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RESUMO

A fitoalexina frans-resveratrol foi quantificada em vinhos varietais tintos brasileiros
elaborados no Rio Grande do Sul, tendo sido determinado o valor médio de 2,57 mg.L’l,
com os varietais Merlot, Sangiovese e Tannat sendo aqueles com teores mais elevados
deste produto natural. Foram analisados, também. sucos de uva comerciais de preparo
convencional e ecoldgico, mostrando valores médios de 1,01 e 1,98 mg.L’l,

respectivamente.

Foram desenvolvidas estratégias para as sinteses cataliticas seletivas dos
moduladores seletivos de receptores de estrogénio trans-resveratrol e (Z)-tamoxifeno. Duas
rotas foram apresentadas para a sintese de resveratrol e trés rotas em desenvolvimento para

a preparacao de triariletilenos e tamoxifeno.

As rotas de sintese dos compostos triariletileno utilizaram substratos até o0 momento
originais para a obtenc¢do de tamoxifeno, apresentando potencial e versatilidade para virem

a se constituir em alternativas viaveis para sua obtencdo em larga escala.

12



ABSTRACT

The natural product trans-resveratrol was quantified in southern brazilian red wines.
The analytical methodology developed for thoose analyses showed good linearity,
reproductibility and short analysis time. The average value achieved for the trans-
resveratrol concentratios in wines was 2.57 mg.L™". Some grape juice samples were also
analyzed, showing mean values of 1.01 mg.L™' for conventional juices and 1.98 mg.L' for

ecological ones.

New resveratrol and tamxoxifen synthesis protocol were explored. Some new
contributions on this field was achieved on applying transition metal catalysis in order to
perform thoose syntheses. Two methods for trams-resveratrol synthesis are about to be
completed as well as, at least, two new synthesis for tamxifen and other triarylethylene

compounds.
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1 Introducgao Geral

Em 1997 Pezzuto e colaboradores' apresentavam um trabalho sobre propriedades
quimiopreventivas do trans-resveratrol, um produto natural encontrado em certos tipos de
uvas e outras espécies vegetais, em alguns tipos de cancer. A partir deste evento, uma
verdadeira avalanche de estudos vém mostrando que o resveratrol pode exibir mais e mais
aplicacdes em sistemas biologicos, chegando a ser chamado de “molécula milagrosa” em

artigos publicados em periddicos altamente respeitados, como a Nature Genetics’.

O fato de esta substancia ocorrer em vinhos varietais e de ndo ter sido avaliado em
vinhos brasileiros motivou um grupo da Faculdade de Quimica da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul a apresentar a FAPERGS um projeto para avaliar teores de
resveratrol em vinhos varietais brasileiros, no final de 1998, coordenado pelo Prof. André
Souto, co-orientador desta tese. A execucdo desse projeto e a publicacdo dos resultados
obtidos acabaram por ocorrer em periodo concomitante ao periodo inicial de realizacao
desta tese. Para a presente tese, concebeu-se explorar estes resultados de analise de vinhos
e, posteriormente, sucos de uva e extrapolar o tema, buscando-se novos protocolos de
sintese de resveratrol e derivados, aproveitando-se do historico de nossa participagcdo no
Laboratério de Reatividade e Catélise e Grupo de Catalise Molecular do Instituto de
Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e, mais, do histérico bem-sucedido
deste grupo no desenvolvimento de metodologias para a sintese de produtos organicos
através da catdlise molecular. As propostas para novas vias de sintese do resveratrol foram
baseadas na aplicac¢do de reacdes cataliticas de acoplamento cruzado, o que ndo havia sido

apresentado na literatura até aquele momento.

No entanto, conforme mostra a Figura 1, ao tempo em que este trabalho foi
desenvolvido, o nimero de publicagdes sobre o tema aumentou em muito, revelando sua

transformag¢do em assunto de grande interesse.
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Figura 1 — Evolug@o do ntimero de publicagdes sobre trans-resveratrol ao longo do tempo.

Assim, algumas novas sinteses de trans-resveratrol e derivados foram apresentadas,
muitas delas na linha em que vinhamos trabalhando. Deste modo muitas foram as
adaptacdes e estratégias adotadas ao longo do tempo de desenvolvimento deste trabalho.
No processo de adaptacdo ou busca de novas estratégias sintéticas, percebeu-se que rotas de
sintese para compostos triariletilenos poderiam, igualmente, ser desenvolvidas. Alguns
compostos triariletileno, além de exibirem similaridade estrutural ao resveratrol, sdo
também similares a este por serem Moduladores Seletivos de Receptores de Estrogénio,
assim como o resveratrol. Estes fatos motivaram a ampliacdo do escopo inicial desta tese,
que enfocava originalmente apenas a analise e sintese de trans-resveratrol. O presente texto
apresenta o desenvolvimento desse historico: andlises e estratégias de sintese desenvolvidas
para os moduladores seletivos de receptores de estrogénio trans-resveratrol e triariletilenos

tipo tamoxifeno.
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2 Revisao Bibliografica

Este capitulo tem como objetivo situar o trabalho ora relatado no contexto das
pesquisas envolvendo moduladores seletivos de receptores de estrogénio (SERMs), assim
como as principais caracteristicas e a relevancia do estudo das atividades bioldgicas e dos
métodos de sintese de dois destes moduladores em particular, o trans-resveratrol e o (Z)-
tamoxifeno. Sendo o trans-resveratrol um produto natural encontrado, principalmente, em
produtos derivados de uvas viniferas, sdo apresentadas analises dos teores deste composto

em tais produtos.

Em seguida, os objetivos de nosso trabalho sdo apresentados, enfocando a analise de
trans-resveratrol em produtos gauchos e estratégias para a sintese deste composto e do (Z)-
tamoxifeno e derivados, assim como os principais resultados obtidos até o momento. Estdo,
também, expostos os passos atualmente desenvolvidos para que se atinja o €xito na busca

dos objetivos tragados para este estudo.

Uma vez que neste capitulo sdo sumariamente apresentadas algumas fungdes
biologicas dos produtos de interesse do trabalho, cabe apresentar um breve glossario de
termos utilizados em quimica medicinal mencionados no presente texto, recomendado pela

IUPAC?:

Agonista; substancia endégena ou uma droga que pode interagir com um receptor e
iniciar uma resposta fisioldgica ou farmacoldgica caracteristica deste receptor (contracao,

relaxacdo, secrecdo, ativagao enzimatica, etc.)

Antagonista: uma droga ou um composto que se contrapde ao efeito fisiologico de
outro composto. Ao nivel dos receptores, ¢ uma entidade quimica que se contrapde as

respostas associadas ao receptor, normalmente induzidas por outro agente biologico.

Farmacoforo (padrio farmacoférico): conjunto de caracteristicas estéricas e
eletronicas que sdo necessarias para obterem-se as mais favordveis interagdes
supramoleculares de um agente com uma estrutura bioldgica especifica e disparar (ou

bloquear) sua resposta bioldgica.
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Um farmacoforo ndo representa uma molécula real ou uma associacdo real de
grupos funcionais, mas um conceito puramente abstrato que leva em conta as capacidades

de interagdo molecular de um grupo de compostos em relagdo a sua estrutura-alvo.

2.1 SERMs

O termo Moduladores Seletivos de Receptores de Estrogénio — SERMs (do inglés
Selective Estrogen Receptor Modulators) foi concebido quando os conceitos de agonista e
antagonista de estrogénio ndo se mostraram mais suficientes para contemplar as a¢des de
duas drogas que sdo, hoje, bastante conhecidas: o tamoxifeno e o raloxifeno. Estas drogas
claramente estabelecidas como antagonistas de estrogénio (anti-estrogénicas), com base em
sua capacidade de ligarem-se ao receptor de estrogénio ERa, atuam como agonistas de

estrogénio nos 0ssos.

EIXO
HIPOTALAMO
PITUITARIO

FIGADO ALGUNS

TIPOS DE
CANCER DE
MAMA

UTERO

VAGINA
0SSO0S

Figura 2 — Localizacdo dos tecidos-alvo para a atuagao do estrogénio no corpo feminino,

adaptado de Jordan®.
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A Figura 2* apresenta alguns dos principais tecidos onde se da a agdo do estrogénio.
Os receptores de estrogénio (ER) no eixo hipotalamopituitdrio regulam a liberacdo de
gonadotropinas. Estas, por sua vez, controlam a sintese de estrogénios e progestinas que sao
essenciais para a manutencdo do ciclo menstrual e da reproducdo. Estrogénios causam
proliferacdo no epitélio uterino e vaginal por intermédio dos receptores de estrogénio que,
alem disso, mediam o crescimento de alguns tipos de cancer em mamas. Os receptores de
estrogénio localizados no figado e células dsseas regulam os niveis de colesterol e lipideos

circulantes e densidade 6ssea, respectivamente.

O acronimo SERM leva em consideragdo o fato de que a atividade de tais agentes
pode ser diferenciada em tecidos distintos. Esta conclusdo foi possivel apos a descoberta de
que héa dois tipos de receptores de estrogénio, conhecidos como ERa e ERp, sendo
reconhecido que os receptores ERf tém atuagdo importante no cérebro e sistema vascular,
enquanto que os receptores ERol atuam no sistema reprodutivo’. Pode-se afirmar que o
entendimento de que agentes capazes de modular receptores de estrogénio de modo
diferente em diferentes tecidos alavancou a busca pelo design de novas drogas. Atualmente,
procuram-se agentes SERM para uso em mulheres que estdo em pds-menopausa, nas quais
a acdo agonista de estrogénio ¢ necessaria para a manutencao da densidade dssea e fungdo
cerebral, efeito indesejavel no ttero e mamas, onde se desenvolvem céanceres responsivos a

estrogénio.

2.2 Resveratrol e derivados de estilbeno

O estilbeno ndo ¢ um composto de ocorréncia natural. No entanto, diversos
compostos derivados do estilbeno foram extraidos de varias espécies de plantas sendo que,
dentre estes, os compostos poliidroxietilbenos e seus glicosideos t€ém recebido particular
atencdo por apresentarem grande variedade de atividades bioldgicas e potencial como
farmacoforos ou agentes terapéuticos’. Tais compostos apresentam a fungio bioldgica de
conferir ao vegetal resisténcia a estresse ambiental ou ao ataque de agentes patogénicos,
sendo, por isso, denominados de fitoalexinas. A Figura 3 mostra algumas das principais

fitoalexinas.
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Figura 3 — Estruturas de algumas fitoalexinas importantes.

Dentre as fitoalexinas, o resveratrol e seu glicosideo (piceid) tém sido aquelas que
despertam maior interesse por apresentarem atividades bioldgicas diversificadas. O
trans-resveratrol (3,5,4’-triidroxiestilbeno) ¢ um composto encontrado em mais de 70
espécies vegetais. As maiores concentragdes de resveratrol e/ou piceid foram verificadas
em raizes de Polygonum cuspidatum, sementes de amendoim, cascas de uvas e em vinhos

. . .7 . ~ . . .

tintos varietais’. A principal a¢do do resveratrol como fitoalexina tem sido descrita como
.. . P . . 8:9

fungicida, em resposta ao ataque sofrido por videiras ao fungo Botrytis cinerea”,

conhecido no Rio Grande do Sul como “podridao cinza”.

Como ja foi mencionado, a grande ateng@o ao resveratrol foi despertada a partir de
artigo publicado em 1997 na Science por Pezzuto e colaboradores', onde o resveratrol foi
apontado como agente quimiopreventivo no desenvolvimento de cancer nas trés principais
etapas do desenvolvimento deste tipo de moléstia. Na esteira desta publicagdo, o resveratrol
passou a aparecer em diversos artigos como agente possivelmente responsavel pelo
chamado Paradoxo Francés'®. O Paradoxo Francés advém de estudos epidemiologicos que
mostraram uma correlagdo inversa entre o consumo moderado de vinho e a incidéncia de

. N ~ . 11
doengas cardiovasculares e cancer em populagdes com dietas de alto teor de gorduras .
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A partir de entdo, um grande nimero de trabalhos foi publicado tendo o resveratrol
como objeto de interesse. De fato, até a data em que o presente trabalho foi escrito, uma
busca na base de dados Web of Science — Institute for Scientific Information, mostra 1937
artigos e 250 patentes que mencionam a palavra “resveratrol”, preponderantemente, em
trabalhos sobre os efeitos benéficos ou potencialmente benéficos deste composto a saude
humana. Um artigo de revisio publicado por Roemer e Roemer’ em 2002 aponta o
resveratrol como modulador de multiplas vias moleculares associadas com o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e cancer, como ciclooxigenase, metabolismo
de lipideos, agregacdo plaquetdria, oxido nitrico, sintese de DNA, inflamagdes e
mecanismos de morte celular e divisdo celular. Sua atuagcdo como agente anti-fungico, anti-
viral e anti-inflamatério também foi demonstrada'’, além de atividade como
neuroprotetor > e capturador de radicais livres'®. Recentemente, foi reportada agdo anti-

cancer do piceid, como indutor de apoptose em células SK-Mel-28 de melanoma humano'’.

Dentre os estudos mais recentes apresentados sobre a atividade bioldgica do frans-
resveratrol, certamente os mais importantes sdo os trabalhos publicados na revista Nature

%12 mostrando a agdo do trans-resveratrol e alguns derivados

por Howitz e colaboradores
como ativadores de sirtuina e na promocao do aumento na longevidade de Saccharomyces
cerevisae, Caenorhabditis elegans e Drosophlia melanogaster. Em maio de 2005, Parker e
20 . ~ .
colaboradores™ apresentaram uma proposta para o mecanismo desta a¢do mediada pelo
trans-resveratrol. Estas publicacdes tendem a despertar grande interesse na comunidade
cientifica, por apontar esta nova possibilidade de agdo do resveratrol, que estimularia
efeitos similares aqueles que advém da restri¢do alimentar no aumento da expectativa de

vida. Nao seria prematuro afirmar-se que uma nova perspectiva no estudo e nas aplicagdes

do trans-resvertrol estd sendo delineada a partir dessas publicagdes.

