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RESUMO

Titulo: Sintese de dezesseis adutos aromaticos de Morita-Baylis-Hillman:
Bioavaliagdo contra Leishmania amazonensis, Leishmania chagasi e estudo

da relagao estrutura-atividade bioldgica.

Autor: Claudio Gabriel Lima Junior

Orientador: Prof. Dr. Mario Luiz Aradjo de Almeida Vasconcellos

Os adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) sdao compostos
polifuncionalizados amplamente utilizados como intermediarios na sintese
de produtos naturais. Desde 1999, derivados dos AMBH vém sendo
investigados do ponto de vista farmacoldgico, apresentando variadas
bioatividades tais como: antimalarial, antineoplasica, moluscicida,
antileishmania e antichagasica. Neste trabalho, descobrimos e
descrevemos condicdes experimentais quimiosseletivas para a preparacgao
de 16 AMBH. Nestas, cada aduto foi preparado na forma pura e nenhum
produto co-lateral foi observado. Propostas sobre os mecanismos da
reacao de  Morita-Baylis-Hillman (RMBH), que explicam as
guimiosseletividades obtidas sao apresentadas. Bioavaliagdes contra as
formas promastigota de Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi
foram efetuadas. Todos o0s adutos demonstraram forte atividade
antipromastigota, sendo os compostos 22, 25, 26 e 37 0s mais ativos em
ambas as espécies de Leishmania (L. amazonensis e L. chagasi).
Finalmente, apresentamos pela primeira vez, uma analise SAR para os

AMBH, uma nova classe de leishmanicidas.

Palavras-chave: Adutos de Morita-Baylis-Hillman. Leishmanicidas.

Relagao estrutura-atividade (SAR).
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ABSTRACT

Title: Synthesis of sixteen aromatics adducts of Morita-Baylis-Hillman:
Bioevaluation against Leishmania amazonensis, Leishmania chagasi and

study of structure-activity relationship biologic.

Author: Claudio Gabriel Lima Junior

Adviser: Prof. Dr. Mario Luiz Araujo de Almeida Vasconcellos

The Morita-Baylis-Hillman adducts (MBHA) are polifuncionalized
compounds widely used as intermediates in the synthesis of natural
products. Since 1999, MBHA derivatives have been pharmacologically
investigated, presenting a several bioactivities such as: antimalarial,
antineoplastic, molluscicide, antileishmania and antichagasic. In this work,
we discovered and described experimental conditions for the
chemoselective preparation of 16 AMBH. Each adduct was prepared in the
pure form, and any side products were observed. Proposals about the
Morita-Baylis-Hillman reactions (MBHR) mechanisms, which explain the
chemoselectivity obtained, are presented. Bioevaluations against the
promastigote forms of Leishmania amazonensis and Leishmania chagasi
were made. All prepared MBHA showed strong antipromastigota activity,
and the compounds 22, 25, 26 and 37 were the most active in both
Leishmania species (L. amazonensis and L. chagasi). Finally, we presented
of the first time, an SAR analysis to the AMBH as a new class of

leishmanicides.

Keywords: Morita-Baylis-Hillman adducts. Leishmanicides.

Structure-activity relationship (SAR).
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1 INTRODUCAO

1.1 Indastria Farmacéutica e as doencgas negligenciadas

As industrias farmacéuticas vém investindo anualmente bilhdes de
ddlares para pesquisas e desenvolvimento (P&D) de medicamentos para o
tratamento de doencas que tragam retorno lucrativo. Doencgas cardiacas,
cancer e calvicie recebem grande atencdao por parte das industrias
farmacéuticas devido a grande demanda existente. No entanto, malaria,
esquistossomose, doenca de Chagas e Leishmaniose sao doencgas
marginalizadas pelas grandes industrias farmoquimicas devido ao nao
oferecimento de retorno lucrativo as industrias por parte das pessoas que
sao acometidas destas enfermidades. Geralmente, o publico alvo destas
doencas sdao, em sua maioria, oriundo das classes menos favorecidas da
sociedade e de paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, onde as
condicdes de vida sdo precarias.

