HMBC observa-se os
acoplamentos entre 'H — '3C com mais de uma ligagédo de distancia, desta maneira

uma técnica é complementar a outra para atribuicdo de todos os sinais corretamente.
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Figura 24 — Espectro bidimensionais de (A) HSQC 'H — 3C e (B) de HMBC 'H - 3C

a 400 MHz do composto 4b em CDCls.
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Como descrito na Sec¢do 5.1.1.3, a atribuicdo dos hidrogénios ligados aos

seus respectivos carbonos pode ser feita com base nos valores de 6 e de J, na Figura

24A confirma-se as atribui¢des descritas anteriormente. Para os carbonos nao ligados

covalentemente a um atomo de hidrogénio, os quais foram atribuidos até 0 momento

com base no & calculado por quadros e nos atomos a quem estado covalentemente

ligados, observa-se na Figura 24B que o unico carbono acoplando ao grupo metileno
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(-OCH2CCH) do éter propargil esta localizado em 153 ppm, logo pode-se atribuir este
sinal ao carbono substituido C-J. Da mesma foram, observa-se que o carbono
remanecente com acoplamento ao metileno (-CH20H) € em 129,63 ppm, atribuido ao
carbono substituido C-I. Por fim, o tltimo sinaldo RMN de '3C restante é em 131,09
ppm, com acoplamento mais intenso com o grupo metil (-CHs), e referente ao carbono
substituido C-H.

5.1.4 Reacgao de bromacao

Para obtengdo dos brometos de alquila 5a-d, utilizou-se como metodologia
padrdao um sistema bifasico de uma solugdo 40% de acido bromidrico (HBr) e
diclorometano (CH2Cl2), esquematizada na Figura 25. O mecanismo sugerido ocorre
na interface do sistema H20/CH2Cl2, com base na solubilidade dos reagentes, através
de uma reacdo de Sn2 entre o nucledfilo brometo e o eletréfilo carbono, forma-se o
produto 5, que por sua vez é mais hidrofébico que o alcool 4 e se concentra na fase

organica.

Figura 25 — Representagao esquematica e o mecanismo da reagao de bromagao
empregada para os compostos 4a-d.
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A caracterizagao dos compostos 5 foi realizada através das técnicas de RMN
de 'H e de "3C-APT (Figura 26). Da mesma forma que nos compostos anteriores, foi
observado o mesmo perfil de sinais e acoplamentos entre hidrogénios, semelhante
aos compostos 4a-d, mostrados Figura 23, com excecgao o deslocamento quimico do
grupo metileno (CHz) do substituinte benzilico. O deslocamento quimico desse grupo

foi alterado de 4,65 ppm para 4,54 ppm no espectro de RMN de 'H e de 61,53 ppm



71

para 28,65 ppm no espectro de RMN de 3C-APT. O deslocamento para regides de
maior blindagem por atomos de bromo, como no exemplo acima, € devido a
eletronegatividade do oxigénio ser maior que do bromo e pelos efeitos relativistivos
dos elétrons ao redor do atomo pesado por outros atomos pesados (VICHA et al.,
2020), que possuem um efeito de blindagem dos nucleos préximos a ligagao C-Br,
contrariamente ao efeito devido a diferenca de eletronegatividade entre o carbono e o

bromo, que ocasionaria a desblindagem dos nucleos.

Figura 26 — Espectros de RMN (A) de 'H a 200 MHz e (B) de 3*C-APT a 50 MHz do
composto 4a, em CDClz a 19 °C.
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5.1.5 Reacgao de protec¢ao da 4-metilumbeliferona (4-MU)

Por fim, realizou-se a sintese dos éteres inéditos 6a-d (Pré-4-MU) como
substratos modelos para os estudos cinéticos das reagdes de clivagem C-O seguido
de 1,4 -eliminacao. Esses éteres foram obtidos a partir do precursor 4-MU (Figura 27),

por meio da adaptagdo da metodologia usada na reagdo de propargilagado (Secéao
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4.2.1.3). O maior rendimento do produto 5a (83%), obtido apds purificagcao através de
cromatografia em coluna, foi devido a praticidade de encontrar o eluente que

proporcionou melhor separagéo dos reagentes e do produto por CCD.

Figura 27 — Representagao esquematica da reacao de protecao do 4-MU para
diferentes substituintes aromaticos.
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No caso dos produtos obtidos por recristalizagéo, o rendimento de 65% do
produto 5d na mistura de agua e alcool isopropilico incentivou a purificagdo de 5b e
5¢ pelo mesmo método. No entanto, os rendimentos foram menores nesses casos,
indicando que outros testes de misturas de solventes devem ser realizados ou que a
purificacdo por cromatografia em coluna pode ser mais adequada.

A caracterizagdo dos compostos inéditos prosseguiu por meio de RMN de 'H
e de "3C{'H} (Figura 28). Como caracteristica marcante na Figura 28A, observa-se os
sinais em 6,15 ppm (de integral relativa igual a 1 hidrogénio) e em 2,39 ppm
(correspondente a 3 hidrogénio), referentes aos hidrogénios a-carbonila (-COCH-) e
metila (-CCHs-). Observa-se também o sistema de acoplamento a longa disténcia
entre esses hidrogénios (*J = 1,2 Hz), devido a planaridade e o formato em W formado

entre as ligagcdes, mesmo fendmeno observado nos hidrogénios do anel aromatico.
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Figura 28 — Espectros de RMN (A) de 'H a 400 MHz e (B) de "3C{'H} a 100 MHz do
composto 6a, em CDClz a 19 °C.
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No espectro de RMN de "SC{'H}, atribuiu-se os sinais na regido dos
aromaticos, entre 100 ppm e 162 ppm, aos carbonos dos centros aromaticos e a e 3
a carbonila. Por comparagao com o espectro da Figura 23B, na regiao dos alquilicos,
o valor de & de 65,43 ppm € proximo ao encontrado para o grupo metileno (-CH20H)
do 4a, logo atribui-se esse sinal ao carbono previamente ligado ao bromo e que fora
substituido pela 4-MU. E atribuiu-se o sinal em 18,83 ppm ao carbono metil (-CCH3),
que por sua vez esta covalentemente ligado a trés hidrogénios e é o mais blindado

entre os demais.