Quanto a possibilidade da atuagdo do trans-resveratrol e alguns de seus derivados
como agentes quimiopreventivos ao desenvolvimento do cancer ha, também, diversas
publicacdes recentes. De fato, o editorial da edi¢gdo de margo de 2005 do periddico Annals
of Oncology®!, publicagdo oficial da Sociedade Européia de Oncologia Médica, corrobora
as indicacdes de que o frans-resveratrol (entre outros fitoterapicos) desempenhe este papel.
A Tabela I apresenta exemplos de efeitos do trans-resveratrol em diferentes culturas

celulares, relacionadas ao aparecimento ou desenvolvimento do céancer.
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O trans-resveratrol mostra atividade estrogénica em células MCF-7 e S30 de
carcinoma de mama, enquanto que atua como antagonista dose-dependente, na presenca de
17@-estradiol, age como antagonista em células T47D e LY2 de carcinoma de mama. Esta
acao diferenciada em tecidos diversos permite a caracterizagdo do trans-resveratrol como

. A+ 5
um modulador seletivo de receptores de estrogénio™.

Alguns outros compostos estruturalmente similares ao resveratrol também tém
mostrado importantes agdes bioldgicas. Para exemplificar, pode-se destacar a recente
publicagdo de Tolomeo e colaboradores™, que encontraram atividade eficiente na indugéo
de apotose em linhagens MDR e BCR-ABL de células de leucemia para os compostos
pteroestilbeno e 3’-hidroxipteroestilbeno (Figura 4). E interessante relatar-se que, embora
estes compostos apresentem a atividade mencionada, os compostos hidroxilados
correspondentes, trans-resveratrol e trams-picetanol (Figura 3), ndo apresentam efeito

consideravel nessas linhagens de células de cancer.

MeO MeO
OH
\ O
N o o
MeO MeO
pteroestilbeno 3'-hidroxipteroestilbeno

Figura 4 — Compostos similares ao resveratrol com atividade biologica.
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Tabela I — Exemplos de efeitos de resveratrol em culturas de diferentes cepas de

células’

Linhagem Tipo de célula Efeitos

HL-60 Leucemia promielocitica humana |Inibi¢do da formacdo de radicais
livres
Inibigdo da incorporagdo da *H-
timidina ao DNA
Apoptose

K562 Leucemia humana Inibi¢do da proliferacao

L1210 Leucemia murina Inibic¢do da proliferacao

MCF7, T47D Carcinomas de mama (humano) |Inibi¢do da proliferacao
(>50 mM)
Estimulo da proliferacao
(<25 mM)
Apoptose

CaCo-2 Carcinoma colorretal humano Inibi¢do da proliferacao

SW480 Carcinoma em c6lon humano Inibi¢do da proliferacao
Apoptose

HCT116 Carcinoma colorretal humano Inibi¢do da proliferacao
Apoptose

HCE7 Carcinoma esofagico humano Inibic¢do da proliferacao
Apoptose

Seg-1 Carcinoma esofagico Inibi¢do da proliferacao

HepG2 Hepatoblastoma humano Inibi¢do da proliferacao
Apoptose

A431 Carcinoma epidermoide Inibic¢do da proliferacao

Apoptose
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2.3 Tamoxifeno e compostos triariletileno

Uma busca na base de dados Web of Science — Institute for Scientific Information,
mostra, hoje, mais de 12.500 artigos que mencionam a palavra “tamoxifen”, embora deva-
se ressaltar que, sendo o tamoxifeno (Figura 5) um principio ativo amplamente prescrito,
muitos destes estudos utilizam o tamoxifeno como modelo para comparagdo com outras
drogas ou drogas em potencial. Assim, uma apresentag¢do sobre o estado da arte no estudo
das atividades bioldgicas, metabolizacdo, métodos de sintese e relagdo estrutura-atividade

de compostos similares, seria muito extensa e escaparia ao escopo deste texto.

Nesta secdo serdo apresentadas as principais caracteristicas e aplicagdes do
farmacoforo triariletileno, em especial o tamoxifeno, baseadas em artigos de revisdo

publicados nas revistas Drugs of the Future® e Cancer Treatment Reviews™.

(6]

. ~ .
tamoxifeno | clomifeno K
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~ >N

HO )
toremifeno | stilbestrol

Figura 5 — Tamoxifeno e compostos triariletileno de aplicagdo farmacolégica.

O tamoxifeno foi sintetizado em 1963%, na esteira de bons resultados obtidos com
outros compostos do tipo triariletileno como agentes anti-estrogénicos. Na metade do
século XX, os compostos triariletileno MER-25 e clomifeno (Figura 5), ambos da Merrell,

foram desenvolvidos e testados como anti-estrogénicos. Embora mostrassem resultados
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satisfatorios no tratamento de cancer de mama, houve estudos que associassem seus usos
continuados por longos periodos a formagdo de catarata em animais. Assim, em 1969, foi
levado a cabo o primeiro estudo clinico que aplicava 10-20 mg por dia de (Z)-tamoxifeno
em 46 pacientes com cancer de mama em estagio avangado. Neste estudo, observou-se uma
taxa de remissdo de 22%, um resultado benéfico comparédvel aos resultados obtidos com o
stilbestrol (Figura 5), droga j& utilizada na época. Além disso, o tamoxifeno mostrava
toxicidade consideravelmente inferior ao stilbestrol e aos triariletilenos entdo utilizados.
Desde entdo, novos desenvolvimentos na aplicagdo clinica deste composto isoladamente ou
em associacdo com outros medicamentos tém sido verificados. Nas ultimas duas décadas o
tamoxifeno, comercializado na forma de citrato, vem sendo aplicado com sucesso na

terapia endocrina do cancer de mama.

A Figura 6, adaptada do artigo de revisdo de Hoewell e colaboradores®, ilustra o
mecanismo de a¢do anti-tumoral do tamoxifeno baseado em sua atuagdo como anti-
estrogénio nos receptores de estrogénio. Em uma célula alvo, o estrogénio (E) liga-se ao
receptor de estrogénio (ER), iniciando-se uma seqiiéncia de eventos. O complexo
estrogénio-ER homodimeriza-se e liga-se a seqiiéncias discretas de DNA, conhecidas como
elementos de resposta ao estrogénio (ERE), em regides regulatorias de genes estrogénio-
sensiveis. Ha duas regides que funcionam como ativadores transcricionais no complexo
estrogénio-ER, AF1 e AF2, que interagem com outras proteinas para estimular a atividade
de RNA polimerase II (RNA Pol II), regulando assim a atividade dos genes. O tamoxifeno
inibe competitivamente a complexa¢do do estrogénio ao ER. O complexo tamoxifeno-ER
homodimeriza-se e liga-se ao ERE de genes estrogénio-sensiveis. Todavia, apenas AF1 esta
ativa. A inatividade de AF2 resulta em uma atenuacgdo da transcri¢do dos genes estrogénio-
sensiveis. O resultado disso ¢ que o tamoxifeno bloqueia uma das fases do ciclo celular

(fase G;), diminuindo a proliferagao celular.
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Figura 6 — Mecanismo simplificado da agdo do tamoxifeno, apresentado por Hoewell**.

Além do (Z)-tamoxifeno, outros compostos triariletileno apresentam atividade
biologica comprovada e tém sido aplicados como medicamento. Apenas para citar alguns
exemplos, o clomifeno, anteriormente mencionado, primeiro composto triariletileno a
entrar no mercado, em 1968, ¢ ainda a primeira escolha como medicamento para a inducao
da ovulacdo na maioria dos tratamentos para aumento de fertilidade. O toremifeno (Figura
5) ¢ um derivado do tamoxifeno, desenvolvido para minimizar efeitos indesejaveis

advindos do metabolismo do tamoxifeno no organismo.

Recentemente, triariletilenos com grupamento ferrocenil substituindo um dos anéis
aromaticos foram apresentados como agentes de efeito antiproliferativo nas células de
cancer de mama MCF7 e MDA-MB231%°. Os autores, que sintetizaram estes SERMs por
reacdo de McMurry, com rendimento isolado de 73% (abordada na secdo 2.5.6),
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encontraram efeito surpreendentemente forte do organometélico apresentado na Figura 7,
que dispararia um mecanismo de oxidagdo intracelular, conduzindo a formacdo de um
importante agente citotoxico. Seu regioisdmero, com grupamento aromdtico geminado ao
ferrocenil, no entanto, ndo mostrou efeito citotoxico importante, embora também pudesse

ter comportamento eletroquimico similar.

Fe
NV

OH
OH
Figura 7 — SERM organometalico.

2.4 Analise de resveratrol em vinhos varietais

O trans-resveratrol aparece em diversos cultivares de uvas, especialmente entre as
Vitis vinifera, em grande parte na forma de seu glicosideo (3-pB-D-glicopiranosideo), o
piceid”’. O glicosideo ¢ sintetizado nas sementes das uvas e migra para a casca durante a
etapa de maturacdo. A forma aglicona ¢ liberada, por exemplo, em resposta ao ataque a
planta por fungos. Durante a elaboragdo dos vinhos tintos, as cascas das uvas permanecem
no mosto e, nas duas primeiras semanas de fermentacdo, a aglicona (resveratrol) ¢ liberada
por hidrolise enzimatica do piceid, assim como mostra a Figura 8 (reproduzida do trabalho

de Mattivi e colaboradores™).
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Figura 8 — Evolugdo dos teores de (1) trans-resvertrol, (2) cis-resveratrol, (3) trans-piceid e
(4) cis-piceid durante a vinificagdo do mosto para producdo de vinhos (escala a esquerda),

onde (e) representa o percentual de etanol formado na fermentacao (escala a direita).

As propriedades bioldgicas diferenciadas do trans-resveratrol, apontadas na se¢do
2.2, estimularam o desenvolvimento de técnicas analiticas para sua quantificacdo em

matrizes vegetais e em vinhos, especialmente tintos.

Basicamente, ha duas diferentes abordagens para o processo de determinagdo do
teor de resveratrol em vinhos: (i) a extragdo desta fitoalexina da amostra seguida da
quantificagdo da mesma no extrato (ii) a quantificacdo direta do produto na amostra

empregando técnicas analiticas de alta eficiéncia.

No primeiro caso, os processos de extragdo do resveratrol presente nas amostras de
vinho tém papel decisivo para a acuracidade da quantificagdo deste componente em vinhos.
Tradicionalmente, processos fisico-quimicos empregando varios solventes sdo utilizados
para a extracdo de substincias organicas de um meio aquoso, como ¢ o caso do vinho,
tendo sido esta a abordagem originalmente aplicada na quantificacio de resveratrol®.
Posteriormente, Goldberg e colaboradores utilizaram-se da técnica de extracdo em fase
solida, que se mostrou mais eficaz para exaurir o resveratrol das amostras de vinho

. . ~ , . . . 30
analisadas. A quantificagdo do resveratrol extraido de amostras de vinho, derivatizado™ ou
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nio’', vem sendo realizada com relativo éxito por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia®.

Em 1997, o grupo de Goldberg™ apresenta um estudo onde compara quatro métodos
de andlise do trams-resveratrol: dois métodos que se utilizam da extragdo prévia do
composto com posterior quantificagdo do mesmo por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, e dois métodos sem prévia extragdo do resveratrol, com inje¢ao
direta de amostras de vinho e andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
empregando elui¢do isocratica ou gradiente de elui¢dao, em fase reversa. Este estudo mostra
que todos os métodos apresentam boa correlagdo entre si, permitindo a comparagdo de
resultados obtidos por estas diferentes abordagens na quantificacdo da fitoalexina em

vinhos.

Utilizando-se de métodos dentre os acima mencionados, Goldberg e colaboradores™
realizaram estudos de quantificagdo de resveratrol em vinhos comerciais originarios de
diversas procedéncias. Muitos outros grupos vém apresentando estudos de quantificacao
desta fitoalexina em vinhos produzidos em diversas regides de todo o mundo. Os vinhos
brasileiros, no entanto, até a realizacdo do presente trabalho, ndo haviam sido analisados

para a quantificacao de trans-resveratrol.

Com o desenvolvimento de novos equipamentos para analise, assim como de novos
métodos de extracdo, diversos protocolos de analise tém sido propostos, entre os quais
salientam-se processos que empregam eletroforese capilar com deteccio eletroquimica®,
CLAE com detec¢io eletroquimica®®, CLAE-ESI-EM-EM’’?®, CLAE com detecgdo
fluorimétrica e dessor¢do por laser - ionizagdo multifotdnica - espectrometria de massas por
tempo de v6o> e CLAE com detecgdo por quimiluminescéncia, via reagdo do trans-
resveratrol com sistema composto por luminol, ferricianeto de potassio em meio alcalino®.
Este ultimo método parece particularmente curioso, uma vez que a reagdo fotoquimica se
d4 apds passagem dos analitos por detector de arranjo de diodo e, mais, ¢ necessario
utilizar-se eluente ndo acidificado, ao contrario do que se faz na quase totalidade dos
processos que se utilizam de CLAE, ja que a quimiluminescéncia origindria da
transformac¢do do luminol em um diacido somente ocorre em meio alcalino. Como grande

vantagem deste método, os autores apontam a ampla faixa de linearidade do mesmo,
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situando-se no intervalo de concentracdes entre 75 e 100.000 ug/L. Todos os métodos
anteriores foram desenvolvidos, especialmente, para a analises de vinhos mas ¢
interessante, ainda, citar uma metodologia para a andlise de resveratrol e compostos
similares em cascas de uvas onde foi empregada a extracdo dos analitos em fluido

ree 41
supercritico .

Embora muitas destas metodologias valham-se de equipamentos sofisticados e
algumas delas paregam exdticas, seus desenvolvimentos acabaram por levar a tempos de
analise menores e, em alguns casos, limites de deteccdo e faixas de linearidade ampliadas
se comparadas aos métodos inicialmente apresentados. Pode-se, ¢ claro, questionar para
quais matrizes adicionais estes avancos poderiam ser TUteis ja que quase todos foram

empregados para a analise de vinhos, o que parece ndo requerer tamanha sensibilidade.

