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INTRODUCAO

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes entre 0s
produtos de origem natural, por apresentarem grande nimero de compostos que possuem
importancia farmacoldgica, como anticarcinogénico, anti-inflamatério, antialérgico, entre
outras, as quais sdo atribuidas a alguns representantes da classe. Dentre os flavonoides com
interesse  farmacologico tem-se a 7-hidroxiflavanona que apresenta atividade
imunomoduladora (ZUANAZZI, 2000; BARREIROS, 2005).

A reacdo de sintese partindo-se do resorcinol e acido cinamico ja é conhecida na
literatura, dentre os produtos formados tem-se a 7-hidroxiflavanona e dois neoflavonoides
(ADITYACHAUDHURY et al., 1971). Contudo, existe apenas um relato na literatura do
monitoramento dessa reacdo por CLAE e a metodologia utilizada ndo passou por um processo
de validacido (BRANDAO, 2007). Esse acompanhamento do rendimento da reacdo e
formacdo dos produtos € interessante, visto que a reacdo pode ser feita em micro escala ja que
0s detectores dos cromatografos a liquidos de alta eficiéncia sdo bastante sensiveis e detectam
quantidades quase minimas dos componentes. Além de proporcionar maior rapidez nas
analises, pois dispensa a realizacdo de isolamento prévio.

Segundo Branddo (2007), CLAE é uma técnica viavel e atil no monitoramento de
reacOes de sintese, desde que sejam utilizados padrBes externos dos produtos a serem
sintetizados. Além disso, apresenta rapidez para 0 acompanhamento de reacfes, uma vez que
monitora os produtos formados, acompanhando a reacdo, sem a necessidade de purificacéo
dos mesmos. As técnicas analiticas de separacdo, identificacdo e quantificacdo devem ser
submetidas a teste de validacdo para garantir a confiabilidade dos resultados, sendo assim, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)considera que “a validagdo deve garantir,
através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados” (BRASIL, 2003).

Tendo em vista a grande importancia farmacoldgica dos flavonoides, em especial a
atividade imunomoduladora da 7-hidroxiflavanona, pretendeu-se determinar o rendimento da
sintese dessa flavanona e de dois neoflavonoides. Além disso, diante da importancia da
comprovacdo da qualidade de medi¢Ges quimicas, através de sua comparabilidade,
rastreabilidade e confiabilidade buscou-se validar o método analitico para garantir que a
identificacdo e quantificacdo por CLAE gere informagdes confidveis e interpretaveis sobre a
amostra analisada.

METODOLOGIA

A sintese de 7-hidroxiflavona foi realizada utilizando como reagentes o resorcinol e o
acido cinamico. Inicialmente, para a reacdo em escala convencional, sintetizou-se o acido
polifosférico (PPA), adicionando em um baldo de 50 mL, 12,5 g de anidrido fosférico (P,0Os)
e 20 mL de &cido ortofosférico (H3PO,). A mistura formada foi aquecida a 100°C, sob
agitacdo vigorosa, durante 3 horas. Apos este tempo, desligou-se 0 aquecimento e agitagéo,
para que o sistema atingisse temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se com a sintese da
7-hidroxiflavona. Adicionou-se, ao baldo contendo 20 mL de &cido polifosférico, 1,3468 g de
acido cinamico e 1,001 g de resorcinol. A mistura foi aquecida a temperatura de 80°C, sob



agitacdo, por trés horas. Posteriormente, tratou-se o meio reacional com agua gelada, e a
mistura foi extraida com cloroférmio (3 x 20 mL). A fase orgéanica foi separada, tratada com
NaHCOs, e seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. Os
residuos obtidos foram submetidos & coluna cromatografica e as fragdes resultantes foram
submetidas a Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) para agrupar as que
apresentaram perfis cromatograficos semelhantes.

As cromatoplacas das fracGes resultantes da CCDC foram borrifadas com solucao
etandlica de cloreto de aluminio 2%, para deteccdo de flavonoides, e com solucéo etandlica a
5% de hidroxido de potéssio, para detectar a presenca de cumarinas (Wagner e Bladt, 1995).
As fracOes que apresentaram resultado positivo tanto para flavonoides quanto cumarinas
foram injetadas no Cromatografo a Liquidos de Alta Eficiéncia para comprovacdo da
eficiéncia na purificacdo dos compostos de interesse.