74

5.2 DETERMINAGCAO DAS CONSTANTES DE DISSOCIAGAO ACIDA DE
DERIVADOS 2-HIDROXIBENZIL ALCOOIS 3A-D.

O valor da constante de dissociagao acida (Ka) de uma espécie acida é
referente ao equilibrio termodindmico entre a espécie acida (HA) e sua respectiva

base conjugada (A’) em agua, e é dada pelas seguintes equacoes:

HA(aQ) + HZO = Azaq) + H302-aq) Equagéo 4
_ [AT][H30%] _ [AT][H50%] =
"~ [HA][H,0] a ™ " [HA] Equacao 5

Aplicando a funcao logaritmica e multiplicando por -1 dos dois lados, tem-se

que:

—logK, = —log% + —log[H;0%] Equacao 6
Por outro lado, para escalas logaritmicas, temos que:

—log K, = pK, e —log[H;0%] = pH Equacédo 7
Substituindo na equagao acima e reorganizando, conclui-se que:

pH = pK, + log (%) Equacéao 8

A Equagao 8 € conhecida como a equacdo de Henderson-Hasselbalch,
extensivamente usada para estimar valores de pKa* e de pH de acidos fracos ou a
partir de solugdes preparadas por elas. Conhecendo o pKa de uma espécie, pode-se
calcular o pH de uma solugdo com base nas concentragdes de acido ([A]) e de base
conjugada ([A]) em solugao.

Por meio da técnica de absorcao na regido do ultravioleta-visivel, os valores
de concentracdes do par acido-base conjugada dos compostos 3a-d em fungéo do pH

podem ser estimados em fungédo de sua absorbéancia (A), devido a relagado prevista

+ O pKa é dependente da forga ibnica do meio, por isso que sera representado como pKa' os
valores obtidos para a forga idnica constante de 140 mmol L.
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pela lei de Lambert-Beer (Equacgao 9). A partir de espectros de absor¢gao em solugdes
contendo valores de pH distintos, podemos correlacionar a concentragcdo de uma

espécie ([A]) a sua absorbancia, e obter os valores de pKa' a partir da Equacgéo 8.

A(u.a.) = ¢(Lmol™*cm™1) = b(cm) * [A](mol L™1) Equagao 9

Onde e=coeficiente de absortividade, b=caminho éptico.

As variacdes espectrais obtidas para os substratos 3a-d encontram-se na
Figura 29. Observou-se que, em valores de pH abaixo de 5, ha uma banda de
absorgdo maxima proximo a 280 nm para os compostos 3a, 3b e 3d e em 325 nm
para o composto 3c, referentes as transigées n = 1 do cromdforo fendlico em sua
forma protonada (HA). Conforme aproxima-se a valores de pH mais altos, ha um
deslocamento batocrémico (deslocamento para o vermelho) da banda de absorgéo
maxima, referente a base conjugada dos acidos 3, acompanhada por um aumento na
intensidade da banda. O aumento de elétrons n no sistema é consequéncia da
dissociagado do hidrogénio acido do grupo fendlico, em valores de pH préximos ou
maiores ao pKa. Concomitantemente, ha diminuigcdo da energia necessaria para a
transicao eletrénica n = 1, e, para os compostos 3¢ e 3d, ha um aumento significativo

no coeficiente de absortividade molar (¢) para esses sistemas.
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Figura 29 — Variagao espectral na regido do UV-vis em fungao do pH para os
substratos (A) 3a, (B) 3b, (C) 3c, e (D) 3d. As condigbes de analise foram: T = 37
°C, I = 140 mmol L', e concentracdo de DMSO de 10% V/v.
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Para a determinagdo dos valores de pKa, manteve-se a concentracao dos
substratos constantes durante todo o experimento e, pela lei de Avogadro, para um
equilibrio acido-base de um acido monoproético, a formagao da base conjugada deve

ser proporcional ao consumo do acido:

[A] = [HA] + [A7] Equacdo 10

Acompanhou-se a banda de absorgdo da base conjugada (A, . A-) em

diferentes pH (ApH). A partir das diferengas entre os valores minimo (pH = 2,75, Aa) e
maximo (pH = 11,4, Av) de ApH, pode-se relacionar a intensidade da banda com as

concentragdes da base conjugada ([A7]) e do acido ([HA]) em solugao:

[HA] = Ap —Apg e [AT] = Apy — A, Equacéao 11

Substituindo as relacbes estabelecidas na Equacao 11 na divisdo das

concentracdes da Equacéio 8, temos:
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pH = pK, + log (Ap}i—_Aa) Equacéo 12
Ap—Apn

Desta forma, a construgdo de um grafico do logaritmo da razédo das
concentragcbes das espécies dissociadas em solugdo em fungdo do pH, permitem
estimar os valores de pK, previsto na Equacao 12. O ponto de interseccédo da reta
com o eixo das ordenadas representa o valor de pK;, do analito, conforme ilustrado na
Figura 30. Nesses exemplos, pode-se observar que o menor valor de pK; obtido é
referente ao composto 3¢, devido ao carater retirador de elétrons do substituinte NO2

na estrutura, que por sua vez estabiliza a carga negativa formada no oxigénio.

Figura 30 — Linearizacado da equagao de Henderson-Hasselbach para diferentes
substratos fendlicos 3.
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Em virtude da interdependéncia da dissociagdao acida dos compostos 3 em
funcdo dos efeitos eletrbnicos do substituinte na posi¢cdo para ao grupo hidroxi,

através da relagao linear de energia proposto por Hammett, obteve-se a equacao
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apresentada na Figura 31 e comparou-se os valores obtidos$ com o da reagdo padrao

de dissociagao acida (compostos 2).

Figura 31 — Comparacao entre o efeito eletrénico do substituinte aromatico dos
compostos 3 com o composto 2.
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Ao analisar a Figura 31, percebe-se uma diferenga significativa entre as
constantes de equilibrio quimico dos compostos 3a-d e 2a-d, os quais indicam que a
dissociagao acida é mais afetada pelo pH quando o substituinte hidroximetil (-CH20H)
esta presente na posicao orfo. Esses resultados ndo apenas indicam que o equilibrio
quimico de dissociagao acida € maior com o substituinte CH20H na posicao orto, mas
também sugerem que o hidrogénio acido é afetado por ligacbes de hidrogénio com
substituintes vizinhos (120). Além disso, a estabilizacdo da base conjugada (3a-d, RO"
) através de uma ligagdo de hidrogénio com o substituinte CH20H contribui para a
diminuicado do valor de pKa. Essas observagdes confirmam a maior sensibilidade dos

valores de pKa dos fenodis 3a-d em relacao aos fendis 2a-d.

§ Os valores de pKa dos compostos 1a-d foram retirados do livro “D. E. LIDE; CRC Handbook
of Chemistry and Physics 2003-2004, CRC Press, Edigdo 84.”. Nome do composto (valor de pKa): 4-
Nitrophenol 1¢ (7,15), phenol 1d (9,99), 4-Methoxyphenol 1a (9,53) e p-Cresol 1b (10,26).
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Figura 32 — Efeito substituinte hidroximetil no equilibrio da reagao de dissociagao
acida dos substratos 3a-d.
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5.3 ESTUDOS CINETICOS

5.3.1 Reacdo de O-despropargilagao mediada por Pd dos éteres de propargila
4a-d

5.3.1.1 Estudos de espectroscopia de RMN de 'H

O monitoramento cinético por RMN de 'H das reagbes de O-despropargilagio
mediada por paladio foram realizadas utilizando o acido cis-butenodidico (ou acido
maléico, AM) como padréao externo. O emprego de um padrao externo, dentro de um
tubo capilar coaxial, permite que a integral e a intensidade de seu respectivo sinal
sejam constantes durante o periodo reacional, e sua relagcdo com as integrais das
espécies formadas e consumidas em solugao permite obter a concentracao relativa
das mesmas. Além disso, 0 emprego de uma mistura 20% v/v de D20 e 80% v/v de
(CD3)SO como solvente de reagdo também se fez necessario por motivos de
solubilidade dos compostos nas concentragbes empregadas.