Uma aplicagdo particularmente interessante da quantificacao de trans-resveratrol foi
apresentada por Arvanitoyannis e colaboradores®, que utilizaram a quantificacdo deste
produto por CLAE para determinar a regido de origem de vinhos da Grécia, por andlise

multifatorial.

Recentemente, diversos métodos de analise t€ém sido desenvolvidos para quantificar
trans-resveratrol e derivados em matrizes diferentes daquelas origindrias de uvas. Para
exemplificar, pode-se citar o processo de extracdo liquido-solido, seguida por andlise via
CLAE com deteccdo por arranjo de diodos ou por CG-EM, empregado para amendoim e
diversas variedades de pistache®. Também foi apresentada metodologia para analise de
trans-resveratrol em cotilédones e cascas de ervilhas por CLAE-DAD ¢ CLAE-EM™. A
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia também foi empregada para

quantificacio de resveratrol e piceid em raizes de Polygonum cuspidatum®.

2.5 Métodos para a sintese de tamoxifeno, resveratrol e
derivados

Nesta revisdo serao apresentados os principais desenvolvimentos observados para as
sinteses dos Modificadores Seletivos de Receptores de Estrogénio frans-resveratrol e

derivados, tamoxifeno e outros triariletilenos enfocando, especialmente, reagdes cataliticas
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seletivas que envolvam acoplamento carbono-carbono. Dentre os métodos que poderiam
ser denominados como classicos em sintese organica, isto €, processos nos quais nas etapas
fundamentais nao sdo empregadas reacdes catalisadas por compostos de metais de
transicdo, serdo mencionados somente aqueles de importancia histérica ou comercial nas

sinteses dos compostos de interesse do presente trabalho.

2.5.1 Formacgao catalitica de ligagdées carbono-carbono

A formacdo de ligagdes carbono-carbono ¢, provavelmente, o processo mais
importante na sintese de compostos organicos. Para o caso da sintese de compostos com
estrutura similar ao estilbeno, € necessario obter-se a ligagcdo entre atomos de carbono de
espécies vinil ou alquinil e aril. Nao ha davida de que, para este tipo de sintese, as reagdes
de acoplamento cruzado, mediadas por compostos de metais de transicdo (especialmente
paladio e niquel), sdo as ferramentas mais efetivas para a obten¢do de bons resultados

quanto a seletividade e rendimento nos produtos de interesse.

Na Figura 9 estdo esquematizados os tipos de reagdo de acoplamento cruzado que
foram empregadas no presente trabalho para o desenvolvimento de estratégias de sintese de

compostos triariletilenos e resveratrol*.
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Figura 9 — Esquema simplificado de rea¢des de acoplamento cruzado carbono-carbono.

\

Neste texto sdo sumariamente apresentadas as reacdes de Heck, Suzuki e Negishi,
utilizadas no presente trabalho para a formacao dos produtos de interesse. Isso ndo ¢ feito
para a reagdo de Sonogashira, que foi empregada apenas para a sintese de alguns dos

substratos que foram utilizados em uma das estratégias de sintese do trans-resveratrol.
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As reacdes de Suzuki e de Negishi encaixam-se no conceito de reagdes de
transmetalagdo e acoplamento cruzado. A Figura 10 mostra um ciclo catalitico geral para

esta classe de reagdo de acoplamento.

R!X
PdL,
-
R'PA(X)L,
R'—R?
R’M
Rl
2_| _
R 1|>d L
L MX

Figura 10 — Mecanismo geral para reagdes de acoplamento cruzado via transmetalagao.

2.5.2 Reacao de Heck:

Reagodes de acoplamento cruzado envolvendo haletos de arila e olefinas, catalisadas
por precursores baseados em compostos de palddio, sdo usualmente denomidadas de
“Reagdo de Heck”. Desenvolvida quase simultaneamente por um grupo norte-americano’’ e
outro japonés™ no inicio dos anos 1970, a reagdo de Heck acabou se tornando rapidamente
uma ferramenta quase indispensavel na sintese de uma imensa variedade de compostos

importantes que vao desde hidrocarbonetos, polimeros e corantes até produtos naturais
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estruturalmente complexos. E importante destacar-se que a reagio de Heck vem sendo
aplicada a uma série de processos industriais importantes na quimica fina. Pode-se salientar
o uso deste tipo de reagdo em ao menos uma etapa da producdo industrial do herbicida
Prosulfuron da Novartis, do farmaco Naproxeno, de mondmeros para revestimentos de

equipamentos eletrénicos e de agentes anti-asma como o Singulair da Merck™.

Inicialmente aplicada ao acoplamento de haletos de arila (iodetos e brometos como
grupos de saida) e olefinas, a reacdo de Heck passou a ganhar relevancia ao se verificar sua
tolerancia a grupos de saida diferentes, tais como triflatos, sais de diazdnio, cloretos de
aroila, cloretos de arenossulfonila, N-nitroso-N-arilacetamidas e cloretos, bem como para
olefinas substituidas por grupamentos alquenil, aril, alil, benzil, metil, alcoxicarbonil, etil,
alquil e silil*®. Além desta versatilidade, ha a possibilidade de obter-se régio e
estereosseletividade nos produtos de acoplamento cruzado e condi¢des reacionais muitas
vezes amenas. Beletskaya e Cheprakov™’ afirmaram, em um dos diversos artigos de revisio
publicados sobre o assunto, que esta reagdo apresenta caracteristicas impares quanto a sua
adaptabilidade, mostrando que substratos tidos como “ndo-Heckeaveis” (traducdo literal)
facilmente tornam-se aplicaveis, que um numero enorme de sistemas cataliticos pode ser

aplicado e que alteragdes sutis nos sistemas reacionais podem apresentar resultados,

freqiientemente, imprevisiveis.

O mecanismo da reagdo de Heck ndo ¢ inequivocamente estabelecido, havendo
debates quanto ao estado de oxidacdo da espécie catalicamente ativa e quanto a etapa
determinante da velocidade das reagdes, parecendo haver dependéncia do sistema catalitico
empregado. A Figura 11 apresenta um esquema genérico do mecanismo usualmente
proposto para a reagcdo de Heck. Em geral ¢ indicada a formagdo da espécie cataliticamente
ativa com a reduc¢do da espécie Pd (II) a Pd (0), o que envolve, também, a dissociacao de
ligantes tipo L. De fato, para diversos sistemas cataliticos, a rea¢do apresenta rendimentos
elevados somente na presenca de ligantes fosforados™ Tendo sido formada a espécie Pd
(0), esta sofreria adi¢do oxidativa do substrato R'X (onde X representa o grupo de saida). A
espécie Pd (II) assim formada seria coordenativamente instaurada e permitiria a

coordenacdo do substrato olefina. A etapa seguinte consistiria de deslocamento
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Figura 11 — Mecanismo genérico proposto para a reagao de Heck.

1-2, tida como etapa responsavel pela régio e estereosseltividade da reagdo, assim como
pela sele¢do de substratos aplicaveis, e na qual ocorre a formagao da nova ligagdo C-C. Os
processos pelos quais se da a seletividade nos produtos formados sdo extensivamente
discutidos na literatura e fogem ao escopo deste texto, que procura situar as reagdes de
acoplamento cruzado empregadas no presente trabalho no contexto da sintese organica
mediada por catalisadores baseados em metais de transi¢do. A B-eliminagdo ¢ a etapa onde
se da a liberagdo dos produtos formados, gerando uma espécie paladdio-hidreto, que apos
eliminacdo redutiva mediada pela base colocada no meio reacional, regeneraria a espécie

cataliticamente ativa.
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2.5.3 Reacao de Suzuki

O acoplamento cruzado entre compostos organoboro e haletos (ou triflatos ou
outros) organicos catalisado por complexos de paladio (ou niquel) em presenca de uma
base foi chamado de acoplamento Suzuki-Miyaura, ap6s sua apresentacdo original por estes
pesquisadores®’. Esta reagdo, que tem como ectapa-chave a transmetalagio de um
organoboro a um complexo haleto de paladdio (II), ocorre em presenca de uma base em
condi¢des reacionais relativamente amenas. Embora vérios compostos organometalicos
sofram esse tipo de reagdo, os compostos organoboro despertam atengdo por serem

compostos de alta estabilidade térmica, inertes ao ar e agua®®.

Pouca mais de duas décadas apos sua descoberta, a reacdo de Suzuki-Miyaura ou,
simplesmente, reacdo de Suzuki torna-se bastante atraente pela estabilidade dos compostos
organoboro, pelas condi¢des reacionais amenas nas quais opera, pela facilidade de realizar-
se a reagdo em sistemas heterogéneos ou em sistemas aquosos, pelas alta régio e
estereosseletividade da reacdo, pela baixa toxicidade dos sub-produtos formados e pela

o ~ . . 52
facilidade de remogao destes do meio reacional’.

Deste modo, este protocolo de reacdo tem sido crescentemente empregado em
diversas sinteses de compostos organicos, sendo muitos produtos naturais ou produtos com

atividade biologica™.

Parar ilustrar uma destas aplicagdes, pode-se apresentar a sintese da combretastatina

A-4, fitoalexina com alto poder antimitético (Figura 12)™.

Z > Br B(OH),

Pd(PPh3)4, N32CO3

DME
OH MeO OMe

OMe OMe

Figura 12 — Sintese de Combretastatina A-4 por acoplamento Suzuki.
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Este protocolo permite a obtencdo do isomero cis da combretastatina com
rendimentos que situam-se em torno de 70 %, podendo ser isomerizada para a obtencdo da

trans-combretastatina.

2.5.4 Reacao de Negishi

A reagdo de Negishi pode ser entendida como um processo catalitico de
acoplamento cruzado entre um substrato organometalico contendo, especialmente, zinco ou
zirconio, ¢ compostos halogenados. Embora outros substratos além dos halogenados
possam ser empregados, este texto mencionara somente 0s primeiros por serem estes 0s
objetos de interesse desta tese no que tange a reagdo de Negishi. De modo andlogo, embora
possa ser efetuada com substratos organoaluminio ou organomagnésio, apenas compostos
de zirconio e zinco serdo considerados neste texto. Em 1977, Ei-Ichi Negishi e David van
Horn™ apresentaram um novo método para obter olefinas funcionalizadas por grupamento
arila. Tratava-se do acoplamento cruzado entre um complexo alquenilzirconio e um haleto
de arila catalisado pelo complexo de Ni(0), Ni(PPhs)s apresentado na Figura 13. O
organometalico alquenilzirconio era obtido por um processo chamado hidrozirconagao de
um alcino.

CpyZr(H)CI R R®
R'C=CR? > —
H Zr(CDHCpy

Ni(PPh3)s | ArX

R! R?
H Ar

Figura 13 — Primeiro exemplo de hidrozirconagdo/ transmetalacdo em acoplamento

cruzado.
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A hidrozircona¢dao ¢ uma reagdo de hidrometalacdo onde se emprega o complexo
Cp2Zr(H)Cl, conhecido como reagente de Schwartz, para efetuar o processo. Esta reacao
apresenta caracteristicas especialmente interessantes pois, quando aplicada a alcenos
internos sempre resulta em organometalicos terminais, tendo o atomo de zirconio ligado no
carbono 1. Além disso, a hidrometalacdo apresenta grande regiosseletividade, produzindo
compostos alquenilzirconio, quando aplicada a alcinos, onde o atomo de zirconio se liga
sempre em posicdo frans em relagdo ao substituinte do carbono 2. As reagdes de
transmetalagdo a complexos de niquel e paladio, etapa do acoplamento cruzado entre o
organozirconoceno ¢ o composto halogenado, ocorrem com retengdo da configuracdo, o

o . 56
que confere grande estereosseletividade ao processo” .

A Figura 14 mostra um exemplo da aplicagdo da rea¢do de Negishi envolvendo

hidrozircona¢@o na sintese de um polieno conjugado com estereoquimica exclusivamente

trans57.
1. HZrCp,Cl
— 2. (E)-BrCH=CHC= CSiMes —
TBDMSO™ " > TBDMSO™ > XTNIRTN
é 3. KzCO}, MeOH ;
) 4. repete 1-3

HZrCp,Cl

e COOEt [Pd], ZnCl,

\]

COOEt
TBDMSO/\;/\/\/\/\/\/\/\/

Figura 14 — Exemplo de controle de estereosseletividade no acoplamento cruzado em

protocolo de Negishi.

A transmetalacdo de um grupamento covalentemente ligado a zinco para um
complexo de paladio (ou niquel) para acoplamento cruzado também ¢ conduzida em
protocolo de rea¢dao de Negishi e, assim como para 0os compostos organozirconio, tem como

resultado a reten¢do da configuragdo no produto formado. A aplicagdo de compostos
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organozinco tem sido bastante utilizada pela facilidade de controle da seletividade e baixa

toxicidade dos subprodutos formados™.

2.5.5 Sinteses do trans-resveratrol e derivados

A primeira sintese do resveratrol data de 1941. As preparacdes do trans-resveratrol,
assim como de alguns importantes derivados, para aplicagdo em testes de atividade
bioldgica, envolviam, inicialmete, a reagdo de Wittig>’, apresentada na Figura 15, que parte
do 3,5-diidroxibenzaldeido como substrato. Embora aceitdvel para testes em laboratorio e

60:61 ~ “ . . .
', a reacdo de Wittig traz inconvenientes para a

sendo, para este fim, ainda utilizada
preparacdo em escala comercial de estilbenos, uma vez que se utiliza de quantidades

estequiométricas de trifenilfosfina, reativo de consideravel toxicidade e custo.

OMe
OMe
CHO OMe ‘ O RO
2, — 3 - L0
RO OR O X OR
RO OR

CH,P (Ph);CI
R =SiMe,'Bu

R = SiMe,'Buou H

Figura 15 — Esquema da sintese do frans-resveratrol via rea¢ao de Wittig.

Outras estratégias de sintese para o frans-resveratrol e derivados vem sendo

apresentadas, como, por exemplo, a olefinagdo de Julia modificada, que emprega sulfonas
62 5 . , . -

como substratos”~ ou a reac¢ao de Perkin, que parte de um aldeido e de um acido carboxilico

63
como substratos .