Recentemente, a Organizacdao Mundial de Saude OMS e a ONG
Médicos Sem Fronteiras (MSF) classificaram as doencas em globais,
negligenciadas e extremamente negligenciadas (CHIN et al/, 2008). Na
Figura 1.1, representamos os investimentos realizados pelo mercado
farmacéutico mundial na P&D de medicamentos para o tratamento das
doencas globais, negligenciadas e/ou extremamente negligenciadas.
Podemos observar que a maior concentragao dos investimentos (P&D) do
mercado farmacéutico mundial, ilustrado pelo retangulo, estd nas
chamadas doencas globais (area azul). Doencas tais como cancer,
doencas cardiovasculares, doencas mentais e distUrbios neuroldgicos
fazem parte desta classe. Na area verde, podemos observar que uma
pequena parcela de investimentos €& realizada pelas induastrias
farmacéuticas, sendo estas doencgas classificadas como negligenciadas.

Estas doencas possuem tratamentos ainda ineficazes, acometem milhares



de pessoas ao redor do mundo e sao, na maioria das vezes, doencas
tropicais infecciosas. Maldria, tuberculose e doenca de Chagas sao

exemplos de doencgas negligenciadas.

Doencas Globais

Doencas
Extremamente
Negligenciadas

Doencas
Megligenciadas

Mercado Farmacéutico Mundial

Figura 1.1: Investimentos do Mercado Farmacéutico Mundial (Fonte:
http://www.dndi.org.br/Imagens/grafico_doencas_negligenciadas.jpg).

Na &rea vermelha se encontra as doencas extremamente
negligenciadas. Nesta, por sua vez, os pacientes sao tao pobres que nao
possuem poder de compra, desestimulando qualquer investimento por
parte das indlstrias farmacéuticas. Fazem parte desta classe a
leishmaniose, a doenca de Chagas e a Filariose Linfatica. A area cinza da
Figura 1.1 mostra um segmento altamente lucrativo para as industrias
farmacéuticas. Produtos voltados para condicoes que sdo diferentes das
puramente médicas (como celulite, calvicie, rugas, dietas e estresse)
recebem grande demanda nos paises ricos, fato que estimula
investimentos em P&D.

Entre 1975 e 2004, apenas 21 medicamentos foram registrados
para doencas tropicais e tuberculose (CHIRAC e TORREELE, 2006).
Durante o mesmo periodo, cerca de 1535 novos medicamentos foram

registrados para outras doencas. Isso mostra um descaso total por parte
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das industrias com relacdo a busca por novos quimioterapicos para o

tratamento das doencas negligenciadas e extremamente negligenciadas.

1.2 Leishmanioses

1.2.1 Aspectos gerais

A Leishmaniose é uma doenca negligenciada, encontrada em 88
paises em desenvolvimento. Esta doenca é causada por protozoarios do
género Leishmania, estando as espécies Leishmania amazonensis e
Leishmania chagasi entre as mais difundidas no Brasil. Esta enfermidade é
transmitida ao homem (ou outros hospedeiros vertebrados) pela picada
do mosquito hematéfago fémea infectado, denominado fleb6tomineo do

género Lutzomyai, como mostra a Figura 1.2 (WHO, 2009).

Figura 1.2: Flebétomo do género Lutzomyai (Lutzomyai longipalpis) fémea em
repasto sangiineo (Fonte: http://leishmania.blogspot.af.br)

A leishmaniose é, segundo a OMS, uma das seis maiores endemias
do mundo (WHO, 2009). Existem 1.5-2 milhdes de novos casos e 70.000

mortes por ano. Além disso, 350 milhGes estdo vivendo em drea de



contaminacdo. Somente maldria e esquistossomose possuem numeros
mais alarmantes do que a leishmaniose (DESJEUX, 2004).

A leishmaniose se manifesta principalmente de trés formas clinicas:
cutanea (LC), mucocutanea (LMC) e visceral (LV), também conhecida
como calazar. A LC é caracterizada por lesdes ulcerativas em areas
expostas (bracos, pernas, entre outras) como mostra a Figura 1.3. A LMC
€ caracterizada por lesdes que destroem parcial ou totalmente a mucosa
nasal e oral, como mostrado a Figura 1.4. A LV (Figura 1.5) é
caracterizada por febre irregular, perda de peso, hepatoesplenomegalia e
anemia, com aproximadamente 100% de taxa de mortalidade em
individuos ndo tratados (SOARES-BEZERRA et a/, 2004). Com mortalidade
global estimada em 59.000 obitos por ano, a LV permanece como
importante problema de saude publica em varios paises do mundo (WHO,
2009).