Previamente ao monitoramento das reagbes por RMN de 'H, obteve-se os
valores de relaxacdo longitudinal (spin-rede, T1) dos sinais referentes ao hidrogénio
terminal do grupo éter propargil (=C-H, & =3,2 ppm) e do padrao externo (=CH-COOH,
0 = 6,245 ppm), para que as integrais medidas durante o periodo reacional sejam
referentes a todos os hidrogénios em solucdo. Por meio do experimento de
recuperagao inversa (Inversion-Recovery Experiment), estima-se os valores de T+
com base nas intensidades dos sinais em fungao do periodo de relaxamento (t) entre
o primeiro pulso e o segundo pulso (Figura 32). Desta maneira, pela Equagao 13,
obtém se os valores de T4, onde I, € a intensidade do sinal analisado apés o periodo

T, lo € a intensidade do sinal quando t ¢ infinito, « é o estado de magnetizacao inicial
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(2 = a = 0) anteriormente a recuperagao inversa ocorrendo durante o tempo t (WEI
et al., 2021).

Figura 33 — Experimento de recuperagao inversa. (A) Representacdo esquematica
da sequéncia de pulso em diferentes periodos de 7. E (B) os espectros obtidos para
3a em diferentes valores de t, cortou-se a janela espectral entre 3,7 ppm e 4,2 ppm

para melhor visualizagédo dos sinais de interesse. Condigdes: [3b] =20 mmol L',
[AM] = 5 mmol L', 20% v/v de D20 e 80% v/v de (CD3)SO a 19 °C.

90° 180°

Canal 1HI t(s) I/\/\/\/\/\A,\

L= —(1—ax* e;_l) Equacao 13

Para os sinais de interesse, obteve-se os valores de T1 de 9,87 sede 1,78 s
para os hidrogénios C-H (& =3,2 ppm, Figura 33A) e =CH-COOH (& = 6,2 ppm, Figura
33B), respectivamente. Como discutido anteriormente, na atribuicdo dos sinais de '3C
a estrutura dos para-fendis 2 (Seg¢ao 5.1.1.3), o valor de T1 de um sinal é dependente
do ambiente molecular préximo ao atomo, e o principal processo que contribui ao
processo de relaxagéo € a interagao dipolo-dipolo (LAMPMAN; PAVIA; KRIZ, 2010).
Como prova de conceito, na Figura 34B observa-se que se fossem analisados as
integrais dos sinais em tempos menores de T1, ou que ndo fossem ao menos trés
vezes maior, o valor da integral e a concentragéo obtida a partir dela teriam dimensdes
menores que o valor real. Para fins quantitativos, o tempo de aquisi¢ées (d1) do FID
foram trés vezes ao valor de T1 do hidrogénio respectivo ao grupo éter propargil (d1 =
30 s), e manteve-se 0 numero de quatro varreduras (scans) para aumentar a razao
sinal/ruido dos espectros (prevista pela Equacao 14, onde S=Intensidade do sinal;

R=Intensidade do ruido, f=coeficiente de proporcionalidade, n=numero de scans).
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Figura 34 — Obtencéo dos valores de T1 para os hidrogénios de interesse em fungao
da intensidade dos sinais, ilustrados anteriormente na Figura 33.
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Na sequéncia realizou-se o monitoramento cinético das reag¢des de O-
despropargilagdo, com os diferentes substratos de substituintes aromaticos distintos,
empregando d1 igual a 30 s. A Figura 35A mostra os espectros de RMN de 'H em
funcao do tempo para a reacado de O-despropargilacdo do substrato 4b, e na Figura
34B a atribuicdo dos sinais dos compostos conhecidos (4b e 3b) e de compostos néo
identificados que apareceram ou desapareceram no curso da reacdo em 62,5 minutos
de reacdo. A formacao de compostos nao identificados ou intermediarios, resumidos
com a pontuacao “?” na Figura 35B, foram observados principalmente na regido das
metilas (-CH3s) em 2,15 ppm (Figura 35A), que apds 128 minutos de reagao (espectro
onde todo o reagente 4b foi consumido pelo desaparecimento do sinal em 3,2 ppm),
ha dois sinais na mesma regiao de intensidades distintas, um referente ao produto 3b

€ 0 segundo ao subproduto ou intermediarios.
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Figura 35 — Espectros de RMN de 'H da mistura reacional de 0,02 mol L' do
composto 4b e do catalisador Na2PdCls em (A) fungdo do tempo de reacdo e (B) em
62,5 min. Condigdes reacionais: em 20% D20 e 80% (CD3)SO a 19 °C.
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Os perfis de concentracao relativa das espécies 4b e 3b em funcéo do tempo
estdo representadas na Figura 36. Constata-se a formagao de um subproduto por
meio da diferenga entre as concentragdes relativas iniciais e finais de reagente ([R]) e
de produto ([P]). Devido a sobreposigédo de sinais, observados na Figura 35, entre o
subproduto com do produto, 0 acompanhamento cinético de formacao do subproduto

se tornou uma limitagéo da técnica de RMN de 'H.
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Figura 36 — Grafico de concentragdo das espécies 4b e 3b na reagdo de 0,02 mol L
do composto 4b e do catalisador Na2PdCls em 20% D20 e 80% (CD3)SO a 19 °C.
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Considerando que o mecanismo da reagdao de O-despropargilacédo envolve
varios intermediarios, alguns deles previamente caracterizados em trabalhos
anteriores, a determinacdo da etapa determinante e a elaboracdo de uma lei de
velocidade que leve em conta todas as etapas, exigiriam estudos cinéticos adicionais
para validar e comprovar a lei de velocidade proposta. No entanto, para os objetivos
do presente trabalho, optou-se pelo ajuste linear das leis de velocidade de primeira
ordem (Equacao 15) e segunda ordem (Equacgéao 16), a fim de simplificar o mecanismo

da reagéo, eliminando intermediarios e equilibrios.

v = k[R]* -  In[R]l=mn[R], —kt - [R]; = [R],e " Equacgéo 15
— 2 L _ 1 _ [R]o =
v = k[R] - TR + kt - [R]; = R Equacéao 16

Conforme ilustrado na Figura 37, o ajuste linear de primeira ordem (Figura
37A e Apéndice B) apresentou um coeficiente de correlagdo (r?) mais préximo de 1 do
que o ajuste linear de segunda ordem (Figura 37B, Apéndice B). A linearizagéo do
perfil cinético com a lei de velocidade de primeira ordem, sugere que a etapa
determinante das reagdes de O-despropargilacdo mediadas por paladio séo

unimoleculares. Esses resultados estdo em concordancia com o trabalho de Coelho e
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colaboradores (2019), que identificaram a eliminagao B-O do paladio como a etapa

determinante da reagao, correspondente a uma etapa unimolecular.