A diversidade de métodos e a facilidade de modelagem das reacdes de acoplamento
carbono-carbono catalisadas por sistemas baseados em metais de transi¢ao foram fatores

que tornaram esta classe de reacdes altamente atraente na evolugdo da sintese seletiva de
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trans-resveratrol. Certamente o emprego da reagdo de Heck foi a estratégia desenvolvida
em maior nimero de trabalhos. Um dos primeiros exemplos de aplica¢do da reacao de

Heck na sintese desta fitoalexina, foi apresentado por Guiso e colaboradores®, em 2002 (

Figura 16). Embora utilizasse uma reagdo catalitica e seletiva para a formacdo de
ligacdo carbono-carbono, este estudo empregava a reagdo de Wittig para a preparagao do

substrato vinilico.

AcO I AcO
Pd(OAc),, PhsP, Et;N Q NaOMe
* N\
N CH;CN, 85° C Q OAc  THF, MeOH
AcO OAc AcO
HO
N\
Q O ot
HO

trans - Resveratrol

Figura 16 — Primeiro exemplo de aplicag@o da rea¢do de Heck na sintese do trans-

resveratrol.

Abordagens mais interessantes foram apresentadas apds o trabalho de Guiso.
Andrus e colaboradores® publicaram em 2003 um estudo onde preparavam frans-
resveratrol através da reacdo de Heck decarbonilativa, desenvolvida nos anos 80, que
promove a arilacao de cloretos de aroila catalisada por complexos de palddio em presenca
de aminas tercidrias. Assim, partindo do &cido a-resorcilico, Andrus obteve resveratrol em

um rendimento global de 53% (Figura 17).
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Figura 17 — Sintese do trans-resveratrol por reagcdo de Heck decarbonalitiva.

No mesmo estudo, Andrus apresenta a reagdo de Heck partindo de um sal de
diazonio que acopla com o 4-acetoxiestireno. Além do emprego de um sal de diazonio e da
reacdo de Heck para a sintese do resveratrol, destaca-se o uso do floroglucinol (1,3,5-
trildroxibenzeno), composto comercialmente disponivel e de baixo custo, convertido em
tetraflouroborato de 3,5-diacetoxidiazonio (em seis etapas, com rendimento global baixo)

como estrutura que fornece o grupamento 3,5-diidroxifenil para formar o resveratrol.

Dentre os exemplos de aplicagdo da arilagdo de Heck para produzir trans-
resveratrol, os trabalhos apresentados em 2003 por Ferber e em 2004 por Ikegami sdo os
mais atraentes, até o momento. A estratégia de Ferber® se utiliza de dois acoplamentos
conduzidos via reagdo de Heck em etapas subseqiientes no mesmo reator, produzindo
trans-resveratrol apos demetilagdo do produto obtido, com rendimento global de 61%.
Tkegami®’ emprega um polimero nio reticulado como ligante para catalisar a arilagio do
3,5-diidroxiestireno com 4-iodoanisol, gerando trams-resveratrol permetilado com
rendimento de 93 %. E importante ressaltar que o sistema catalitico pode ser reutilizado em

nova sintese.

A rea¢do de Suzuki também foi aplicada a sintese de derivados do resveratrol,
fluorados na porcdo olefinica. Em 2001 foi apresentado o acoplamento de um estireno
fluorado e bromado no carbono o com acidos bordnicos derivados de 4-halofenol,
conforme mostra a Figura 18. A sintese parte de um substrato dialogenado que ¢ produzido
por uma modificacdo da reagdo de Corey (um protocolo similar a reagdo de Wittig), onde o

3,5-diidroxibenzaldeido ¢ posto a reagir com CFBrs; e trifenilfosfina.
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Figura 18 — Reac¢do de Suzuki para a sintese de resveratrol e pteroestilbeno fluorados.

2.5.6 Sinteses de tamoxifeno e triariletilenos

A primeira sintese do tamoxifeno data de 1963, pela ICI (atualmente
AstraZeneca)”. Os meios tradicionalmente empregados para a sintese de compostos
triariletilenos utilizam-se da reacdo de McMurry, onde ocorre a condensacdo de duas
cetonas, mediada por tetracloreto de titdnio e zinco metalico, exemplificada para a sintese
do (Z)-tamoxifeno na Figura 19. E importante destacar, novamente, que 0s processos para a
sintese do tamoxifeno e para os demais triariletilenos devem apresentar regiosseletividade,
pois, no caso do tamoxifeno, o isomero (Z) tem atividade anti-estrogénica enquanto que o

isomero (E) mostra atividade estrogénica.

(0]
TiCly/ Zn | |
+ > +
o O O NMe O O NMe
| O/\/ 2 O/\/ 2
‘ ‘ O/\/ NMeZ

Figura 19 — Reagdo de McMurry para a sintese do (Z)-tamoxifeno.

Diversas estratégias para a sintese seletiva de (Z)-tamoxifeno e outros triariletilenos,

apresentadas recentemente, t€ém como etapas importantes reagcdes de acoplamento carbono-
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carbono catalisadas por complexos de metais de transi¢do que, normalmente, envolvem a

utilizagdo de alcinos como substratos.

Para exemplificar, pode-se citar a sintese do (Z)-tamoxifeno e compostos analogos
que se baseia na carbometalagdo de um alcool propargilico, seguida de acoplamento C-C
mediada por um complexo de paladio (0)*, apresentada na Figura 20. Neste método, o
alcool propargilico é preparado pela reagdo de Sonogashira e, apds a formacgdo do
triarilenol mostrado na Figura 20, sdo necessdrias outras etapas para a obtengdo do (Z)-
tamoxifeno: oxidacdo do alcool a aldeido, sua conversdo em dieno e hidrogenacao seletiva
da vinila monossubstituida. Itami e colaboradores® apresentaram estratégia similar a esta,
onde faziam a carbometala¢do de um alcino funcionalizado por um grupamento piridilsilil,
seguida por duas etapas de acoplamento C-C catalisadas por complexos de palddio. Este
trabalho apresenta a vantagem de permitir a constru¢do de diversos triariletilenos pelo
mesmo protocolo, permitindo que se faga a abordagem sintética conhecida como “diversity-

oriented synthesis™’".

R
R 2 R R
e R,MgCl ‘% R-X A
—=,, e =
OH Mg X =Br,1 R, OH
0 Pd(PPhs),

Figura 20 — Carbometalacdo / acoplamento catalitico C-C na sintese de triariletilenos. (R =

alquil, aril ou alil. R, = alquil, aril, alil ou vinil e R, = aril, vinil ou aril)

Outros métodos para a sintese de (Z)-tamoxifeno envolvendo alcinos
funcionalizados e reagdes de acoplamento C-C cataliticas tém sido apresentados,

1173, Pode-se

empregando catalisadores baseados em complexos de paladio ou nique
destacar o estudo apresentado por Pilli e Robello”, que se utiliza da reagdo de Sonogashira
(e mais oito etapas de sintese) para produzir o composto dibromado mostrado na Figura 21.
Neste trabalho a rea¢do de Negishi foi utilizada para a sintese de uma mistura de (Z2)-
tamoxifeno e (E)-tamoxifeno. A Figura 21 apresenta a proposta dos autores para explicar a

origem da mistura de estereoisdmeros observada como resultado da proposta de sintese.
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Figura 21 — Sintese de mistura de (E) e (Z)-tamoxifeno envolvendo reacdo de Negishi.

Recentemente, Larock e Zhou'” publicaram a sintese do tamoxifeno e outras

olefinas tetrassubstituidas por acoplamento entre iodeto de arila, alcinos internos e acido

boronico catalisado por complexos de paladio (IT) (Figura 22). Neste processo, obtiveram

68 % de rendimento na mistura (95:5, Z:E) dos estereoisdmeros do tamoxifeno.

B(OH),

PdCI,(PhCN),
1 + — + > |

:

N

PN

0 l
_é
\

Figura 22 — Acoplamento iodeto de arila, alcino interno, dcido boronico para sintese de

tamoxifeno.
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3 Objetivos

Em vista das propriedades diferenciadas do trans-resveratrol, da auséncia de dados
na literatura sobre os teores desta fitoalexina em vinhos e sucos de uva brasileiros e, sendo
o Rio Grande do Sul responsavel por mais de 90% da producdo de vinhos nacionais, um
dos objetivos do presente trabalho foi a avaliagdo dos teores deste composto em uma
amostragem de vinhos varietais brasileiros. Da mesma forma, a avaliagdo das
concentragdes de frans-resveratrol em sucos de uva gauchos € proposta, levando-se em
conta a possivel diferenca entre produtos elaborados a partir de manejo ecoldgico ou a

partir de manejo tradicional dos cultivares.

Sendo o trans-resveratrol um produto natural presente em baixas concentragdes em
suas matrizes originais ou em produtos processados, seu isolamento para emprego em
escala comercial ¢ oneroso. Além disso, varios de seus derivados apresentam, também,
atividades bioldgicas importantes. Assim, ¢ proposta neste estudo a busca por rotas
sintéticas genéricas para a sintese catalitica seletiva do trams-resveratrol e compostos
similares, tendo como base a tecnologia empregada e desenvolvida pelo Grupo de Catalise
Molecular na utilizacdo e desenvolvimento de reagdes cataliticas de acoplamento cruzado

para a formagao seletiva de ligagdes carbono-carbono.

O terceiro objetivo se origina no decorrer do desenvolvimento de estratégias para a
sintese do frans-resveratrol e derivados. Os compostos derivados da estrutura triariletileno,
notadamente o (Z)-tamoxifeno sdo, assim como o resveratrol, modificadores seletivos de
receptores de estrogénio. Sao claros a importancia desta classe de compostos, a
similaridade estrutural que tém com o resveratrol, e o fato de que os métodos de sintese
para o (Z)-tamoxifeno e derivados se utilizam de reacdes que empregam substratos nao
facilmente disponiveis. Por estas razdes, ¢ proposto, também, o desenvolvimento de
métodos sintéticos para a obtencdo de compostos triariletilenos, baseados na formacao
seletiva de ligacdo carbono-carbono, a partir de reacdes catalisadas por complexos de

metais de transi¢do, e de matérias-primas de facil obtencao e baixo custo.
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4 Parte Experimental

4.1 Quantificagdo de trans-resveratrol em vinhos e sucos de uva

Para a quantificagdo de trans-resveratrol em amostras de vinhos e sucos vem sendo
empregada a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O sistema de CLAE
utilizado ¢ composto de um cromatografo Perkin Elmer 785A equipado com detector UV-
VIS, bomba PE Series 200, interface PE 900 Series e degaseificador PE Series 200. Os

dados sdo processados pelo programa TurboChrom™ 4.0.

Para a separa¢do dos componentes das amostras ¢ utilizada uma coluna octadecil
para fase reversa, de 250 mm de comprimento, com 5 wum de didmetro de particula e 4,6
mm de didmetro interno (Brownlee). O frans-resveratrol empregado como padrdo para as

analises foi doado pela PharmaScience Inc., de Montreal, Canada.

O método utilizado para a quantificagdo de trans-resveratrol em vinhos consiste da
filtragdo das amostras em membranas de 0,45 um, seguida pela dilui¢do das amostras 6
vezes em agua Milli-Q. O material assim obtido ¢ diretamente injetado no cromatografo
através de um loop de 20 uL. A CLAE em fase reversa ¢ conduzida com elui¢do isocratica
tendo a mistura agua : acetonitrila (75 : 25) como eluente. O pH da solugdo eluente ¢
ajustado a 3,00 com H3;PO, concentrado. O sinal do detector ¢ ajustado para 306 nm. As
analises sdo realizadas a 24°C. Cada amostra é injetada quatro vezes no sistema
cromatografico. Para quantificacdo, uma curva de calibracdo externa ¢ preparada, no

intervalo de concentracdo de 0,10 a 10,0 mg/L de trans-resveratrol.

Os vinhos varietais utilizados para andlise foram adquiridos no mercado, tendo sido
analisadas amostras dos varietais Merlot (n = 10), Cabernet Sauvignon (n = 13), Pinot Noir

(n=4), Gamay (n = 3), Pinotage (n = 1), Sangiovese (n = 1) e Tannat (n = 1).

Quanto a determinacgdo do teor de frans-resveratrol em sucos de uva, cada amostra
de suco analisada ¢ diluida 3 vezes com agua Milli-Q, filtrada em membrana de 0,45um e

diretamente injetada em triplicata através de um loop de 20 pL.
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O método segue condicdes similares as descritas por Lamuela-Raventds e
colaboradores para analise de sucos de uva®. O perfil da eluigdo segue o gradiente: 0 min
83,5% A e 16,5 % B; 13 min, 82% A e 18%B; 15 min, 82%A e 18%B; 17 min, 77% A e
23% B; 21min, 75% A e 25% B; 27 min, 68,5% A e 31,5% B; 30 min, 0 % A, 100% B,
sendo o solvente A 4cido acético glacial em agua (52,6:900 v/v) e o solvente B 20% do
solvente A e 80% de acetonitrila. O fluxo é de 1,5 ml.min™', sendo o detector ajustado para
306 nm. Foram analisados 30 diferentes sucos de uva, sendo 17 industrializados a partir de
uvas cultivadas pelos métodos tradicionais e 13 a partir de uvas cultivadas pelo manejo
organico. A exemplo das analises em vinhos, cada amostra ¢ injetada quatro vezes no
sistema cromatografico. Para quantificagdo, uma curva de calibragdo externa ¢ preparada,

no intervalo de concentracao de 0,15 a 10,0 mg/L de trans-resveratrol.

4.2 Desenvolvimento das estratégias para a sintese de SERMs

Todas as reagdes foram realizadas em atmosfera inerte, empregando-se a técnica de
tubos de Schlenck, com auxilio de uma linha de véacuo-argonio. Os solventes utilizados

. ;. . . 62
foram secos e destilados antes do uso empregando-se técnicas descritas na literatura™.