Figura 1.3: Lesao causada por LC (Fonte: BRASIL, 2006a)



Figura 1.4: Lesdo labial causada por LMC (Fonte: BRASIL, 2006a)

Figura 1.5: Lesdo causada por LV (Fonte: BRASIL, 2006a)

1.2.1.1 Ciclo de vida do Parasita

Os parasitas causadores desta protozoose apresentam-se na forma
amastigota (Figura 1.6), quando estao infectando o homem, e na forma
promastigota (Figura 1.7), quando estdao infectando o inseto vetor
(SOARES-BEZERRA et al, 2004).



- 5
R o %6
w o 1
- & "‘ - » -
LS O S 4
[ ]
:"'t 4 ‘. .* ]
» ©r Y
‘-i. ¢
]
= .
L B a

Figura 1.6: Formas amastigota do parasita (Fonte: BRASIL, 2006b)
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Figura 1.7: Formas promastigota do parasita (Fonte: BRASIL, 2006b)

O ciclo de vida do parasita estd mostrado na Figura 1.8 e tem inicio
guando o flebotomineo-fémea realiza o repasto sanguineo no hospedeiro
vertebrado, isto é, enquanto ele suga o sangue do hospedeiro, ele
transfere promastigotas na pele (Etapa 1). Posteriormente, estas formas
sao fagocitadas pelos macréfagos (Etapa 2) e quando se encontram
dentro do macrofago, se transformam em formas amastigota (Etapa 3).

As formas amastigotas se multiplicam dentro do macroéfago, o que leva ao
7



rompimento da célula hospedeira e conseqglientemente a uma liberagao de
grande quantidade de parasitas, como mostra a etapa 4 (SOARES-
BEZERRA et al, 2004). O flebotomo realiza o repasto sanguineo (Etapa 5)
e ingere células parasitadas (Etapa 6). Ocorre entdao conversao das formas
amastigotas em promastigotas (Etapa 7). Estas formas promastigotas
sofrem divisao bindria no intestino do vetor e migram para o probdscide

(Etapa 8). Ao contaminar outro hospedeiro, o ciclo é reiniciado.

Figura 1.8: Ciclo de transmissdo de parasitos do género Leishmania (Fonte:
Adaptado de http://enfermagem-sae.blogspot.com/2009/03/leishmaniose-
tegumentar-americana.html)




1.2.2 Quimioterapia para as leishmanioses

A quimioterapia empregada para o tratamento das leishmanioses
vem apresentando uma série de problemas. Além da resisténcia do
parasita, efeitos colaterais vém limitando a utilizacdo e eficadcia do
tratamento.

Os antimoniais pentavalentes sdao os farmacos de primeira escolha e
a mais de 60 anos vém sendo usado no tratamento de todas as formas de
leishmanioses. Os dois antimoniais pentavalentes (Figura 1.9) mais
usados sdo: antimoniato de metilglucamina (Glucantime®) e Gluconato de
antimoénio (V) de sédio (Pentostan®) (PATEL e SHAH, 2008).

Além da via parenteral de administracdao, outras desvantagens dos
antimoniais pentavalentes sao os longos periodos de terapia e efeitos
colaterais como mialgias, dores abdominais, disturbios cardioldgicos,

alteracdes hepaticas e insuficiéncia renal (LAWN et al, 2006).

/
+ CH,0H CH,0H
CH,NHCH;4
H—1—OH H—F—OH
H—1—OH _
H——o O9H Q o0—1—H
HO—— - |\
.(OH);Sb,0 < " 0—Sb-0-S- " > Naz.9H;0
H—F—OH / \
H—t+—o0 O—1+—H
H——OH
coo coo
CH,0H
G /
Antimoniato de metilglucamina Gluconato de antimdnio (V) de sédio

Figura 1.9: Antimoniais empregados no tratamento das leishmanioses

Além dos antimoniais, outras drogas tém sido empregadas no
tratamento das diversas formas da leishmaniose, entre as quais se
destacam a anfotericina B, pentamidina e miltefosine (RATH et al, 2003).