Figura 37 — Linearizagédo dos dados cinéticos experimentais normalizados para a
reacao de despropargilagado do 3b com as leis de velocidade (A) de primeira e (B) de
segunda ordem.

-3 A) — : : 6000 B) — : : : :
] 2 = ] ]
r 0,9494 r2 =-0,0188 -
-4 - - 4 4000 1
|y ¥=-339-0,0369x | | y=113,00 + 2,374 x
n n n [ |
-5 1 2000 ]
= n n n n
f’: N | ] ||
[ - ] ] [ ]
S 6- i S | }
§ = ] =
o " o EE = mm .
= = | | u | N ]
c 7 1 < -2000 ]
- u ~ n n n n H En u
n n n
n n n [ |
-8 - 1 -4000 ]
m EEEE = [ 1] n
B e e s s B B A 6000 ——F—— 1 T 7T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 0 50 100 150 200 250 300 350 400
tempo / min tempo / min

A determinacao dos valores das constantes observadas de velocidade de
primeira ordem (kobs) para as reacgdes estudadas foi obtida por meio do ajuste ndo
linear prevista na Equacdo 15. A preferéncia pelo uso do ajuste nao linear na
determinacgao das constantes deve-se a heterocedasticidade dos erros experimentais.
Regressbdes lineares, como as utilizadas na Figura 37, assumem que esses erros
sejam constantes em toda a faixa, o que pode levar a valores de kobs diferentes dos
valores reais (PERRIN, 2017). Dessa forma, o valor de kobs que melhor se aproximou
do perfil tedrico em relagdo ao experimental para a reagao de O-despropargilagcao do
substrato 4b esta ilustrado na Figura 38, enquanto os valores para os demais

substratos estdo apresentados no Apéndice B. Os valores de kobs € r2 foram resumidos

no Quadro 3.
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Figura 38— Perfil cinético para a reagéo de 0,02 mol L' de 4b com 0,02 mol L' de
Na2PdCls em 80% v/v de (CD3)SO e 20% v/v de D20 e 19 °C.
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Quadro 3 — Constantes observadas de primeira ordem (kobs) obtidas pelas
regressoes nao lineares para a reacao de O-despropargilagao, referentes ao
consumo do reagente, para diferentes substituintes aromaticos (R). Condigdes
gerais:[4a-d] = 0,02 mol L-'; [Na2PdCl4] = 0,02 mol L1, 20% v/v D20, 80% v/v
(CD3)SO e 19 °C.

Substrato 4b 4c 4a 4d
R= Me NO: OMe H
Kobs (mMin-") 0,0360 0,0395 0,0337 0,0508

r 0,9924 0,9687 0,9143 0,9895

A fim de avaliar os efeitos eletronicos da reagao, normalizou-se os valores de

kobs @ partir do logaritmo da raz&o entre o valor de Kobs € KobsH (log (:z"b—”)) plotando-
obs,H

0s na equagao de Hammett, aplicando diferentes constantes de substituintes (o),
conforme ilustrado na Figura 39. Observa-se uma reta cuja tendéncia para valores
maiores no eixo das ordenadas com valores de o, logo ha um aumento na velocidade
de reagdo com grupos retiradores de elétrons. Ainda, as constantes de reagao (p),
obtidas a partir das inclinagcdes de cada reta, tiveram valores positivos menores que

1.
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Figura 39 — Linearizagao dos graficos log (i‘”’—”‘) versus o da reagao de O-
obs,H

despropargilagdo mediada por Pd.
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Estes resultados indicam que o efeito eletrbnico sob a reacdo € bastante
pequeno, e que a reagao apresenta alta robustez para diferentes substituintes
aromaticos. E ainda, a tendéncia para valores maiores de kobs para grupos retiradores
de elétrons corroboram com o mecanismo proposto por Coelho e colaboradores
(2019), onde a energia do estado de transigdo da etapa do ataque nucleofilico anti-
Markovnikov da molécula de agua (Figura 10), é favorecida com a inser¢ao de grupos
retirados de elétrons, que por sua vez aumenta a eletrofilicidade do grupo propargil e

a velocidade de reacao.
5.3.1.2 Estudos de espectroscopia de absorgédo na regido do UV-vis

Ainda em relagao aos estudos sobre a reagdo O-despropargilagdo mediada
por paladio dos éteres de propargila 4a-d, prosseguiu-se para o monitoramento por
UV-vis, com o intuito de acompanhar bandas de absor¢cao de compostos nessa regiao.
As vantagens dessa técnica em relagdo a espectroscopia de RMN de 'H é a detecgéo
de espécies na escala de micromolar (umol L"), um maior controle de temperatura
por meio de banhos termostatizados, e por ser um método mais barato, ndo havendo

a necessidade do uso de solventes deuterados. Dito isso, a reacdo de O-
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despropargilacéo por Na2PdCl4 foi monitorada para a reagéo esquematizada na Figura
40.

Figura 40 - Esquema geral da reagdo de O-despropargilacdo mediada por Naz2PdCl4
a partir dos substratos 4a-d.
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Para os estudos cinéticos subsequentes, o perfil de absorbancia dos
substratos 4a-d e produtos 3a-d foram analisados na regido do UV-vis sob condi¢des
bioldgicas, como pH igual a 7,4 e temperatura de 37 °C. Os espectros sobrepostos da
Figura 41 indicam que somente € possivel distinguir as bandas de absorcéo entre
reagente e produto para o substituinte NO2, enquanto os demais possuem

sobreposi¢cao de bandas de absorgao.



88

Figura 41 — Espectros de absorgao na regiao do UV-vis sobrepostos dos fenéis 3a-d
e dos éteres de propargila 4a-d a 50 mmolL-1 e em PBS (0,01 mol L-') com pH =74
com 10% v/iv DMSO. A) 3ae 4b. B) 3b e 4b. C) 3c e 4c. D) 3d e 4d.
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Estas observacdes estdo relacionadas aos valores de pKa dos derivados
fendlicos em solugéo (Segao 5.2). Enquanto o composto 3¢ possui um valor de pKa
abaixo do pH da solucgao, a sua forma predominante em solugéo é a base conjugada
(3d, RO), os demais derivados fendlicos 3a, 3b e 3d possuem valores maiores de pKa
e a bandas de absor¢cdo dos acidos (ROH) coincidem com os seus respectivos
substratos. Assim, somente é possivel acompanhar a formacado de 3c, a partir do
substrato 4c em funcao de diferentes concentragdes de paladio, e de 4c pela técnica
espectroscopica de absorgéo na regiao do UV-vis.