Os reagentes e os solventes empregados foram purificados de acordo com os

métodos descritos na literatura.
4.2.1 Sintese de substratos

4.2.1.1 Sintese de alquinilarenos®

Uma mistura de 0,050 mmol de PdCIy(PPhs), e 0,050 mmol de iodeto cuproso ¢
colocada em um tubo de Schlenk, sob atmosfera de argdnio. A esta mistura sdo adicionados
10 mL de trietilamina e 5,0 mmol de bromoareno (4-bromoanisol como substrato modelo).
O sistema assim constituido ¢ posto sob agitagdo durante 10 minutos recebendo, em
seguida, 7,50 mmol de 2-metil-3-butin-1-ol. A mistura resultante ¢ colocada sob refluxo
durante 24 horas. O material insoluvel restante ao final da reacdo ¢ separado do meio
recional por filtragdo. A trietilamina ¢ removida do filtrado por evaporagdo sob pressio

reduzida. O residuo da evaporagdo ¢ dissolvido em 30 mL de éter etilico e lavado
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sucessivamente com solucao saturada de cloreto de sodio, solucao de acido citrico a 10 %
(m/V, 3 x 20 ml), solugdo saturada de cloreto de so6dio (20 mL), solucdo de bicarbonato de
sodio a 5% (m/V, 20 mL) e com solucdo saturada de cloreto de so6dio (20 mL). Em seguida,
a fase organica € seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporado, sob vacuo. O liquido

assim obtido € destilado em forno de bolas, a 140 °C.

O 2-metil-4-(4-metoxifenil)-3-butin-1-ol obtido na etapa anterior, juntamente com
0,5 eq de hidroxido de potassio em p6 e 10 mL de tolueno sdo postos em refluxo durante 4
horas. Decorrido este tempo, o excesso de tolueno ¢ evaporado sob vacuo e o residuo ¢
dissolvido em 30 mL de éter etilico, sendo tratado de maneira anadloga ao da etapa anterior

da sintese.

4.2.1.2 Sintese de derivados do acido cindmico (acido 3-(4-metoxifenil) propiénico
e 3-(3,5-dimetoxifenil) propidnico®).

Em um baldo de trés bocas de 500 mL s3o colocados 75 mmol de
4-metoxibenzaldeido, 2 equivalentes de acido maldnico, dissolvendo-se a mistura assim
preparada em 35 mL de piridina. Ao baldo sdo acoplados um termdémetro e um condensador
de refluxo. O sistema ¢ posto em aquecimento sob agitagdo até que atinja a temperatura de
50°C. Neste ponto adiciona-se 1 equivalente de morfolina. Em seguida, passa-se a aquecer
o sistema até 80°C, lentamente. A reacdo ¢ mantida nesta temperatura durante uma hora,
apos a qual, eleva-se a temperatura do meio reacional até 110°C. Apos trés horas de
agitacdo nessa temperatura, cessa-se 0 aquecimento € o meio reacional ¢ vertido em 350
mL de 4gua destilada resfriada. Adicionam-se, entdo, 45 mL de &cido cloridrico
concentrado, lentamente. Apds a adigdo de 4cido, observa-se a formagao de um soélido, que
¢ separado por filtragdo. O solido assim obtido ¢ lavado com quatro porgdes de dgua
resfriada e dissolvido em uma mistura de 10 g de hidroxido de sédio e 350 mL de 4gua
destilada. Esta mistura ¢ diluida com 150 mL de 4gua destilada, novamente filtrada e,
posteriormente, acidificada com 70 mL de &acido cloridrico concentrado. O 4cido 4-
metoxicinamico purificado ¢ entdo filtrado, lavado trés vezes com agua fria e seco sob
vacuo. Para a sintese do acido 3,5-dimetoxicinamico foi utilizada uma escala menor,

partindo-se de 3,7 mmol de 3,5-dimetoxibenzaldeido. acido 3-(4-metoxifenil) propionico:
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RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 20° C, d ppm): 3,85 (s, 3 H), 6,33 (d, J = 16 Hz, 1 H), 6,93 (d,
J =8,8 Hz, 2 H), 7,55 (d, J = 8,9 Hz, 2 H), 7,75 (d, J = 16 Hz, 1 H). RMN "°C (75,4 MHz,
CDCl3, 20° C, & ppm): 55,4 (CH3), 114,1 (CH), 114,6 (CH r), 126,8 (C); 130,1 (CH),
146,6 (CHoer), 161,7; 172,1 (C).

4.2.1.3 Sintese dos acidos 2,3-dibromo-3(4-metoxifenil) propidnico e 2,3-dibromo-
3-(3,5-dimetoxifenil) propiénico”

Em um baldo de 250 mL, 56 mmol de acido 3-(4-metoxifenil) propidnico sdo
dissolvidos na menor quantidade possivel de cloroférmio a quente, sob agitacdo. A seguir,
leva-se a mistura a temperatura ambiente e adicionam-se 1,1 equivalentes de bromo. O
produto da reacdo, rapidamente precipita-se no meio reacional e ¢ deixado sob agitagcdo por
15 minutos. Decorrido este tempo, o baldo ¢ posto em banho de gelo para cristalizagdo
completa do produto bromado. Os cristais sdo filtrados, lavados com cloroférmio gelado,

secos sob vacuo e analisados.

4214 Sintese do (E)-1-bromo-2-(4-metoxifenil)etileno e (E)-1-bromo-2-(3,5-
dimetoxifenil)etileno.

Em baldo de 500 mL s3o colocados 55 mmol de acido 2,3-dibromo-3-(4-
metoxifenil) propidnico e dissolvidos em 250 mL de solugdo aquosa de carbonato de
potéssio a 13%. O sistema ¢ posto sob refluxo durante 30 minutos. Apds este tempo ¢
levado a temperatura ambiente. O produto da reagdo ¢ extraido com 350 mL de éter etilico (
em trés porgdes). Os extratos sdo reunidos e secos sob sulfato de magnésio. O material ¢é
filtrado, o éter evaporado e o produto resultante ¢ seco sob vacuo. (E)-1-bromo-2-(4-
metoxifenil)etileno: RMN 'H (300 MHz, CDCls, 20° C, & ppm): 3,80 (s, 3 H), 6,60 (d, J =
14 Hz, 1 H), 7,03 (d, J = 14 Hz, 1 H), 6,84 (d, J = 9 Hz, 2 H), 7,22 (d, J = 9 Hz, 2 H).
RMN C (75,4 MHz, CDCls, 20° C, & ppm): 55,3 (CHs), 104,0 (CH oit), 114,1; 127,3
(CH), 128,7 (C), 136,5 (CH o), 159,6 (C). CG/EM (IE, 70 eV, m/z (%)):89 (100), 212,
214 (M, 97), 133 (51), 118 (46), 197, 199 (39), 64 (29), 77 (28), 102 (21).
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4.2.1.5 Sintese do trans-estilbeno via reacao de Heck

Em um frasco de Schlenk, s3o colocados, sob atmosfera inerte, 1,4 equivalente de
acetato de sodio e 0,2 equivalente de brometo de n-tetrabutilamoénio. Em seguida, sdo
adicionados ao sistema 30 mL de DMA (solvente da reacdo), 1,0 equivalente de
iodobenzeno (tipicamente, 10 mmol), 1,2 equivalente de estireno e a solucdo de 0,001
equivalente do catalisador (1) em solu¢do de DMA. O sistema reacional ¢ posto em refluxo
por 24 horas, sob atmosfera inerte. O estilbeno formado ¢ filtrado e lavado com 4gua sendo,

posteriormente, recristalizado em n-hexano.

4.2.1.6 Bromagao das arilolefinas (tipica para trans-estilbeno)

Adicionam-se 1,5 eq de bromo a uma mistura de frans-estilbeno e diclorometano.
Ap0s agitacao por trés horas, o excesso de bromo ¢ removido pela adi¢do de uma solucao
aquosa de tiossulfato de sodio a 10%. O so6lido formado na reagdo ¢ filtrado e lavado,
sucessivamente, com a solu¢do de tiossulfato de sodio a 10 % e com hexano sendo,

posteriormente, seco a vacuo.

4.2.1.7 Bromagao do trans-estilbeno via HBr/H,0,

Em um baldo de 100 mL sdo dissolvidos 2,8 mmol de trans-estilbeno em 25 mL de
etanol absoluto, sob agitacdo. Apos a dissolucdo do estilbeno, a solucdo ¢ aquecida a 100
°C. Em seguida ¢ adicionado 1 mL de solugdo aquosa a 48% (m/m) de acido bromidrico, e
logo apds, 1 mL de solugdo a 30% em volume de peroxido de hidrogénio. Neste ponto
forma-se um precipitado branco. Apos dez minutos de agitagdo a fase liquida do sistema
torna-se incolor. O meio reacional ¢ deixado por mais vinte minutos sob agitagdo.
Decorrido este tempo, o sistema ¢ levado a temperatura ambiente e a ele ¢ adicionada uma
solucao de bicarbonato de sodio a 5% até a neutralizagdo do meio. Em seguida o sistema ¢
posto em banho de gelo. O precipitado formado ¢ filtrado a pressao reduzida, lavado com

agua e, posteriormente, com hexano. O sélido assim obtido ¢ seco e analisado.
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4.2.1.8 Bromacgao do trans-estilbeno via tribrometo de piridina

Em um frasco erlenmeyer de 250 mL, 10 mmol de #rans-estilbeno sdao dissolvidos
em 40 mL de etanol absoluto a quente. Em temperatura proxima a ebuli¢do do sistema, sdo
adicionados 1,1 equivalentes de tribrometo de piridina e a reagdo ¢ posta sob agita¢do
durante dez minutos nesta temperatura. Em seguida resfria-se o meio reacional. Neste ponto
inicia-se a precipitagdo do produto da reacdo. Apos atingir a temperatura ambiente, 0 meio
reacional é colocado em banho de gelo e a seguir filtrado sob pressdo reduzida. O sélido

obtido ¢ lavado com metanol resfriado, seco sob vacuo, analisado ¢ armazenado.

4.2.1.9 Deidroalogenacao das arilolefinas (tipica para 1,2-dibromoestilbeno).

O produto obtido na reacdo anterior ¢ dissolvido em uma mistura 1:1 de metanol-
THF. Esta solucdo recebe, entdo, a adicdo de 2,0 equivalentes de carbonato de potassio e o
sistema ¢ posto sob agitagdo durante 24 horas, em temperatura ambiente. Apos este
periodo, o meio reacional ¢ filtrado e o solvente evaporado. O so6lido obtido ¢ seco sob
vacuo. Bromoestilbeno: CG/EM (IE, 70 eV, m/z (%)):179 (100), 178 (86), 89 (75), 76
(69), 258 (34), 260 (32), 88 (29), 51 (26).

4.2.2 Caracterizagcao dos produtos sintetizados

Os produtos sintetizados foram isolados do meio reacional através da remocao do
solvente, a pressdo reduzida, e purificados. A caracterizagdo dos mesmos foi efetuada por
Ressonancia Magnética de 'H e de ">C, empregando-se um Espectrometro Varian VXR-200
ou Varian XL-300, Espectroscopia no Infravermelho, utilizando-se um Espectrofotdmetro
Bomem B-102 e por Espectrometria de Massas acoplada & Cromatografia em Fase Gasosa

em um aparelho CG/MS Shimazu QP-5050 (IE, 70 eV), conforme segue.

Salienta-se que muitos dos compostos utilizados neste trabalho foram
preliminarmente caracterizados por cromatografia em fase gasosa acoplada a detector de
espectrometria de massas e utilizados em sua totalidade em etapas subseqiientes das rotas
sintéticas dos produtos de interesse desta tese. Isto foi assim realizado em razdo das

quantidades pequenas de substratos utilizadas em etapas exploratorias das sinteses
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planejadas. Quando tais rotas eram modificadas ou abandonadas, produtos intermediarios

sintetizados ndo eram plenamente caracterizados.

4.2.3 Quantificacao dos produtos sintetizados

A andlise quantitativa dos produtos obtidos nas reacdes de sintese foi feita por
cromatografia gasosa, utilizando o método do padrdo interno. Foram utilizados os
cromatdgrafos Varian 3400 CX, HP 5890 e Shimadzu xxx, equipados com colunas
capilares L&M — 1 (Poli-dimetil-siloxana), Simplicity — 5 (Poli-difenil-siloxana) e DB - 17,

usando um detector do tipo FID, geralmente nas seguintes condigdes:
Tinjetor= T detetor= 250 °C
Pyss de arraste= 10 psi (Hidrogénio ou Nitrogénio)
Programagdo de temperatura do forno:
Tinicia= 60 °C Tempo= 5 min
Velocidade de aquecimento =10 °C/ min

Thina= 250 °C, Tempo=10 min

4.2.4 Reacgoes tipicas utilizadas no desenvolvimento das estratégias
de sintese dos SERMs

Os solventes empregados nas reagdes de acoplamento foram secos conforme a
literatura (ref Purification) e destilados sob vacuo ou desaerados antes de sua utilizacao.
Para a manipulacdo de reatantes e execu¢do de reagdes em atmosfera inerte utilizou-se
linha de vacuo/argonio. O iodobenzeno e o 1,2-dibromoetilbenzeno utilizados nas reagdes
foram adquiridos (Acros e Aldrich, respectivamente) e utilizados sem purificacdo. O
estireno (Aldrich) foi seco e destilado sob vacuo prontamente antes de sua utilizagdo. Os
acidos bordnicos empregados nas rea¢des foram preparados segundo a literatura®. O
Cp2Zr(H)Cl e o Pd(OAc), foram comprados (Aldrch e Stream, respectivamente) e

utilizados tal qual como recebidos, assim como os demais reagentes.
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4.2.41 Reagao formacgao de alquenilzircénio e acoplamento cruzado com haleto de
arila

Em tubo de Schlenk, seco a quente sob vacuo, prepara-se uma suspensao de 0,6
mmol de Cp,Zr(H)Cl em 5 mL de tolueno seco. Esta suspensdo ¢ posta sob agitacdo e
recebe, em seguida, a adicdo de 0,40 mmol de arilacetileno (fenilacetileno como substrato
modelo), recentemente seco ou destilado. O sistema reacional assim constituido ¢ posto sob
agitagdo durante uma hora a temperatura ambiente. Em outro frasco Schlenk, é preparada
uma mistura de 0,36 mmol de bromoareno (4-bromoanisol como substrato modelo), 0,36
mmol de trietilamina e 3,6 x 10° mmol de acetato de paladio em 5 mL de tolueno ¢ 7,5 mg
de undecano, como padrao interno. Ap6s uma hora de reacdo, deixa-se o primeiro sistema
reacional em repouso para decantagdo do Cp,Zr(H)Cl ndo reagido e a fase liquida ¢
transferida para o frasco Schlenk que contém o segundo sistema reacional. A nova mistura
¢ posta em agita¢do sob temperatura de 130°C, durante duas horas. Ao final deste tempo, o

meio reacional ¢ analisado por cromatografia em fase gasosa.