A anfotericina B (Figura 1.10) é a droga de segunda escolha e seu
uso € bastante restrito devido aos inumeros efeitos toxicos. Devido a esta
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limitacdo, foram desenvolvidas novas formas farmacéuticas com a
finalidade de diminuir a sua toxicidade. A anfotericina lipossémica é
menos toxica e pouco absorvida pelo rim, 6rgao alvo da toxicidade do
farmaco (SOARES-BEZERRA et al, 2004). Entretanto, seu custo elevado
de producao em escala industrial torna seu uso limitado, principalmente
nos paises subdesenvolvidos (DESJEUX, 1996).

Figura 1.10: Férmula estrutural da Anfotericina B

A pentamidina (Figura 1.11) é usada como droga de segunda
escolha no tratamento da LV. Esta droga vem apresentando toxicidade
mais elevada do que os antimoniais pentavalentes no tratamento de LV e

relatos de resisténcia do parasito vem sendo relatados (SUNDAR, 2001).

HN NH
>\—©—OCH2(CH2)3CHZO—®—<
HoN NH

Figura 1.11: Férmula estrutural da pentamidina

A  miltefosine (Figura 1.12), medicamento originalmente
desenvolvido como antineoplasico, apresentou resultados satisfatorios no
tratamento oral de LV na India (SUNDAR et al, 2002). Em 2004, foi
demonstrada atividade satisfatéria contra LC em estudos realizados com
pacientes na Colombia e Guatemala. Apesar destes resultados, estudos
demonstraram que a miltefosine foi teratogénico em animais (SOTO et al,

2004).
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Figura 1.12: Férmula estrutural da Miltefosine

Na Tabela 1.1, apresentamos o0s principais efeitos colaterais dos
farmacos de segunda escolha empregadas no tratamento das

leishmanioses.

Tabela 1.1: Principais efeitos colaterais causados pelos farmacos de

segunda escolha no tratamento das leishmanioses.

Drogas Efeitos colaterais

Pentamidina Mialgias, nduseas, nefrotoxidade,
hipoglicemia
Anfotericina B Hipopotassemia, insuficiéncia renal,
anemia, leucopenia, alteragoes
cardiacas

Miltefosine Nauseas, vomito e diarréia

Devido a estas limitacdes, a busca por novos farmacos para o
tratamento da leishmaniose é de extrema relevancia. FArmacos para estas
doencas, que apresentem melhores indices terapéuticos, menor toxicidade
e menor custo deveriam ser metas das industrias farmacéuticas e nao

somente nos centros de pesquisas governamentais.
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1.2.3 Leishmanioses no Brasil

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) estda entre uma das
endemias de maior importancia em saude publica no Brasil, devido sua
ampla distribuicdo pelo territério nacional, a ocorréncia de formas clinicas
graves e pelas dificuldades referentes tanto ao diagndstico como ao
tratamento das mesmas (DORVAL et al, 2006). Existem pelo menos sete
espécies de Leishmania descritas e que estdo associadas com a doenca
humana, sendo que no Brasil Leishmania braziliensis e Leishmania
amazonensis sdo as espécies mais amplamente distribuidas (GRIMALDI et
al, 1987).

A LTA esta amplamente distribuida, tendo registros de casos em
toda a federacdao. Segundo o Ministério da Saude (MS), em 2008 foram
notificados 19.542 casos, sendo a regiao Norte a mais afetada como
mostra a Figura 1.13. A segunda regiao brasileira mais afetada pela LTA

foi a regidao Nordeste, onde foram notificados 5.795 casos.

Numero de casos LTA no Brasil (2008)
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Figura 1.13: NUumero de casos de Leishmania Tegumentar Americana (LTA) por
regiao brasileira no ano de 2008 (Dados: MS/SVS, 2009a)
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A Leishmania Visceral (LV) é endémica no Brasil. Devido ao rapido
processo migratorio da populacdao rural para a periferia urbana,
modificacdes ambientais, adaptacao do vetor ao Peri domicilio e pela
interacdo e mobilizacdo de reservatoérios silvestres e cades infectados com
L. chagasi para areas sem transmissdo, ocorreu uma urbanizacdo da
leishmaniose visceral (MAIA-ELKHOURY et al/, 2008).