Os experimentos cromatograficos foram realizados com sistema HPLC EZChrom
Elite, consistindo de bomba VRW HITACHI L-2130, equipado com injetor e detector de
arranjo de diodo (DAD) VRW HITACHI L-2455, e forno VRW HITACHI L-2300. A
separacdo cromatografica foi realizada por meio de coluna LiChroCART Purospher Star®
RP18-¢ (75 mm x 4 mm i.d.) 3um) (Merck, Darmastad, Germany) combinado com pré-
coluna LiChroCART 4-4 LiChrospher 100RP18 (5 um) da Merck. As condi¢des de analise
incluiram método isocratico de elui¢do conduzido com fase movel de metanol (CH3OH) e
solucdo de éacido acético 1% (CH3CO,H) na proporcéo (60:40), o tempo de corrida de 15
minutos e fluxo de 1ImL/min e o volume de injecdo correspondente a 20 pl. A leitura do
detector de arranjo de diodo foi realizada na faixa de 210 a 400 nm e a aquisicdo
cromatografica foi definida em 280 nm.

Apo0s andlise das fracOes resultantes da sintese em escala convencional, procedeu-se
com a realizacdo da sintese em micro escala, que teve como base a metodologia de Brandao
(2007) e foi realizada nas mesmas condigdes e etapas da sintese convencional. Para tanto,
sintetizou-se o acido polifésforico (PPA) com menores quantidades de reagentes, 300mg de
P,Os5 e 0,5mL de H3PO,. Para a sintese da 7-hidroxiflavanona adicionou-se 56mg de &cido
cinamico e 50,5mg de resorcinol, ao PPA.

Foram obtidos os padrdes secundarios da 7-hidroxi-3,4-diidro-4-fenilcumarina e do
acido 3-(4-hidroxifenil)-3-fenilpropanodico (nova substancia identificada como produto da
sintese do &cido cindmico e resorcinol). Esses padrdes foram submetidos a andlise por
cromatografia a liquidos de alta eficiéncia (CLAE), assim como, o produto da reacdo em
microescala do resorcinol e acido cindmico. As condi¢des cromatograficas foram as mesmas
que a utilizada para analise dos produtos da sintese em escala convencional, modificando
apenas o aparelho.

As analises dos padrdes secundarios foram realizadas com sistema HPLC Workstation,
consistindo de bomba Varian Polaris e detector de arranjo de diodo (DAD) Varian ProStar. A
separacdo cromatografica foi realizada por meio de coluna LiChroCART Purospher Star®
RP18-e (75 mm x 4 mm i.d.) (3um) (Merck, Darmastad, Germany) combinado com pré-
coluna LiChroCART 4-4 LiChrospher 100RP18 (5 um) da Merck. As condigdes de analise
incluiram método isocratico de elui¢do conduzido com fase movel de metanol (CH3OH) e
solugédo de acido acético 1% (CH3CO,H) na proporcao (60:40), o tempo de corrida de 15
minutos e fluxo de 1mL/min e o volume de injecdo correspondente a 20 pl. A leitura do
detector de arranjo de diodo foi realizada na faixa de 210 a 400 nm e a aquisicao
cromatografica foi definida em 280 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira etapa da sintese de 7-hidroxiflavona foi a condensacdo do anidrido
fosforico e acido fosforico para produzir o acido polifosforico, o qual apresentou consisténcia
viscosa e cor cristalina. Os produtos resultantes da reacdo do resorcinol e acido cindmico,



submetidos a agitacdo, por trés horas, em temperatura de 80°C apresentou mudanca de
coloragdo amarela até laranja intenso, indicativo da formacdo dos produtos 7-hidroxi-3,4-
diidro-4-fenilcumarina, 5-hidroxi-3,4-diidro-4-fenilcumarina e 7-Hidroxiflavanona.

O écido polifosférico, foi produzido na primeira etapa da sintese de 7-hidroxiflavona,
através da condensacdo do anidrido fosforico e acido fosférico. Esse acido € responsavel por
promover a esterificacdo do &cido cindmico com o resorcinol. Posteriormente, ocorreu a
condensacéo do acido cindmico com é&cido polifosforico, seguido de sua protonacdo na qual,
segundo BARREIROS (2005), € possivel observar trés estruturas de ressonancia principais.