Como a velocidade inicial da reagao (vinicial) depende do produto entre as
concentragbes das espécies ([A] ou [B]) levadas as ordens de reagdo (x ou y) e a
constante de velocidade da reagdo (k), se durante o experimento variarmos a
concentracdo de uma unica espécie, obtemos a Equagao 17, onde kobs € a constante
observada é o produto entre k e a concentracdo da espécie que manteve-se

constante.
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V= k[B]y[A]X = Vinicial = Kobs [A]X OU Vipjcial = Kobs [B]y Equagéo 17

Se aplicarmos a fungdo logaritmica aos dois lados da Equacado 17 e
rearranjarmos para uma funcgédo linear, obtemos a Equacéo 18. Assim, por meio de
diferentes concentracdes de Pd e 4c¢c, podemos obter informagcdes mecanisticas em

respeito a ordem da reagao de O-despropargilagao mediada por paladio.

IOg Vinicial = log(kobs) + XlOg([A]) ou lOg Vinicial = log(kobs) + ylog([B]) Equagéo 18

Obteve-se as velocidades iniciais (Vinicial) por meio do ajuste linear das curvas
de perfil cinético até 10% de formagéo de produto (Equacdo 19 e Equacao 20). Essa
abordagem é possivel devido, a concentragédo de produto ([P]) ser aproximadamente
0 e os valores de [A] e de [B] serem aproximadamente o valor da concentragao inicial
de cada espécie, isto €, [Alo e [B]o, respectivamente. Assim, aferiu-se os valores de
Viniciar P€la inclinagao da reta obtida, e construiu-se os graficos previstos na Equacéao
18.

alp) _ _ dia]

V=A== k[B]Y[A]* Equacao 19

Vinicial = k[B]g[A]é Equacao 20

A partir da curva de calibracdo (Apéndice C) de 3c, os experimentos de
variacao de substrato e de paladio foram realizados em pH 7,4 a 37 °C. Na Figura 42,
temos a reagéo entre 5 ymol L' de 4c e 200 umol L' de Na2PdCls, e os parametros
de r? e de vinicial em destaque. As reagdes com diferentes concentragdes de 4c e de
Na2PdCls encontram-se no Apéndice B, a compilagao dos dados obtidos em todas as

reacgdes similares ao da Figura 42 encontram-se na Quadro 4.
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Figura 42 — Perfil de concentragéo obtida com [3¢] = 5 umol L-'. Condigbes gerais:
0,01 mol L' PBS (pH = 7,4), [Na2PdCls4] = 200 pmol L', 10 % v/v DMSO, T = 37 °C.
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Quadro 4 — Velocidades iniciais obtidas para a reagao de O-despropargilagao de 4c
com Na2PdCls e constantes de velocidades (k) calculadas a partir da Equagéao 17.
Condigdes gerais: 0,01 mol L' PBS (pH = 7,4), 10 % v/v DMSO e 37 °C.

[Pd]L/_%JmO' 5 10 15 20

[4c] Ii_%Jmol 200
Vinicial /
umol L-'s™
[Pd]lf_%Jmol 200

[4c] (_S‘;mo' 5 10 15 20

Vinicil / 0,12 0,23 0,42 0,51
pmol L's

0,14 0,32 0,46 0,67

A partir dos dados apresentados na Quadro 4, aplicou-se o logaritmo as

concentragbes das espécies e as velocidades iniciais e construiu-se os graficos
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ilustrados na Figura 43. Por meio da Equagao 18, obteve-se as ordens da reagao
iguais a 1,08 e 1,13 para os reagentes 4c e Pd, respectivamente. Os resultados
obtidos experimentalmente sugerem que a ordem total da reagéo seja igual a 2, sendo

de primeira ordem em [Pd] e em [4c].

Figura 43 — Interdependéncia do logaritmo da vinicial coOm 0 logaritmo da concentragao
de (A) Pd e de (B) 4c. Condigdes gerais: 0,01 mol L' de PBS, pH =7,4, 10 % v/v

DMSO e 37 °C.
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Além disso, é possivel estimar a constante de velocidade da reacdo de
segunda ordem (k, v = k[Pd]*[4c]*). Considerando as ordens de reagio, calculou-se

os valores de k, conforme as Equacdes 21 e 22, e obteve-se 110 M's' e 104 M1 s,

—1,65 = log(k[4c]') - 0,022 = k x 200 - k = 1,83x10"* L s *umol™* ou 1,83 M~1s71
Equacao 21

—1,68 = log(k[Pd]') - 0,021 = k *200 - k = 1,75x10"* L s *umol~t ou 1,75 M~1s7!
Equacao 22

Segundo Bird e coautores (2021), valores de k de segunda ordem acima de 1
L mol's™' indicam que as reagdes sdo velozes suficientes para serem conduzidos em
meio bioldgicos complexos e sob baixas concentragdes. Assim, para a reagao de O-
despropargilacédo mediada por paladio do substrato 4c o valor de k de segunda ordem
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obtido foi de 1,79 L mol' s', o que corresponde a um maior aquele sugerido,

satisfazendo a condicao inicial para ser uma reagao bio-ortogonal

5.3.2 Reacgao de liberagao dos protoétipos 6a-d

A fluorimetria € uma técnica espectroscopica de alta sensibilidade e
seletividade, sendo muito util para imageamento celular e acompanhamento de
reagcOes quimicas. Algumas vantagens dessa técnica em relagcédo a espectroscopia de
absorgao na regiao do UV-vis, é a detecgao de espécies sob concentragdes 100 vezes
menores, € 0 menor numero de espécies capazes de serem fluorescentes, tornando
a técnica mais seletiva. No entanto, ha algumas desvantagens da técnica, como a
supressao de fluorescéncia de uma espécie por interagées de outras moléculas em
solugao e por auto filtragem. Dito isso, 0 acompanhamento das reag¢des de liberacao
da cumarina livre (produto da reac¢ao, 4-MU, Figura 44), o perfil de concentragdo em
funcdo do tempo e os parametros cinéticos das reagcdes foram obtidas por meio da

fluorescéncia do produto da reacéo.

Figura 44 — Esquema geral da reacgao de liberagao da 4-MU a partir dos substratos
6a-d.