De 1980 a 2005 foram registrados 59.129 casos de LV, sendo
82,5% na regiao Nordeste. Em 2008, foram notificados 3.303 casos de LV
no Brasil, sendo o Nordeste (1.314 casos) a regiao brasileira mais afetada
pela doenca, como mostra a Figura 1.14. Podemos observar também o
elevado numero de casos confirmados na regido Norte e Sudeste, com

782 e 684 casos respectivamente.

Casos confirmados de Leishmaniose Visceral
no Brasil (2008)
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Figura 1.14: Numero de casos de Leishmania visceral por regidao brasileira no
ano de 2008 (Dados: MS/SVS, 2009b).
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1.2.3.1 Leishmaniose na Paraiba

Segundo a Secretaria de Vigilancia Epidemiolégica do Ministério da
Saude, no ano de 2008 foram notificados 45 casos de leishmaniose
tegumentar americana no estado da Paraiba. Em comparagdo com o ano
anterior, pode-se observar que houve uma diminuicdo no numero de
casos registrados (60 casos). Com relagao a leishmaniose visceral, foram
identificados 14 casos no ano de 2008. Em comparagao com O ano
anterior, pode-se observar também uma diminuicdo no numero de casos
registrados (23 casos). A Figura 1.15 mostra o nimero de casos de LV e
LTA na Paraiba no periodo de 2004-2008. Observa-se que ocorreu uma

diminuicao no perfil dos casos de leishmaniose no estado.

Numero de casos LV e LTA na Paraiba (2004-2008)
80 -
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40 - —4#=— Leishmaniose Tegumentar

30 - == Leishmaniose Visceral
20 4

Numero de casos
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2004 2005 2006 2007 2008

Ano de Notificacao

Figura 1.15: NUmero de casos de leishmanioses notificados para o estado da
Paraiba no periodo de 2004 a 2008 (Dados: MS/SVS, 2009a e 2009b)
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1.3 Reacao de Morita-Baylis-Hillman

1.3.1 Aspectos gerais

A formacao de ligacdes carbono-carbono é uma das mais
fundamentais metodologias em sintese organica e, portanto, tem sido e
continua a ser uma desafiante e fascinante area da quimica orgéanica
sintética (BASAVAIAH et al, 2007). Dentre as principais reacdes de ligacao
C-C podemos citar a reacao aldodlica, reacdo de Grignard, reacao de Diels-
Alder, reacao de Witting e a reacao de Fiedel Crafts (BASAVAIAH et al,
2003).

A reacdo de Morita-Baylis-Hillman é uma metodologia sintética
importante na formacao de ligacao C-C e consiste basicamente no
acoplamento entre aldeidos ou cetonas e alcenos ligados a grupos elétron-
atratores (GEA), em presenca de uma amina tercidria como catalisador
nucleofilico, como por exemplo, o 1,4-diazabiciclo [2.2.2] octano
(DABCO), Indolizina ou Quinuclidina (Esquema 1.1), levando aos
correspondentes adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) (BASAVAIAH et
al, 2007).

R

GeEA  RaN: OH
R S S S s
R” R, 1

ﬁlj i '/ [N(J]

DABCO INDOLIZINA QUINUCLIDINA

Aminas terciarias =

Esquema 1.1: Reacao de Baylis-Hillman R,R; = H, alquil, aril, heteroaril. GEA =
CN, CO3R, COR, outros.

Entre as vantagens desta reacao, podemos destacar a completa
economia de &atomos, ja que todos os atomos de reagente sao
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incorporados no produto; a possibilidade de execucao experimental em
meio aquoso ou na auséncia de solvente e a geracao de produtos
multifuncionalizados com grande potencial sintético. Estas caracteristicas
estdo inseridas no contexto da “quimica verde” (LENARDAO et al/, 2003).

A reacao de Baylis-Hillman apresenta como um inconveniente a
velocidade de reacao, sendo ja descritos na literatura a necessidade de
até 65 dias de reacgdo. Entretanto, devido a inumeras vantagens,
pesquisas tém sido realizadas focalizando o desenvolvimento de condicdes
experimentais para acelerar esta reacao, por exemplo, o uso de
catalisadores (De SOUZA et al, 2004a), microondas (OCTAVIO et al,
2003), meio aquoso (CAI et al, 2002), liquidos idnicos (DE SOUZA, 2006)
e ultra-som (COELHO et al, 2002).