4.2.4.2 Reacao de acoplamento entre (E)-1-bromo-2-(4-metoxifenil)etileno e o acido
fenilborénico.

Em um frasco de Schlenk, sob atmosfera inerte, sdo colocados 0,25 mmol de (E)-2-
bromo-1-(4-metoxifenil)estireno, 1,5 equivalente de acido fenilbordnico e 2,0 equivalente
de fosfato de potdssio. Em seguida, estes reatantes sdo dissolvidos em 4 mL de dioxano,
recentemente seco e destilado sob vacuo. Logo apds, adiciona-se a0 meio reacional uma
solugdo de 0,0025 mmol de acetato de paladio (1% em relagdo ao composto bromado), 0,01
mmol de trifenilfosfina (4 equivalentes em relacdo ao precursor catalitico) em 2 mL de
dioxano, sob argdénio, ¢ 8,0 mg de undecano, padrdo interno para quantificagdo dos
produtos da reagdo por CG. O sistema reacional ¢ posto sob agitagdo em temperatura de
130°C durante duas horas, apds as quais resfria-se o frasco e analisam-se os produtos da

reagao.
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4.2.4.3 Acoplamento Suzuki entre (E)-bromoestilbeno e acido arilborénico (tipica
para trifeniletileno).

Em um tubo de Schlenk, sob atmosfera inerte, adiciona-se fosfato de potassio isento
de agua (2,00 equivalentes), (E)-bromoestilbeno (1,00 equivalente, tipicamente, 5 mmol) e
acido fenilbordnico (1,50 equivalente). Ao reator sdo, entdo, adicionados 5 mL de DMF
desaerado e uma solugdo de 0,01 equivalente de Pd(OAc), e 0,02 equivalente de
trifenilfosfina (a0 empregar-se precursor paladaciclo também 1% de complexo em relagdo
ao bromoestilbeno ¢ utilzada em 5 mL de DMF desaerado). O sistema foi levado a
temperatura de 80°C e posto sob agitacdo durante vinte e quatro horas. O triariletileno
formado ¢ extraido com 30 ml de éter etilico, fase lavada trés vezes com solugdao 1 M de
hidroxido de sodio, duas vezes com solugdo saturada de cloreto de sodio e seca sob sulfato
de magnésio. Apds filtragdo e evaporacdo do solvente, o produto obtido é purificado em
coluna com fase estacionaria em silica gel flash 60, com eluente (tipicamente) n-

hexano:acetato de etila 95:5, acompanhada por CCD ou CG.

trifeniletileno: RMN 'H (300 MHz, CDCl3, 20° C, d ppm): 6,96 — 7,32 (multipleto,
16 H). RMN C (75,4 MHz, CDCl3, 20° C, & ppm): 126,7; 127,5; 127,9; 128.2; 128.6;
129,5 (CH), 130,4 (CH oet), 137,3; 140,3; 142,5; 143,4 (C). CG/EM (IE, 70 eV, m/z
(%)):256 (M", 100), 178 (58), 120 (43), 179 (33), 126 (29), 113 (27), 255 (26), 257 (M" +
1,22).

(Z)-1-(4-metoxifenil)-1,2-difeniletileno: RMN 'H (300 MHz, CDCl;, 20° C, §
ppm): 3,77 (s, 3 H), 6,84 (d, J = 8,9 Hz, 2 H), 7,00 — 7,31 (multipleto, 13 H). RMN "°C
(75,4 MHz, CDCls, 20° C, § ppm): 55,2 (CH3), 113,5; 126,4; 127,3; 127,8; 128.5; 129,4
(CH), 130,3 (CH qr), 136,0; 137,5; 140,5; 142,1; 159,2 (C). CG/EM (IE, 70 eV, m/z
(%)):286 (M, 100), 165 (29) 119 (25), 287 (M* + 1, 23), 178 (18), 126 (16), 113 (13), 285
(13), 91 (12). IV (KCl/filme, v cm™) 3077, 3054, 2955, 2932, 2059, 1950, 1887, 1808,
1604, 1495, 824, 696.

(Z)-1-[4-(2-dimetilaminoetoxi)fenil]-1,2-difeniletileno: RMN 'H (300 MHz,
CDCls, 20° C, 6 ppm): 2,3 (s, 6 H), 2,69 (t, J = 5,7 Hz, 2 H), 4,03 (t, J/ = 5,7 Hz, 2 H) 6,85
— 7,31 (multipleto, 15 H). RMN C (75,4 MHz, CDCls, 20° C, & ppm): 45,7 (CHs), 58,1;
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65,8 (CHa), 114,8; 126,3; 127,3; 127,6; 128,1; 128,4; 129,3 (CH), 130,1 (CH o), 135,8;
137,4; 140,4; 141,9; 158,3 (C).
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5 Resultados e Discussao

5.1 Analise de resveratrol em produtos derivados de uvas

5.1.1 Sucos de uva

Sao poucos os dados disponiveis na literatura a respeito da concentragcdo de trans-
resveratrol em sucos de uva. Estes relatam teores muito baixos desta fitoalexina. Em 1997,
Yasui e colaboradores determinaram concentragdes que vao de 0,04 a 0,44 mg/L. em sucos
de uva japoneses, Soleas e colaboradores®” relataram niveis que vdo de 3 a 15 ug/L,
enquanto Lamuela-Raventos e colaboradores’® encontraram concentragdes de <0,01 mg/L a
1,09 mg/L em sucos espanhois. Em 2002, van Breemen e colaboradores® apresentaram um
estudo onde aplicavam CLAE acoplada a um detector de espectrometria de massas (APCI)
para quantificar os teores do que chamaram de “resveratrol total” em uvas, extratos de uva,
suco de uvas e vinhos. Com relacao aos teores encontrados em sucos de uvas, os autores
obtiveram teores médios de 1,13 nmol de resveratrol total/g de suco (equivalente a cerca de
0,25 ppm), ao analisarem amostras de sucos de uvas Concérdia. E importante destacar-se
que os autores denominam “resveratrol total” as quantidades de resveratrol e de resveratrol
hidrolisado de seu glicosideo por acdo de [3-glicosidase. Sendo assim, logicamente os sucos

estudados nesse trabalho apresentavam teores consideravelmente baixos de resveratrol.

No presente estudo, foram avaliados sucos de uva de dois tipos: integrais ecoldgicos
e integrais comerciais por CLAE com elui¢do por gradiente de composic¢do, diluindo-se em
trés vezes as amostras. A Figura 23 apresenta o perfil cromatografico do padrao de trans-

resveratrol e o cromatograma de duas amostras de sucos integrais.
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Figura 23 — Cromatogramas de solucdo padrao de resveratrol com concentragdo de 5,00

-1 . . o, ~
mg.L" e amostras de sucos integrais diluidos trés vezes.

O valor obtido para o limite de quantificagdo ficou no primeiro ponto da curva de
calibragdo, 0,15mg/L. O coeficiente de correlagio linear para a curva de calibragdo foi r* =

0,9985.

Os resultados obtidos nos sucos de uva brasileiros analisados estdo listados na
Tabela II, que mostra que os sucos ecologicos apresentam teores de franms-resveratrol
maiores do que os sucos comerciais. Os sucos ecoldgicos analisados possuem
concentragdes que variam de 1,02 a 5,27 mg/L, enquanto os sucos comerciais analisados

contém de <0,15 a 2,62 mg/L de trans-resveratrol.

As concentragdes de trams-resveratrol em vinhos dependem de varios fatores.
Vinhos tintos apresentam maior quantidade de frans-resveratrol que os vinhos brancos e
rosados, caracteristica condicionada a variedade da uva. A tecnologia aplicada a produgdo,
a temperatura e a capacidade intrinseca de sintese do resveratrol no cultivo empregado

determinam também a variacdo da concentracao.
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Tabela II — Concentragdo de trans-resveratrol em sucos de uva integrais.

Tipo de suco Amostra® Concentragao (mg.L'l) Média (dp)b(mg.L'l)
A (3) 0,95
B (2) 1,52
C(Q2) 2,62
Comercial
D (3) 0,96
1,01 (0,98)
E (3) nd
F (2) nd
A (3) 2,43
B (3) 5,27
Ecoloégico C@3) 1,02
D (2) 4,10 2,83 (1,82)
E(2) 1,31

* Numero de amostras entre paréntesis. ® Desvio padrdo (dp, %) de 3 determinagdes para cada amostra. Nd:

concentrag@o ndo detectada (< 0,15 mg/L)

Nos sucos, a variagdo encontrada pode ser atribuida ao processo de fabricagdo do
suco visto que, geralmente, na elaboracdo dos sucos comerciais emprega-se 0 aquecimento
direto, enquanto que, para a elaborac¢do dos sucos ecoldgicos, utiliza-se o arraste a vapor, o
que poderia prevenir processos de decomposi¢dao, a0 mesmo tempo em que seria possivel a
hidrolise quimica do piceid presente nas uvas. Somado a isso, o cultivo da uva para os
diferentes processos ¢ diferenciado. No cultivo da uva ecoldgica ndo se empregam
defensivos agricolas, o que elicitaria a autodefesa da planta a ataques externos, como, por

exemplo, infestagdo por fungos.
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5.1.2 Vinhos varietais brasileiros

Para a determinagdo de trans-resveratrol em vinhos varietais brasileiros elaborados
no Rio Grande do Sul, foram adquiridas amostras de todos os varietais entdo disponiveis no
mercado. E importante salientar-se que, desde a realizacdo das analises descritas neste
trabalho, feitas no inicio do presente curso, um niimero consideravel de novos produtos do

setor vinicola vem sendo comercializado.

O método de analise empregado neste trabalho, inje¢do direta de amostra diluida
seis vezes em sistema de Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAE), permitiu
que se obtivesse resolucdo completa do analito de interesse em analises simples, de baixo
custo e rapidas, por utilizar-se de elui¢do isocratica. A reprodutibilidade e repetibilidade das
analises sdo plenamente aceitaveis, tanto para as curvas de calibracdo do padrdo quanto
para as amostras de vinho, 3,2% e 1,7%, respectivamente. A Figura 24 mostra

cromatogramas tipicos

trans-resveratrol

cis-resveratrol

Figura 24 — Cromatogramas de uma solu¢do padrdo de trans-resveratrol contendo 4,23

mg.L" (acima) e de uma amostra de vinho Merlot safra 1997 diluida seis vezes (abaixo).
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Os resultados obtidos para a andlise de 36 diferentes vinhos amostrados estdo
resumidos na Tabela III. As concentragdes de trans-resveratrol variaram entre 0,82 a 5,75
mg.L™!, com valor médio de 2,57 mg.L™", teor mais elevado que o valor médio obtido em

. . . . . 29:84-8
vinhos japoneses, gregos, norte-americanos, portugueses, argentinos e chilenos™***%’.

Conforme apresentado na Tabela III, os vinhos tintos analisados que mostraram
maiores teores de frans-resveratrol foram os varietais Sangiovese (5,75 mg.L™"), Merlot

(5,43 mg.L'l), e Tannat (4,17 mg.L'l).

A Figura 25 apresenta uma comparag@o entre os valores médios de concentragdo de
trans-resveratrol em vinhos varietais (ou com denominag¢do de origem controlada) em
varios paises, até 2001, determinados por inje¢do direta em CLAE ou por método
correlato®®. Os valores médios obtidos para os varietais Merlot brasileiros sio mais
elevados do que aqueles encontrados para vinhos espanhdis (3,99 mg.L") e canadenses
(0,77 mg.L™")®¥. Trabalhos posteriores mostraram valores algo diferentes destes
relacionados em estudos comparativos®. Para vinhos portugueses, por exemplo, foram
apresentados resultados que mostravam a comparagdo entre vinhos elaborados no
continente com vinhos agorianos, em método que empregava extracdo em fase sélida
seguida por CLAE em fase reversa com coluna C18. Os vinhos continentais mostraram teor
médio de 1,56 mg/L, compardvel com os resultados anteriores apresentados na Figura 25,

enquanto que os vinhos ilhéus apresentaram valor médio de 3,36 mg/L.
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Tabela III - Concentragdo de trans-resveratrol em vinhos varietais tintos brasileiros.

Concentracdo (mg.L'l)

Varietal Safra” Minima Miéxima  Média (dp)b
Merlot 1999 (2) 4,97 5,23 5,10 (1,65)
1998 (1) o o 3,90 (1,80)
1997 (7) 0,91 5,43 3,12 (1,77)
Cabernet Sauvignon 1998 (6) 1,17 3,57 2,01 (1,93)
1997 (5) 0,82 2,33 1,53 (1,95)
1994 (1) o o 2,33 (1,91)
1991 (1) o o 1,25 (2,03)
Cabernet Franc 1999 (1) L L 1,60 (1,80)
1997 (2) 1,83 2,07 2,10 (1,90)
1990 (1) o o 1,07 (2,08)
Pinot Noir 1998 (1) L L 3,36 (1,11)
1996 (1) o o 4,21 (1,01)
1991 (1) o o 1,07 (1,99)
Gamay 1999 (2) 0,91 2,37 1,64 (1,76)
1998 (1) o o 1,27 (2,05)
Pinotage 1997(1) L L 3,43 (1,55)
Sangiovese 1993 (1) L . 5,75 (0,87)
Tannat 1997 (1) L L 4,17 (1,03)

* Ntimero de amostras entre paréntesis. ® Desvio padrdo (dp, %) de 4 determinagdes para cada amostra.
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Concentracao (mgL‘l)

Brasil ! Sul-América 6
EUA 2 Italia 7
Portugal 3 Austrélia 8
Grécia 4 Franca 9
Japao 5

Figura 25 - Concentragdes médias de frans-resveratrol em vinhos tintos varietais.