/
0 7
N HO 0__0 oH
. o o. _o NayPdCl, (10 eq.) + /CE/
Z R

\

50% v/v DMSO
PBS (0,01 mol L")
Pré-4-MU pH =74, 37 °C 4-MU
6a-d; 10 pmol L™

R = OCHj (a), CHs (b), NO, (c), H (d)

Antes do estudo cinético, os perfis de emissdao em um comprimento de onda
de excitagao (Aexcitagao) das O-cumarinas foram obtidas, conforme ilustrado na Figura
45. Observou-se que os substratos da reagao nao apresentaram fluorescéncia quando
0 Aexcitaggo foi fixado em 376 nm. Por outro lado, a 4-MU livre apresentou uma banda
de emissao forte em toda a faixa analisada, indicando ndo haver sobreposicéo de
emissao de fluorescéncia dos reagentes com o produto. Logo, os acompanhamentos
cinéticos das reacdes de liberacdo do produto 4-MU foram realizados por meio do

incremento da intensidade de fluorescéncia.
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Figura 45 — Espectros sobrepostos de emissao de fluorescéncia dos compostos 6a-d
e da 4-MU, Aexcitagio = 376 nm. Condigdes gerais: 20 uymol L' das cumarinas, 0,01
mol L' PBS (pH = 7,4), 50 % v/v DMSO, T = 37 °C.
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A quantificacdo de produto em solugdo se deu a partir de uma curva de
calibragdo previamente construida, utilizando a faixa de 0 a 20 ymol L' de 4-MU, sem
(Figura 46A) e com o Na2PdCls (Figura 46B). Nessa faixa de concentracédo ha uma
linearidade aceitavel entre a intensidade de fluorescéncia (abreviado no grafico como
unidades de fluorescéncia relativo, RFU) de 4-MU, enquanto para concentracbes
acima de 20 ymol L' perde-se a linearidade devido o processo de auto filtragem de
4-MU (Apéndice C). Além disso, observou-se uma diminui¢do na inclinacao da curva
de calibracédo da 4-MU com Naz2PdCls (489,43) em comparagdo com Naz2PdCls
(884,59), sugerindo que ha interagdes entre as espécies de paladio e de 4-MU que
suprimem a emissdao de fluorescéncia do produto. Logo, para os fins de
acompanhamento de formagdo de produto, foi empregada a curva de calibragéo
obtida na Figura 46B, para todos os perfis de concentracdo de 4-MU liberada em
solucdo, devido a maior semelhangca com as condigcdes experimentais da reacao

quimica, expressa na Figura 44.
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Figura 46 — Curvas de calibragao utilizando concentragdes entre 0 e 20 ymol L' de
4-MU (A) sem Na2PdCls e (B) com 100 umol L' de Na2PdCls. Condigdes gerais:
0,01 mol L' PBS (pH =7,4), 50 % v/v DMSO, T = 37 °C.
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Visando o estudo de uma reacao de pseudo-primeira ordem, com o objetivo
de simplificar a lei de velocidade, o uso de um grande excesso de Na2PdCls (10
equivalentes) permite que a lei de velocidade da Equagdo 14 seja resumida na
Equacao 23, onde kobs = k[Na,PdCl,], [Subst]t = concentragdo do substrato no tempo

t, e [Subst]o = concentragao inicial de substrato.

v = k[Subst][Na,PdCl,] = v = k,,;[Subst] — [Subst], = [Subst], e *obst
Equacao 23

Como o acompanhamento da reacdo sera via formacgao de 4-MU, temos que
[Subst]o = [Subst]: + [4-MU] para uma reagdo com 100% de conversao a produto,

substituindo na equacao acima e reorganizando, conclui-se que:

[4-MU] = [Subst], * (1 — e Fovst) Equacéo 24

Por meio do ajuste n&o linear prevista pela Equacgao 24 das concentragdes de
[4-MU] em funcao do tempo, foram obtidos os valores de kovs. A Figura 47 ilustra o
perfil cinético obtido experimentalmente e os pardmetros de Kobs, I? e [Subst]o para o
substrato 6b, que melhor ajustou a curva cinética. Enquanto as outras reagdes com
diferentes substituintes aromaticos encontram-se no Apéndice B, e a compilagao dos

dados obtidos em todas as reagdes similares ao da Figura 47 no Quadro 5.
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Figura 47 — Perfil de concentragao da (m) reacéo de liberagao de 4-MU em fungao do

tempo, sendo [6b] = 10 ymol L' e [Na2PdCl4] = 100 umol L', e de (o) 10 ymol L' de

4-MU com 100 pumol L' de Na2PdCls. Condigbes gerais: 0,01 mol L' PBS (pH = 7,4),
50 % v/iv DMSO, T = 37 °C.
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Quadro 5 - Constantes observadas de primeira ordem (kobs) obtidas pelas
regressdes nao lineares para a reacao liberagao de 4-MU, referentes a formacéao de
produto, para diferentes substituintes aromaticos (R). Condig¢des gerais: 0,01 mol L™

PBS (pH =7,4), 50 % v/iv DMSO, T = 37 °C, [6a-d] = 10 ymol L', [Na2PdCls] = 100

umol L.
Substrato 6b 6¢c 6a 6d
R= Me NO: OMe H
kobs / (min1) 0,00435 0,00579 0,00478 0,00476
r? 0,9974 0,9966 0,9947 0,9951
[Subst]o / 3,52 4,96 5,48 9,15
(umol L)

Na Quadro 5 observa-se que somente a reagao contendo o substrato 6d teve
a conversao total em produto, enquanto as demais reagdes tiveram valores proximos
e abaixo de 50%. Esses resultados indicam que ha acumulos de intermediarios
formados em solugédo, a partir dos substituintes aromaticos diferentes do hidrogénio.

Para o entendimento dos efeitos eletrénicos nesta reacao, os valores de kobs
apresentados na Quadro 5 foram normalizados em fungao de kobsH, € plotados na

equacao de Hammett, conforme ilustrado na Figura 48. Ndo observou-se linearidade
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entre os valores normalizados e as constantes do substituinte na posi¢cao para (Gpara).
Por outro lado, quando os valores de oOmeta, referentes as constantes do substituinte
na posicdo meta, foram empregados, ha uma correlacdo entre os valores
normalizados (r? = 0,9525) com valor de inclinagdo (ou constante de reagdo) positiva
(p =0,0889 > 0).

kobs,X

Figura 48 — Linearizag&o dos graficos log( ) Versus Opara © Ometa da reagéo de O-

kobs,H
despropargilacédo mediada por Pd.
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log(k, / k.) = 0,0889 o

0,02 meta

para e

log(k,/k,,)

meta

-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Uma relacdo linear com os valores de Ometa SUgErem que, entre os efeitos
eletrénicos observaveis, o efeito indutivo é o predominante, e que sua influéncia € na
posicdo meta em relagdo ao substituinte aromatico. Na Figura 49 observa-se as
estruturas e 0 mecanismo de reacgao sugerida. A partir dessa analise pode-se concluir
que, a linearidade € observada para a posicao meta, e a liberacdo de 4-MU ocorre via
quebra da ligagédo C-O na posicado meta em relagdo aos substituintes aromaticos,
essas observagdes corroboram com a hipotese de que a etapa determinante da

reacao € a de eliminacao 1,4 do espacador autoimolativos.
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Figura 49 — Esquema geral da reagao de liberagdo da 4-MU, por meio das reagdes
de O-despropargilagdo mediada por Pd" e de eliminagéo 1,4
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Dessa forma, se a etapa determinante é a reacao de eliminagao 1,4, entdo a
constante da reagédo de O-despropargilagdo (Kko-despropargilacdo) € maior que a da etapa
determinante (keiiminagao). Para testar essa hipotese, obteve-se o perfil de concentragéo
da reagao de O-despropargilagdo mediada por Pd" (Figura 50)” para o substrato 4c e
nas mesmas condi¢des da reacao de liberacdo da 4-MU. O fato do valor obtido de ko-
despropargilagao (0,00932 min-') ser maior que o da reagédo de liberagdo da 4-MU com o
mesmo substituinte aromatico (Substrato 6c, kobs = 0,00579 min') e a conversado a
produto ser 100%, corrobora com a hipétese de que a reagao de eliminagao 1,4 é a
etapa determinante e que existe a acumulagdo de intermediarios na reagdo de

eliminacao 1,4.