A etapa subsequente foi a esterificagio com o resorcinol, que de acordo com
TALAPATRA (1986) pode levar a formacgédo dos neoflavonoides ou da flavanona. A depender
das condicdes do meio, e do mecanismo seguido, essa esterificagdo pode resultar em pelo
menos dois caminhos. O primeiro leva a perda do PPA seguida de ciclizagdo e
tautomerizacdo, formando preferencialmente o 7-hidroxi-3,4-diidro-4-fenilcumarina e em
menor quantidade o 5-hidroxi-3,4-diidro-4-fenilcumarina devido ao impedimento estérico que
dificulta a ciclizacao entre os dois oxigénios. O segundo caminho é o que leva a formacéo da
flavanona e pode ser justificado pelo rearranjo de Fries que ocorre antes da ciclizagéo e da
tautomerizacao.

Os produtos resultantes da reacdo do acido cindmico com resorcinol foram tratados
com NaHCOs, sal acido que apresenta hidrogénio ionizavel, utilizado para neutralizacdo
parcial do &cido em excesso na reacdo. Além disso, o cloreto de célcio, sal inorganico anidro,
foi empregado como agente secante que tem a capacidade de se ligar as moléculas de agua,
formando hidratos.

Apdbs o término da sintese, procedeu-se com a etapa de separacdo e purificacdo dos
produtos de interesse, através da analise cromatogréfica.Diante dos resultados apresentados
pelas 12 fracdes resultantes de CCDC apds serem reveladas com Cloreto de Aluminio e
Hidroxido de Potassio, foi possivel sugerir que as fracBes 1-6 e 36-37 que apresentaram
reacdo positiva para AICI; e KOH podem ser os neoflavonoides 7-hidroxi-3,4-diidro-4-
fenilcumarina e 5-hidroxi-3,4-diidro-4-fenilcumarina, isso porque o0s neoflavonoides
apresentam semelhanca estrutural das cumarinas. A fragcdo 23-35 foi comparada por CCD com
0 é&cido cinamico e apresentou tempo de retencdo semelhante, podendo ser o reagente
excedente, acido cinamico. Sendo assim, pode-se dizer que a fracdo 38-45 com reacdo
positiva para AICl; seja a 7-Hidroxiflavanona.

As fracdes que apresentaram resposta positiva aos reveladores cloreto de aluminio
(AICI3) e hidroxido de potéssio (KOH) foram injetadas no Cromatogréafo a Liquidos de Alta
Eficiéncia para monitorar a eficacia na separacdo. Contudo, observou-se que 0S
cromatogramas apresentaram mais de um pico, indicando que as amostras ndo estavam puras,
e, portanto, a separacao nao foi eficaz (Figura 1-1). E o acido cindmico, reagente em execsso
(Figura 1-11), encontrou-se presente em todas amostras analisadas.

Os cromatogramas dos padrdes secundarios e do produto da sintese em microescala
ndo apresentaram uma boa separagdo dos componentes e ndo estavam 100% puros, iSso se
deve, possivelmente as condi¢des cromatograficas. Visto que, a troca do equipamento pode ter
influenciado de alguma forma no resultado da separacdo, sendo, necessario alterar o0 método
cromatografico para que se consiga maior resolutividade na separacdo dos picos. Além disso,
no caso do produto da sintese em micro escala, que apresentou perfil cromatogréafico diferente
do apresentado pela fracdo 1-6 da sintese convencional, também pode ter ocorrido alguma
interferéncia na realizacdo da sintese em microescala. Isso porque, além dos erros inerentes ao
processo experimental existe a possibilidade da ocorréncia de erros sistémicos, como por
exemplo, oscilacdo da temperatura da placa de aquecimento, termdmetro mal calibrado, entre
outros, que afetaria a formacéo dos produtos.



Figura 1. Cromatograma da fracdo 1-6 (I) e do reagente em execesso, acido cinamico (1)
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CONSIDERACOES FINAIS

A determinacdo do rendimento da sintese de flavonoides por cromatografia a liquidos de alta
eficiéncia (CLAE) é de grande relevancia, ja que, devido a alta sensibilidade dos detectores
desse cromatografo € possivel utilizar quantidades minimas de reagentes quimicos. Tendo em
vista os resultados obtidos serd necessério alterar a metodologia utilizada na cromatografia a
liquidos de alta eficiéncia, visando melhorar a separacdo das substancias de interesse, para
assim, quantificar os flavonoides sintetizados em microescala. Além disso, serdo analisadas as
possiveis interferéncias no processo de sintese. Contudo, como ndo houve tempo habil para
realizar todas as alteragbes e analises supracitadas, esses dados s6 poderdo ser
disponibilizados no plano de trabalho posterior, justificando-se a necessidade da renovacao
para dar continuidade no desenvolvimento do presente estudo.
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