1.3.2 Historico, desenvolvimento e status atual

Em 1968, K. Morita publicou uma patente em que divulgava a
reacdo de varios aldeidos com acrilonitrila ou acrilato de metila em
presenca de tricicloexilfosfina como catalisador (Esquema 1.2). A reagao
levava a formacdo de produtos polifuncionalizados com rendimentos que

variavam de 70-90%.

Morita
1968

)OL . GEA Tricicloexilfosfina R, _OH
. "/ > R1)<"/GEA

Esquema 1.2: Reacgdo descrita por Morita em 1968

Esta reacao, contudo, ganhou o nome de Baylis-Hillman devido a
patente alema, onde os autores A. B. Baylis e M. E. D. Hillman (BAYLIS e
HILLMAN, 1972) relataram a reacao de aldeidos com alcenos ativados

incluindo ésteres, amidas e nitrilas, na presenca de uma amina terciaria
16



biciclica DABCO como catalisador. Esta reacao também gerava produtos

polifuncionalizados (Esquema 1.3).

[N(‘”J

0 GEA DABCO R. OH

A — R1)<IrGEA
Baylis-Hillman

1972

Esquema 1.3: Reagao descrita por Baylis-Hillman em 1972

Devido a contribuicdo deste trés pesquisadores na criagao e
desenvolvimento desta reacao, denominamos esta de Reacao de Morita-
Baylis-Hillman (RMBH). Entretanto, alguns artigos relatam esta reacao
como reacao de Baylis-Hillman, omitindo injustamente a contribuicao
fundamental de Morita para esta reacao.

Apesar do grande potencial sintético, a RMBH esteve relativamente
esquecida pelos quimicos organicos sintéticos durante seus primeiros 14
anos. A reacao s6 despertou maior interesse, quando Drewes e Emslei
publicaram pela primeira vez a sintese do &acido integerrinécico, um
monoterpeno encontrado em varios alcaldides na natureza, a partir de um
aduto de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) (DREWES e EMSLEI, 1982), como

mostrado no Esquema 1.4.

OH O HO CO5H
—_— R
O/\ - /Y\’)Q
)m)\ COH
AMBH Acido Integerrinécico

Esquema 1.4: Sintese do acido intererrinécico a partir de um aduto de Morita
Baylis-Hillman (AMBH).
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Um ano depois, Hoffman e Rabe publicaram a sintese racémica para
outro produto natural. O acido mikanécico foi sintetizado a partir de um
AMBH (1983), como mostrado no Esquema 1.5. Estas duas publicacdes
levaram os quimicos a um maior interesse pela investigacdao e utilizacao

das potencialidades desta nova reacao.

0]
OH O J< o OH
9) —_—
HO
AMBH Acido Mikanécico

Esquema 1.5: Sintese do acido mikanécico a partir de um AMBH

A primeira revisdao sobre a reacao foi publicada por Drewes e Roos
(1988) e desde entdo, investigacdes sobre os diferentes aspectos da
reacao de Morita-Baylis-Hillman ganharam grande destaque como uma
estratégia importante de formacao de ligacdes C-C. A segunda revisao
sobre o assunto, escrita por Basavaiah abrangeu cerca de 200 referéncias
(BASAVAIAH, 1996) e no ano seguinte, Ciganek escreveu um capitulo no
“Organic Reactions”, onde discutiu a reacdao de Morita-Baylis-Hillman em
grande detalhe (CIGANEK, 1997).

Basavaiah e colaboradores (BASAVAIAH et al, 2003) publicaram a
terceira revisao. Apds esta publicacdo, foi notério o crescimento cada vez
maior dos grupos de pesquisas que iniciaram trabalhos sobre diferentes
aspectos dessa reacao. Isto levou a uma busca pelo aumento das
possibilidades de substratos, novos catalisadores, avancos na
compreensao do mecanismo e na divulgacdgo de uma variedade de
aplicacbes de derivados sintéticos produzidos a partir desta reacao
(BATRA e SINGH, 2008).
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Basavaiah e colaboradores publicaram outra revisao onde mostrou a
reacao de Morita-Baylis-Hillman como fonte de atragdes, oportunidades e
desafios na quimica sintética. Nesta revisdao, o autor deu uma atencao
especial para a versao intramolecular e assimétrica da reacdo, além das
investigacdes mecanisticas mais recentes (BASAVAIAH et al, 2007).