Comparacao entre vinhos brasileiros e de outros paises.

Em artigo publicado em julho de 2005, Teissédre e colaboradores®” mostraram os
resultados que obtiveram ao estudarem as quantidades de alguns compostos com estrutura
derivada do estilbeno em onze vinhos varietais brasileiros, quatro deles Cabernet
Sauvignon, cinco varietais Merlot, um Tannat ¢ um Cabernet Franc, todos elaborados no
Rio Grande do Sul, em safras entre 1999 e 2003. Estas anélises, conduzidas por CLAE com
detector de arranjo de diodos, apresentaram resultados surpreendentes e, em certa medida,
conflitantes com os dados expostos nesta tese. Embora tenham constatado que uma das
amostras do varietal Merlot mostrara o mais alto indice de trans-resveratrol (5,4 mg/L),

quatro dentre os onze vinhos em estudo, os varietais Merlot, Tannat e Cabernet Sauvignon,
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ndo apresentaram teores detectaveis de frans-resveratrol. Salientam-se os altos teores de
cis-resveratrol observados nessas analises, consideravelmente mais elevados que os niveis
de trans-resveratrol encontrados para dez das onze espécies estudadas. Este dado ¢
extremamente raro na bibliografia e divergente do também observado em nosso trabalho,
onde, embora o cis-resveratrol ndo tenha sido quantificado, este ndo mostrou teores mais
elevados, ou mesmo proximos, daqueles encontrados para o isdmero trans, salvo em
algumas andlises realizadas em amostras inadequadamente armazenadas e logicamente
desprezadas. Infelizmente, o trabalho publicado com os dados apresentados na presente
tese”” ndo foi considerado para comparagio entre resultados pelos autores da pesquisa mais
recente ora relatada e, assim, as provaveis causas das discrepancias observadas ndo foram

comentadas.

Embora a comparagdo entre teores de resveratrol em vinhos de diferentes
procedéncias exija prudéncia, muitos autores listam uma série de causas para eventuais
diferencas significativas observadas em tais analises. Fatores climaticos, ambientais e o
solo tém sido citados freqiientemente como variaveis importantes na indu¢ao da expressao
do gene estilbeno-sintase, responsavel pela biossintese do piceid. Os fatores climaticos e
ambientais estdo associados, certamente, ao ataque das videiras por fungos. De fato, os
teores de trans-resveratrol podem ser aumentados quando ha atividade do fungo Botrytis

. ‘s . . 91;92
cinerea, o que ja foi relatado em diversos trabalhos™ .

No caso especifico dos teores relativamente elevados de resveratrol nos vinhos
brasileiros analisados, ¢ importante ter em mente que a aplicagdo sistematica de fungicidas
¢ pratica corrente entre os produtores de uvas. Quanto ao solo, houve estudos™ que
tipificaram as caracteristicas fisicas e quimicas de seis tipos de solo da regido do Vale dos
Vinhedos, um dos maiores centros produtores de vinhos do Brasil. Foram, entdo, avaliadas
eventuais correlagdes entre os tipos de solo e os teores de trans-resveratrol em trés espécies
de vinhos elaborados, cada um deles, exclusivamente com uvas varietais cultivadas para
este fim. Os resultados ndo mostraram influéncia significativa do tipo de solo na quantidade

de trans-resveratrol observada nos vinhos elaborados.

Ha trabalhos que correlacionam a quantidade de resveratrol em vinhos com as

y e o ~ .4 .94 L, . .
praticas enologicas para a elaboracdo da bebida™. Ha varios autores que mencionam que o
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contato entre o mosto e a casca das uvas durante a elaboracdo dos vinhos tintos, o que nao
acontece na vinificacdo dos vinhos brancos, estd claramente associado aos maiores teores
de resveratrol em tintos. Esta claro que a hidrdlise do piceid liberando frans-resveratrol
durante a fermentagdo ¢ responsavel pela acumulagao da fitoalexina na forma aglicona no
vinho produzido®. Sendo assim, a presenga de B-glicosdidase nas leveduras que promovem
a fermentacdo do mosto deve ser apontada como fator essencial para estabelecer a
quantidade de frans-resveratrol nos vinhos elaborados’. Seria importante estudarem-se as
leveduras comumente utilizadas pelos vitivinicultores brasileiros para que se possa avaliar a
possibilidade de haver atividade de (3-glicosidase especialmente elevada. Esta poderia ser a

causa de terem os vinhos sul-brasileiros mostrado altos teores de frans-resveratrol.

5.2 Estratégias para a sintese de SERMs

Nesta se¢do estdo descritas as propostas de sintese catalitica seletiva de duas classes
de SERMs: resveratrol e triariletilenos. Foram empregados sistemas cataliticos baseados
em complexos de paladio nas reacdes de acoplamento realizadas. A Figura 26 apresenta

catalisadores do tipo paladacilo utilizados.
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Figura 26 — Precursores cataliticos do tipo paladaciclo utilizados neste trabalho.
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5.21 Estratégias para a sintese de resveratrol e derivados

5.2.1.1 Introdugao

Ao longo do tempo em que foi realizado o presente trabalho, foram desenvolvidas
diferentes estratégias para a sintese regiosseletiva de trams-resveratrol e derivados.
Conforme descrito na revisdo bibliografica, na se¢do 2.5.5, os principais métodos para a
sintese desta fitoalexina se utilizavam da reacdo de Wittig, que apresenta as desvantagens ja
mencionadas. Sendo assim, todas as metodologias que foram buscadas no curso desta tese
apresentavam a formacdo catalitica e seletiva de ligacdo carbono-carbono através de
reacdes de acoplamento cruzado mediadas por sistemas baseados em complexos de metais

de transicdo, sem utilizar-se da reagdo de Wittig ou similares em quaisquer das etapas.

O desenvolvimento de novas metodologias para a sintese do trans-resveratrol tem
sido objeto de grande interesse pela comunidade cientifica, tornando-se verdadeiramente
uma “corrida”, o que se compreende pelo surpreendentemente crescente leque de
aplicagdes bioldgicas desta molécula e pelo potencial do esqueleto estilbeno como
farmacéforo. Em decorréncia disto, houve necessidade de adaptacdo das metodologias ora
buscadas ou mesmo a desisténcia completa por uma ou outra estratégia que se desenvolvia,
a medida em que, ao longo do percurso, algumas sinteses com abordagens similares e

mesmo idénticas aquelas que pesquisdvamos eram apresentadas por outros grupos.

A Figura 27 apresenta um esquema com os métodos de sintese projetados para este
trabalho, visando a obtencdo do trams-resveratrol por via catalitica e seletiva. A rota
assinalada por “A” na figura envolve a hidrozirconagdo de um substrato acetilénico,
processo estequiométrico, seguida pelo acoplamento cruzado do composto organometalico
formado com um haleto de arila, catalisado por um sistema baseado em composto de

paladio em protocolo de Reacdo de Negishi.
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Figura 27 — Estratégias estudadas para a sintese do trans-resveratrol (X = halogénio, R =

Me, Ac ou Ts).

A reagdo de Heck também foi considerada como possibilidade para viabilizar a
obtencao de uma sintese seletiva do frans-reseratrol ou derivados, ilustradas pelas rotas “B”
na Figura 27. Como sera detalhado adiante, esta estratégia previa a aplicacdao de duas etapas

que operavam por protocolo de reagcdo de Heck.

As rotas indicadas por “C” e por “D” envolviam o acoplamento cruzado via reagao
de Suzuki, uma delas se valendo de derivados de B-bromoestireno e catalisada por sistemas
baseados em complexos de paladio (rota “C”), e a outra, catalisada por um complexo de

niquel, empregando 4cido vinilborénico e um composto tosilado como subtratos.

O maior obstaculo para a aplicacdo de tais estratégias foi a obtengdo de um
substrato para acoplamento cruzado que contivesse os substituintes hidroxila (ou hidroxila
protegida) nas posic¢des 3 € 5 do anel, com o grupo funcional vinila ou o grupo de saida na
posicao 1 (Figura 28). A sintese de compostos com estas caracteristicas €, geralmente,

complexa e ha poucas alternativas entre compostos comercialmente disponiveis.
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R =H ouMe ou Ts ou Ac

Z = vinil ou grupo de saida ou vinil/grupo de saida em 3
RO OR

Figura 28 — Substrato para sintese seletiva de trans-resveratrol.

Embora a proposta do presente trabalho envolvesse a elaboragdo de estratégias
genéricas para a sintese de trans-resveratrol e derivados, era necessario que se procedesse
especificamente a sintese do resveratrol. Assim, foi desenvolvida uma rota para a sintese do
5-iodoresorcinol, a partir da nitragdo do nitrobenzeno. O meta-dinitrobenzeno poderia
orientar uma substituicdo eletrofilica para nova posi¢do meta. Assim, procedeu-se a sintese
do iododinitrobenzeno mostrado na Figura 29, facilmente purificado e em alto rendimento
(88%). A proposta de sintese envolvia a reducdo dos dois grupamentos nitro para

subseqiientes conversdes em sal de diazonio e 5-iodoresorcinol.

NO, NO, NO,
H,S04 / HNO3. H,S04 /1,
NO, I NO,
N,Hy
grafite
OH NH,
1) NaNO, /H"
2) H,0

I OH : NH;

Figura 29 — Sintese do substrato 5-iodoresorcinol.
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Ao examinar-se a bibliografia facilmente encontram-se métodos para a reducdo de
nitrocompostos aromaticos, normalmente envolvendo a geracdo de hidrogénio molecular
por reagdo de um 4cido ndo-oxidante e um metal como o ferro, por exemplo. A redugdo
deste nitrocomposto pdde ser feita, no entanto, por refluxo com hidrato de hidrazina na

97 .- ~
presenga de grafite’’, permitindo a conversio completa do composto em
diaminoiodobenzeno, com 89% de rendimento. O controle da estequiometria da reagdo

também permite a reducdo de apenas um dos grupos nitro.

O passo subseqiiente envolvia a formacdo de sal de diazonio e posterior
dediazotagdo com formagdo de 5-iodoresorcinol. Esta etapa estava sendo desenvolvida
quando foi publicada por Ferber e colaboradores® a sintese do trans-resveratrol em dois
acoplamentos de Heck consecutivos, envolvendo o 1-iodo-3,5-dimetoxibenzeno, produto

entdo comercialmente disponivel, conforme mostra a Figura 30.

Meo‘@" 1) Pd(dba)y, KF, p - BuyNCL, tolueno, Ty

2) Remogdo do CH,=CHSiMe, em excesso OMe

OMe

> SiMes 3) K,COs, DMF, 70°C,

OMe
OMe

Figura 30 — Sintese do frans-resveratrol permetilado via acoplamentos C-C cataliticos

sucessivos.

Uma vez que o processo acima descrito utilizava-se de abordagem similar aquela
que vinha sendo desenvolvida no presente trabalho, a sintese do 5-iodoresorcinol foi

abandonada.

5.2.1.2 Hidrozirconagao / transmetalagao

A hidrozirconagdo de um arilacetileno seguida pelo acoplamento cruzado do

organozirconio formado com haleto de arila foi, cronologicamente, a primeira rota
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explorada para a sintese do trams-resveratrol. Este processo envolvia o acoplamento
cruzado de um haleto de arila a um arilacetileno, gerando um composto com esqueleto
estilbeno, em protocolo de acoplamento Negishi*®. A reagdo de Negishi procederia pela
hidrozirconagdo estequiométrica do arilacetileno com o reagente de Schwartz
(Cp2Zr(H)CI), seguida de transmetalagdo e acoplamento cruzado com haleto de arila,

catalisado por complexo de paladio ou de niquel, conforme indicado na Figura 31.

OMe

=
[Zr] Br |

_ NN

< > — CppZr(H)Cl1 . [Pd]

NS
OMe =
NN

Figura 31 — Esquema genérico para a abordagem via

hidrozirconagao/transmetlagdo/acoplamento cruzado para a sintese de trans-resveratrol

A estereosseletividade da hidrozirconacdo e a posterior retengdo de configuragdo no
acoplamento cruzado foram as caracteristicas mais atraentes para a adogdo desta
abordagem. A primeira etapa foi otimizada, empregando-se diferentes solventes e
proporgdes entre os reatantes, tempos e temperatura de reacdo, utilizando-se o
fenilacetileno como substrato modelo. Outros substratos acetilénicos foram sintetizados

para aplicacdo nesta etapa da reacdo (Figura 32).

@% H Me—@% H
MeO—@% H Me A )—=—H
|
0)
Figura 32 — Substratos arilacetilénicos utilizados para hidrozirconagao.
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As sinteses dos substratos acetilénicos foram efetuadas em protocolo tipo
Sonogashira®®, onde o haleto de arila de interesse é acoplado com 2-metil-3-butin-1-ol, em
reacdes catalisadas por Pd(PPh3),Cl, / Cul. A ligagao tripla terminal € obtida por refluxo do
produto de acoplamento em meio alcalino, como ilustra a Figura 33 para o haloareno 1-

10do-4-metoxibenzeno.

Pd(PPh;),Cl
Me04©71 + H%OH &, Meo©+<OH
Cul

KOH

refluxo

MeO@% H

Figura 33 — Esquema da sintese de substratos acetilénicos.