™ Curva de calibragdo de 3c em 50% DMSO se encontra no Apéndice C.
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Figura 50 - Perfil de concentragdo de 3¢ da reagao de O-despropargilagdo mediada
por Pd' em fungéo do tempo, sendo [3¢] = 10 umol L' e [Na2PdCls] = 100 pmol L.
Condigdes gerais: 0,01 mol L' PBS (pH = 7,4), 50 % v/v DMSO, T = 37 °C.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, foram sintetizados com sucesso uma série de substratos
contendo substituintes aromaticos distintos, utilizando diferentes reagdes previstas na
literatura e foram caracterizados por técnicas espectroscopicas de RMN de 'H e de
13C. Esses substratos possibilitaram o estudo cinético das reagbes de O-
despropargilagdo ou de liberagdo de espécies fluoroforo dos substratos 4a-d e das
Pr6-4-MU, respectivamente.

Foram relatados com ineditismo os valores de pKa de compostos fendlicos
contendo substituintes nitro, metoxi e metil com o substituinte hidroximetil, por meio
do acompanhamento da banda de absorgéo na regido do UV-vis da base conjugada.
Esses valores demonstraram a maior sensibilidade da reacao de dissociagao acida e
a maior estabilidade da base conjugada através de ligagbes de hidrogénio com o
substituinte hidroximetil na posicao orfo em comparagao com compostos fendlicos
sem o substituinte, evidenciado pela inclinagdo da reta obtida por meio do plot de
Hammett.

Para os substratos éter propargilbenzilicos 4a-d, foram obtidos fortes indicios
em relacdo ao mecanismo da reagao, para o substrato contendo o substituinte nitro
(4c). A ordem da reagao, determinada experimentalmente, foi proxima a 2, o que
sugere que uma molécula de 4c esteja complexada a uma molécula de Pd na etapa
determinante da reacéo.

Além disso, as pro-4-MU obtidas sdo substratos inéditos na literatura e foram
utilizados para o estudo dos efeitos eletronicos na reacao de liberacdo da 4-MU. Os
estudos cinéticos por fluorescéncia dos substratos pr6-4-MU e por RMN de 'H dos
substratos 4a-d sugerem que a estabilizagdo do grupo de saida de cada etapa
aumenta a velocidade da reagcdo. Em outras palavras, a carga parcial negativa
formada no estado de transicao é estabilizada por substituintes que retiram elétrons.
No entanto, os valores obtidos de p foram inferiores que 1, indicando que as reagoes
sao robustas em relacdo ao efeito dos substituintes aromaticos no espacgador
autoimolativos.

Por fim, essas descobertas ajudarao no projeto e controle da reatividade de
novos substratos para a reacdo de O-despropargilagdo mediada por Pd. Esses

substratos podem servir como modelos para o desenvolvimento de novos
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catalisadores e/ou complexos de Pd. Portanto, a compreensao desses sistemas

contribuira para o avango das reagdes bio-ortogonais.
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APENDICE A - ESPECTROS DE RMN DE "H E DE *C{'H}

Espectro de RMN de 'H do composto 2-formil-1-hidroxi-4-metilbenzeno (2b) em
CDCls a 200 MHz.
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Espectro de RMN de 'H do composto 2-formil-1-hidroxi-4-nitrobenzeno (2c) em
CDCls a 200 MHz.
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Espectro de RMN de "*C{'H} do composto 2-hidroxi-1-(hidroximetil)-4-metiloenzeno
(3b) em CDCls a 50 MHz.
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Espectro de RMN de "H do composto 2-hidroximetil-5-metil-1-(prop-2-il-1-
oxi)benzeno (4b) em CDCI3 a 200 MHz.
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Espectro de RMN de "*C{'H} do composto 2-hidroximetil-4-metil-1-(prop-2-il-1-
oxi)benzeno (4b) em CDCI3 a 50 MHz.

- N mm 0]
) H©oo o o N @ )
[ oo a NR © A n
1n mANNN - B - o
L. o o i NN (-] n N
| —~ | \ o/ | | |
o\///
1
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0



Espectro de RMN de 'H do composto 2-hidroximetil-4-nitro-1-(prop-2-il-1-

oxi)benzeno (4c) em CDCls a 200 MHz.
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Espectro de RMN de "3C{'H} do composto 2-hidroximetil-5-nitro-1-(prop-2-il-1-

oxi)benzeno (4¢c) em CDCIs a 50 MHz.
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Espectro de RMN de 'H do composto 2-hidroximetil-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno (4d)
em CDCIs a 200 MHz.
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Espectro de RMN de "*C{'H} do composto 2-hidroximetil-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno
(4d) em CDCl3 a 50 MHz.
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Espectro de RMN de 'H do composto 2-(bromometil)-5-metil-1-(prop-2-il-1-
oxi)benzeno (5b) em CDCI3 a 200 MHz.
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Espectro de RMN de "*C{'H} do composto 2-(bromometil)-5-metil-1-(prop-2-il-1-
oxi)benzeno (5b) em CDCls a 50 MHz.
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Espectro de RMN de 'H do composto 2-(bromometil)-5-nitro-1-(prop-2-il-1-
oxi)benzeno (5¢) em CDCls a 200 MHz.
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Espectro de RMN de "*C{'H} do composto 2-(bromometil)-5-nitro-1-(prop-2-il-1-
oxi)benzeno (5¢) em CDClz a 50 MHz.
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Espectro de RMN de 'H do composto 2-(bromometil)-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno (5d)
em CDCIs a 200 MHz.
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Espectro de RMN de "3C{'H} do composto 2-(bromometil)-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno
(5d) em CDCl3 a 50 MHz.
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Espectro de RMN de 'H do composto 4-metil-7-{[5-metil-2-(prop-2-il-1-oxi)benzil]oxi}-
2H-cromen-2-ona (6b) em CDClz a 200 MHz.
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Espectro de RMN de "3C{'H} do composto 4-metil-7-{[5-metil-2-(prop-2-il-1-
oxi)benzilloxi}-2H-cromen-2-ona (6b) em CDCIs a 100 MHz.
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Espectro de RMN de 'H do composto 4-metil-7-{[5-nitro-2-(prop-2-il-1-oxi)benzilJoxi}-
2H-cromen-2-ona (6¢) em CDCIs a 100 MHz.
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Espectro de RMN de "*C{'H} do composto 4-metil-7-{[5-nitro-2-(prop-2-il-1-
oxi)benzilloxi}-2H-cromen-2-ona (6c) em CDCls a 100 MHz.
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Espectro de RMN de 'H do composto 4-metil-7-{[2-(prop-2-il-1-oxi)benzil]oxi}-2H-
cromen-2-ona (6d) em CDCI3 a 200 MHz.
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2H-cromen-2-ona (6d) em CDClz a 100 MHz.
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Espectros de RMN de 'H da mistura reacional de 0,02 mol L-' do compostos 2-
hidroximetil-4-nitro-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno (4¢) e do catalisador Na2PdCls em
funcdo do tempo de reacdo, em 20 % D20 e 80 % (CD3)SO a 19 °C.
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Espectros de RMN de 'H da mistura reacional de 0,02 mol L-' do compostos 2-
hidroximetil-4-metoxi-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno (4a) e do catalisador Na2PdCls em
fungao do tempo de reagao, em 20 % D20 e 80 % (CD3)SO a 19 °C.
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Espectros de RMN de 'H da mistura reacional de 0,02 mol L-' do compostos 2-
hidroximetil-1-(prop-2-il-1-oxi)benzeno (4d) e do catalisador Na2PdCls em fungéo do
tempo de reacdo, em 20 % D20 e 80 % (CD3)SO a 19 °C.
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APENDICE B - CURVAS DE PEFIL CINETICO E QUADROS
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Grafico de concentragdo da mistura reacional de 0,02 mol L-' do composto 4c em