A Figura 1.16 mostra a evolugcao temporal no niumero de publicacdes

a cerca desta reacao.

PUBLICAGOES/ANO RMBH

250

200

150
PUBLICACOES
100

50 +

1999 200020012002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
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Figura 1.16: Histograma do numero de publicagdes/ano envolvendo a RMBH
(baseado em busca informatizada usando o programa SciFinder™ Scholar 2007

usando como palavra chave “Baylis-Hillman”).
Observa-se que nos ultimos dez anos, o nimero de publicacdes vem

aumentando linearmente, o que demonstra o maior interesse dos

guimicos organicos sintéticos pela RMBH.

19



1.3.3 Aspectos mecanisticos

O mecanismo da RMBH foi inicialmente estudado na década de 1980
por dados experimentais de cinética quimica. Aspectos teodricos e
experimentais vém sendo relatados, principalmente nos ultimos seis anos.

A primeira proposta mecanistica para a RMBH foi realizada por
Hoffman e Rabe (1983) e corroborada pelos estudos da dependéncia da
pressao, velocidade e efeito isotdpico cinético realizados por Hill e Isaacs.
A proposta mecanistica envolve trés etapas sucessivas: a reacdo de
Michael, aldol e eliminagao, como mostra o Esquema 1.6 (HILL e ISAACS,
1990).

Nesta proposta, podemos observar que na etapa I ocorre uma
adicdao de Michael da amina terciaria 1 ao alceno ativado 2 levando a
formacdo do intermediario zwitterionico 3. A adicdo nucleofilica deste
enolato 3 ao aldeido 4 gera o segundo intermediario zwitterionico 5
(Etapa II). A Etapa III envolve uma transferéncia de proton intramolecular
de 5 formando 6. A Etapa IV consiste na eliminacdo da amina terciaria e
formacao do aduto de Morita-Baylis-Hillman 7. Com base nos resultados
de efeito isotdpico cinético (usando acrilonitrila como nucledfilo da RMBH),

a etapa II foi considerada a etapa determinante da velocidade.

20



\/CN

2 RR‘SJ) —c-ﬁ)
NRs R~
1 3
Etapa |
OH
R Etapa IV Etapa Il 4
7
OH $ S
cN ?H
R CN
1)\E — R1)\i:
NR;
6 @ -  Etapalll 5 gR3

Esquema 1.6: Ciclo catalitico proposto por Hoffman/Hill e Isaacs para a RMBH.

A etapa II foi considerada a etapa lenta.

Em 2005, McQuade e colaboradores propuseram um novo
mecanismo envolvendo um hemiacetal como intermediario (McQUADE,
2005a). Este mecanismo foi baseado em estudos cinéticos em solventes
aproticos, onde se determinou que a etapa determinante da velocidade foi
de segunda ordem com relacao ao aldeido e primeira ordem em relacao
ao DABCO e ao acrilato. Estes estudos foram realizados com 4-
nitrobenzaldeido, mas, posteriormente, eles publicaram resultados com
outros aldeidos aromaticos (McQUADE et al, 2005b).

A proposta de mecanistica de McQuade envolve inicialmente as
mesmas duas etapas propostas por Isaac e Hill. A partir desta etapa, é
proposta a inclusao de um segundo equivalente do aldeido 4 gerando um
hemiacetal 8 como intermedidrio (Esquema 1.7). A etapa lenta proposta
por McQuade é a etapa de transferéncia de préton intramolecular que

ocorre num estado de transicao de seis membros 8, diferente do proposto
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por Hill e Isaac. Posteriormente, ocorre eliminacao da amina e formacao

do produto 9 que é convertido ao aduto de Morita-Baylis-Hillman 10.
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Esquema 1.7: Proposta mecanistica de McQuade.

Aggarwal e colaboradores (2007) realizam uma investigacao
detalhada computacional para o mecanismo da RMBH e suportado pelas
observacbes dos estudos cinéticos e pela proposta de McQuade,
propuseram que, na auséncia de um solvente proético, a desprotonacdo da
posicdo alfa (o) a carbonila é a etapa lenta da reacdo e ocorre através de
um estado de transicdao ciclico, com a transferéncia de um proton do
alcoxido hemiacetal formado pela adicdo de um segundo equivalente de
aldeido, confirmando assim a proposta mecanistica de McQuade.