Na etapa de transmetalagdo do alquenilzirconio ao complexo metalico de Ni ou de
Pd, seguida por acoplamento cruzado com haleto de arila houve, também, diversas
tentativas de otimizacdo tendo o 4-bromoanisol como substrato modelo. Foram testados
diferentes complexos de paladio e complexos de niquel como precursores cataliticos,
diferentes fosfinas, reacdes sem fosfina, tempo de reagdo, propor¢do entre reatantes,

natureza da base utilizada e temperatura reacional.

Além do substrato modelo, esta etapa da reagdo foi conduzida para substratos com
diferentes substituintes, na posicdo 4: Cl, OTs, CN, CF;, além dos substratos
4-iodoanisol e 3-bromo-1-flior-O-tosilfenol. A Figura 34 apresenta os substratos

empregados para acoplamento cruzado com o alquenilzircdnio gerado por hidrozirconagao.
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Figura 34 — Haletos de arila testados para acoplamento cruzado com produto de

hidrozirconag¢do de arilacetilenos.

Apesar das diversas tentativas empreendidas, a conclusdo final foi a grande
dependéncia que a reacdo tem do reativo de Schwartz [Cp,Zr(H)CI], que ocorre sob a
forma de oligdbmero e ¢ liberado como mondmero para a reacdo em velocidades que

dependem do solvente empregado™.

Também foi constatada a rdpida degradacdo do reativo de Schwartz, mesmo
armazenado sob atmosfera de argonio e protegido de luz e calor. De fato, diferentes
partidas deste reativo foram empregadas ao longo destes estudos, inclusive reativo
sintetizado imediatamente antes do uso, € o que se obteve foram resultados irreprodutiveis,

chegando-se ao rendimento maximo de 65% de derivado de estilbeno.

5.2.1.3 Reacado de Heck

Para a sintese do trans-resveratrol também foi adotada uma estratégia baseada na
reacdo de Heck. A abordagem inicial consistia de dois acoplamentos consecutivos em
protocolo de reacdo de Heck, consistindo no acoplamento cruzado entre etileno e 4-

bromoanisol, como substrato modelo, seguida por nova reacdo com outro haloareno para a
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formacdo do derivado de estilbeno de interesse. Embora varios sistemas cataliticos ¢
condic¢des reacionais tenham sido testados e se houvesse tido sucesso no acoplamento entre
etileno e iododinitrobenzeno, infelizmente a primeira etapa ndo pode ser otimizada com
rendimento satisfatério no vinilareno formado antes que fosse apresentado o estudo
realizado por Ferber e colaboradores®, ja mencionado. Ferber fora capaz de produzir o
trans-resveratrol permetilado em duas etapas subseqiientes sem a necessidade de isolar o
produto do primeiro acoplamento (Figura 30). Esta publicacdo sobrepujou a proposta

similar que era desenvolvida em nosso trabalho, que teve de ser abandonada.

5.2.1.4 Reacgéao de Suzuki

Ha duas abordagens, atualmente em curso, para a sintese do frans-resveratrol
envolvendo o acoplamento cruzado em protocolo de Suzuki-Miyaura. A primeira esta
baseada nos resultados originais apresentados por nosso grupo®’, nos quais um sistema
catalitico baseado no complexo Ni(PCy3),Cl,, estavel e de sintese simples, promove o
acoplamento entre acidos boronicos e tosilatos aromaticos, tendo o tosilato como grupo de

saida, conforme mostra a Figura 35.

Cor v L Ymmom _Meorcs
R . >
: PCy; R R'

Figura 35 — Acoplamento Suzuki catalisado por complexo de niquel

Para esta rota de sintese, o substrato olefinico ¢ um écido arilvinilborénico que pode
ser sintetizado a partir do (-bromo-4-metoxiestireno, e este a partir do 4-
metoxibenzaldeido. A maior vantagem da rota sintética ilustrada na Figura 36 em relacdo
aquelas atualmente existentes ¢ a fonte de grupo arila com substituintes nas posigdes 3 e 5.
O substrato empregado parte do flamenol, o 3,5-dimetoxifenol, tosilado. O flamenol ¢ um
derivado do floroglucinol (1,3,5-triidroxibenzeno), produto de baixo custo. Além disso, o

protocolo de Suzuki apresenta como vantagem inerente a propria reacdo a baixa toxicidade
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dos subprodutos gerados na reagdo, o que o indica como método aplicavel para sinteses em
escala industrial. Apds a sintese do produto permetilado, este serd submetido a desprotecao
via reagdo com tribrometo de boro, processo usualmente empregado em diversas sinteses

publicadas para o trans-resveratrol.

OMe
B(OH),
OTs AN
N1(PCy3)2C12
+ >
PC}/3 /
MeO OMe
MeO
MeO OMe

Figura 36 — Rota de sintese proposta para o trans-resveratrol via acoplamento Suzuki-

Miyaura.

A outra rota esta baseada na sintese do derivado do f-bromoestireno, apresentado na
Figura 37, a partir de um derivado do 4cido cindmico. O 4cido cindmico de interesse (acido
3-(3,5-dimetoxifenil) propidnico) pode ser obtido pela reacdao de 3,5-dimetoxibenzaldeido
com 4cido malbnico”, seguida pela bromagio deste 4acido e deidroalogenagio
decarboxilativa do 4cido dibromado®. Uma vez formado o precursor bromado, este sera
acoplado com o acido 4-metoxifenil bordnico, através da reacdo de Suzuki, para gerar o

trans-resveratrol permetilado.
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Figura 37 - Rota de sintese proposta para o trans-resveratrol via acoplamento Suzuki-

Miyaura empregando derivado de 3-bromoestireno.

Esta segunda abordagem, ao contrario da proposta anterior, prescinde da sintese de
um 4cido vinilboronico, reagdo que normalmente tem baixos rendimentos. Embora uma das
etapas de formacdo de ligacdo carbono-carbono nio seja catalitica, este método pode
oferecer uma vantagem importante sobre os demais: o produto vinilico bromado no carbono
B ja tem configuragdo frans®. Para o sucesso da sintese do frans-resveratrol, somente seria
necessaria a otimizagdo da aplicagdo de um sistema catalitico para o acoplamento cruzado

que possa operar com retengdo de configuracdo para o substrato olefinico. De fato, as
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reacdes de obtencdo dos produtos bromados conduziram a formagao de um isémero tendo

mostrado apenas tragos do estereoisomero cis.

Para as etapas de avaliagdo da viabilidade da aplicagdo e otimizacdo da reagdo de
acoplamento cruzado entre um trans-f3-bromoestireno metoxilado e o acido fenilbordnico,
utilizou-se o trans-f3-bromo-4-metoxiestireno como substrato modelo, sintetizado a partir

do 4-anisaldeido.

o COOH
/ N\ /
MeO + HOOC COOH MeO

Figura 38 — Sintese do acido 3-(4-metoxifenil) propionico.

A Figura 38 ilustra a transformacdo do anisaldeido no 4&cido cindmico
correspondente por reagdo com acido maldnico em piridina e na presenga de morfolina.
Esta etapa de sintese teve 75 % de rendimento. A sintese deste 4cido seguiram-se sua
bromacao e deidroalogenacdo descarboxilativa, levando a um rendimento de 79 % no

produto final, o trans-p-bromo-4-metoxiestireno (Figura 39).

MeO MeO
2) K,CO;4

Figura 39 — Sintese do (E)-1-bromo-2-(4-metoxifenil)etileno.

\J

A sintese do (E)-1-bromo-2-(3,5-dimetoxifenil)-etileno, substrato bromado
precursor do frans-resveratrol para esta abordagem, foi realizada uma unica vez até o

momento e teve rendimento global de 16%. Este resultado serd, ainda, otimizado.

Para avaliar-se a viabilidade de efetuar-se acoplamento cruzado entre o modelo (E)-
1-bromo-2-(4-metoxifenil)-etileno e &cido fenilbordnico, foi empregado sistema catalitico

baseado em acetato de paladio e trifenilfosfina, com fosfato de potdssio como base. Os
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testes iniciais mostraram a formagdo dos produtos trans-1-(4-metoxifenil)-2-feniletileno,
seu estereoisomero cis, 1,1-fenil(4-metoxifenil)-etileno e 1,4-di(4-metoxifenil)-butadieno,
como produtos origindrios da arilolefina bromada, denominados, respectivamente, por
“trans”, “cis”, “gem” e “homo” na Figura 40 e na Tabela IV. Também foi observada a
formagdo de bifenila, produto do homoacoplamento do 4cido fenilbordnico, o que ¢ uma
caracteristica comum dos sistemas que operam acoplamento cruzado via protocolo de

reagdo de Suzuki. Isto ndo interfere na seletividade da rea¢do de acoplamento quando ha

conversao completa do substrato bromado, posto que ¢ este o reatante limitante no

Processo.
/ Br
Pd(OAc),
K;3POy4
PPh;
OMe
\ O
) | g )
‘ MeO O
OMe
MeO
MeO
(trans) (cis) (gem) (homo)

Figura 40 — Produtos do acoplamento cruzado entre bromo-metoxiestireno e acido

fenilbordnico
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Menos usual é, sem duvida, a isomerizagdo que se verifica quando da formagdo do
produto de acoplamento 1,1- diariletileno. Mais ainda surpreende a formagao do produto de
homoacoplamento da olefina bromada, resultando na espécie diarilbutadieno. Se for
possivel otimizar-se a reagdo ou operar reagdo similar que conduza seletivamente a
formagdo dessa classe de produtos serd possivel estabelecer-se uma via alternativa atraente

para a sintese de compostos com caracteristicas Oticas interessantes.

A Tabela IV mostra os ensaios realizados para a otimiza¢do da reagdo de
acoplamento cruzado, onde foram testadas diferentes condigdes e sistemas reacionais,
especificamente o solvente empregado, a temperatura e o tempo da reagdo, o precursor
catalitico, ligantes auxiliares e a razdo molar entre o ligante e o precursor catalitico. O
objetivo deste estudo foi a obtengdo do maior rendimento possivel no trans-1-(4-

metoxifenil)-2-feniletileno tendo conversdo completa da olefina bromada.

Os produtos foram quantificados por CG pelo método do padrio interno e
caracterizados por CG-EM e co-inje¢do com produtos isolados, exceto para o 1,4-di(4-
metoxifenil)-butadieno, por ora somente caracterizado por CG-EM. A rea¢do 1 mostra
baixa conversdo para o sistema sem a adi¢do de ligante fosforado. O emprego de
trifenilfosfina, com relacdo molar [P]:[Pd] = 4, o aumento da temperatura e do tempo de
reagdo permitiram a conversdao de 61% do reatante limitante, com 84% de seletividade no
produto de interesse (88% de seletividade entre os produtos de acoplamento cruzado),
tendo a reagdo atingido 95% de quimiosseletividade em acoplamento cruzado (reagdes 2 e
3).

O uso de fosfinas com diferentes angulos de cone e basicidades ndo demonstrou
incrementar o desempenho do sistema catalitico neste estudo exploratdrio (reagdes 3, 4 e
5), ndo tendo resultado em aumento da conversio de bromoestilbeno, embora a
quimiosseletividade em acoplamento cruzado e a seletividade em trans-1-(4-metoxifenil)-

2-feniletileno tenham se mantido em valores aceitaveis.

Ao se empregarem precursores cataliticos do tipo paladacilco foi possivel atingir-se
a conversao completa do substrato, ao alterar-se o solvente da reagdo de dioxano para DMF
(reagdes 6, 7 e 8). Embora com conversdo completa, tais sistemas mostraram reagdes com

baixa seletividade no produto de interesse, tanto no que diz respeito a esterosseletividade
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(relagdo trans:cis) quanto no que tange a regiosseletividade (gem em comparagdo com trans
+ cis). Da mesma maneira, as reacgdes catalisadas por complexos paladaciclo foram aquelas
que apresentaram formagdo consideravel do produto de homoacoplamento do
bromoestireno, mostrando baixa quimiosseletividade se comparadas as reacdes catalisadas

por sistemas baseados em acetato de paladio.

Para a reagcdo 9 foram empregados sistemas cataliticos e condi¢des reacionais que ja
haviam sido aplicados com bons resultados nos estudos desenvolvidos por nosso grupo
para a sintese de derivados do estireno, por acoplamento cruzado entre um &cido
arilborénico e 1,2-dibromoetileno’. Novamente, essas condi¢des foram responsaveis pelo
melhor desempenho observado para a reagdo pretendida, mostrando 95% de
quimiosseletividade em produtos de acoplamento cruzado, 92% de rendimento global em
trans-1-(4-metoxifenil)-2-feniletileno, que representou 97% da quantidade entre os
produtos “trans”, “cis” e “gem” em uma reagdo que teve 100% de conversdo do reatante
limitante. 'E particularmente destacavel o uso de um solvente composto, tendo metanol e

tetraidrofurano em proporg¢ao 1:1.

Com o sistema tendo seu desempenho assim otimizado para o acoplamento de
substratos modelo, a perspectiva de que seja este um novo método atraente e simples para a
sintese seletiva de trams-resveratrol ¢ promissora. Esta via de sintese, além das
caracteristicas mencionadas, caso aplicada satisfatoriamente, podera constituir-se, também,
em um processo geral para a obtencdo de outros compostos derivados do estilbeno,
similares ao resveratrol, ao empregarem-se substratos o-aril-B-bromoetileno e acidos
arilboronicos funcionalizados com grupamentos e/ou em posicdes diferentes daqueles
empregados para o resveratrol. Esta possibilidade ganha interesse pela via de obtenc¢ao do

produto bromado, origindrio de aldeidos, abundantes em sistemas naturais.

Os ultimos resultados obtidos para o desenvolvimento desta estratégia de sintese
vieram da aplicagdo do sistema otimizado ao acoplamento cruzado entre o acido 4-
metoxifenilboroénico e o (E)-2-bromo-1-(3,5-dimetoxifenil)-etileno para produzir o trans-
resveratrol permetilado. Em apenas uma reacdo, ndo foi possivel encontrarem-se os

produtos advindos da conversdo completa do produto bromado. No entanto, estd no
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momento sendo sintetizado o produto (E)-2-bromo-1-(3,5-dimetoxifenil)-etileno para novas

aplicacdes do método.

78