fungdo do tempo, sendo [Na2PdCls] = 0,02 mol L. E a linearizagdo de primeira e de

segunda da curva cinética em fungao do tempo Condigdes gerais: 20% D20/80%

(CD3)SO e 19 °C.
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Grafico de concentragio da mistura reacional de 0,02 mol L' do composto 4a em
funcdo do tempo, sendo [Na2PdCl4] = 0,02 mol L. E a linearizagéo de primeira e de
segunda da curva cinética em fungédo do tempo Condi¢des gerais: 20% D20/80%
(CD3)SO e 19 °C.
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Grafico de concentragdo da mistura reacional de 0,02 mol L-' do composto 4d em

fungdo do tempo, sendo [Na2PdCls] = 0,02 mol L. E a linearizagdo de primeira e de

segunda da curva cinética em fungao do tempo Condigdes gerais: 20% D20/80%
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(CD3)SO e 19 °C.
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Perfil de concentragdo obtida com [4¢] = 10 ymol L' e [NazPdCls] = 200 ymol L.
Condigdes gerais: 0,01 mol L' PBS (pH = 7,4), 10 % v/v DMSO e 37 °C.
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Perfil de concentracao obtida com [4¢] = 15 pmol L' e [Na2PdCls] = 200 umol L.
Condigdes gerais: 0,01 mol L' PBS (pH = 7,4), 10 % v/v DMSO e 37 °C.
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Perfil de concentragdo obtida com [4¢] = 20 ymol L' e [NazPdCls] = 200 ymol L.
Condigdes gerais: 0,01 mol L' PBS (pH = 7,4), 10 % v/v DMSO e 37 °C.
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Perfil de concentragéo obtida com [4¢] = 200 uymol L' e [Na2PdCl4] = 5 ymol L.
Condigoes gerais: 0,01 mol L' PBS (pH =7,4), 10 % v/v DMSO e 37 °C.
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Perfil de concentragdo obtida com [4¢] = 200 umol L' e [NazPdCl4] = 10 ymol L.
Condigdes gerais: 0,01 mol L' PBS (pH = 7,4), 10 % v/v DMSO e 37 °C.
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Perfil de concentragéo obtida com [4¢] = 200 umol L' e [Na2PdCls4] = 15 ymol L.
Condigoes gerais: 0,01 mol L' PBS (pH =7,4), 10 % v/v DMSO e 37 °C.
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Perfil de concentragdo obtida com [4¢] = 200 umol L' e [NazPdCl4] = 20 ymol L.
Condigdes gerais: 0,01 mol L' PBS (pH = 7,4), 10 % v/v DMSO e 37 °C.
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Grafico de concentragao do produto 4-MU em fungao do tempo, sendo [6a] = 10
pumol L' e [Na2PdCls] = 100 ymol L-'. Condigdes gerais: 50% v/v DMSO, 0,01 mol L
PBS (pH=7,4), T=37 °C.
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PBS (pH=7,4), T = 37 °C.

T T T T T T T
10 —
] Z ]
J@C/ NagPdCly (10eq) O
o 0.0 _Nagrdtls (19 eq.
81 OzN 50% v/v DMSO qj T
| = PBS (0,01 mol L") |
< 6c pH=74,37°C 4-Mu
= 6-
o
e
=2
= 4
-}
=
A
2 i
r: =0,9966
— * -0,00579*t
.. y=496*1-e ) |
T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

tempo / min



132

Grafico de concentragéo do produto 4-MU em funcgéo do tempo, sendo [6d] = 10
pumol L' e [Na2PdCls] = 100 ymol L-'. Condigdes gerais: 50% v/v DMSO, 0,01 mol L
PBS (pH=7,4), T=37 °C.
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APENDICE C — CURVAS DE CALIBRAGAO

Varredura espectral do 3c e a dependéncia linear entre a absorbéancia e a
concentragdo de 3c. Condigbes gerais: PBS (0,01 mol L"), 10% v/v DMSO, T = 37
°C
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Varredura espectral do 3¢ e a dependéncia linear entre a absorbéancia e a
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concentragdo de 3c. Condigbes gerais: PBS (0,01 mol L), 50% v/v DMSO, T = 37

°C
210 T T T v T )
: [3¢]/ (umol L)
1,8 0 i
] 125 ]
1.6 ] 25 ]
—~ 1,41 —— 50 -
© 1 75
= 1.21 100 ]
8 1,04 .
0 ]
g 0,8 .
2 ]
9 0,6 .
-Q 4
< 0,4+ .
0,2 o — i
010 gz;riiiil T T T T T T
300 350 400 450 500
Comprimento de onda / nm
20f ~ T~ " T T T T T T ]
] o
1,8‘ e 1
1,61 /// i
1,4- o i
@ 1.2- / ]
3 10 .= ]
\E 08- // ]
S 0,64 e i
S ]
< 0,4-_ //./ r2 _ E
0] P = 0,99939 _
0.0 ./ y = 0,01 Ox ]
'0,2 ] T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

[3c]/ (umol L)



135

Perfil de fluorescéncia da 4-MU na faixa de concentragéo entre 0 e 110 pmol L.
Condigdes gerais: 50% v/v DMSO, 37 °C, PBS (0,01 mol L")
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