Ao contrario, na presenca de uma fonte de prétons, como por

exemplo, o metanol, eles observaram que os valores de energia sao mais
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baixos nesta etapa, visto que o alcool atua como um transportador de

prétons do carbono para o oxigénio, como mostra a Figura 1.17.

Figura 1.17: Estado de transicao proposto por Aggarwal para RMBH usando

metanol como fonte de protons.

Recentemente, Amarante e colaboradores conseguiram realizar a
interceptacao e caracterizagcdo de alguns novos intermediarios da RMBH
pela técnica de ESI-MS (/MS). Dentro destes novos intermediarios, dois
intermediarios chaves 8 (m/z 433) e 12 (m/z 337) propostos
recentemente por McQuade e Aggarwal foram interceptados e

caracterizados, como mostra as Figuras 1.18 e 1.19.
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Figura 1.18: Espectro ESI-MS da RMBH entre benzaldeido (3 equiv.) e acrilato
de metila (1 equiv.) em presenca de B-naftol. (Fonte: AMARANTE et a/, 2009).
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Figura 1.19: Espectro ESI-MS da RMBH entre benzaldeido (3 equiv.) e acrilato
de metila (1 equiv.) usando metanol como solvente. (Fonte: AMARANTE et al,
2009).

Estes resultados de ESI-MS apresentados por Amarante e
colaboradores sdao de extrema relevancia, pois além de confirmar a

natureza dualistica da etapa lenta de transferéncia de proton, podem
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ajudar a propor metodologias que acelerem a reacao tendo em vista que

um dos inconvenientes desta reacao e a velocidade lenta.

1.3.4 Adutos de Morita-Baylis-Hillman e atividade biologica

Os adutos de Morita-Baylis-Hillman tém sido muito aplicados como
intermediarios na sintese de produtos naturais (BASAVAIAH et al/,2003).
As investigacOes a respeito da bioatividade dos mesmos sé foram iniciadas
em 1999, quando Kundu e colaboradores (KUNDU et al, 1999) realizaram
a bioavaliacao de alguns adutos contra P. falciparum, o principal parasita
causador da malaria. Todos os adutos avaliados possuiram alguma
atividade antimalarial in vitro. Dos adutos bioavaliados por Kundu, dois
foram bastante ativos. A Figura 1.20 abaixo mostra os adutos mais ativos
encontrados no trabalho de Kundu. Os compostos 13 e 14 foram também
submetidos a avaliacdo in vivo contra P. berghei em camundongos onde

ambos os compostos apresentaram atividade na dose de 80 mg/kg.

OH OH

CN N CN
»
O,N N

13 14
Figura 1.20: Adutos mais ativos frente P. falciparum e P. berghei

Narender e colaboradores (2005) apresentaram seis adutos com
atividade antimalarial. Os adutos foram sintetizados utilizando como
matéria-prima, 2-cloronicotinaldeidos substituidos, gerando adutos em
excelentes rendimentos (97-98%). Uma anadlise da relacdo estrutura-
atividade mostrou que o grupo elétron-atrator nitrila e o grupo fenil ligado

ao anel nicotinico do aduto 20 foram responsaveis pelo Clso de 2.2 pg/mL
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com relacdo a inibicdo do crescimento do parasita. Na Figura 1.21,

mostramos os adutos de Morita-Baylis-Hillman antimalariais publicados
OH OH OH

N CN  CoHs CN Ph CN

I P | = I ~

N~ ~Cl N~ ~Cl N~ ~Cl

15 16 17
OH OH OH
X CN H3C X COzMe Ph SN COQMG
Cl N Cl N Cl
18 19 20

neste trabalho.

HsC

MeO,C N

Figura 1.21: Adutos antimalariais derivados de 2-cloronicotinaldeidos
substituidos

Vasconcellos e colaboradores apresentaram resultados da avaliagao
de dez AMBH contra Biomphalaria glabrata (VASCONCELLOS et al, 2006).
Este molusco (ver figura 1.22) é o hospedeiro intermediario da

esquistossomose.

Figura 1.22: Biomphalaria glabrata
(Fonte: http://www.dpi.inpe.br/geoschisto/imagem/Glabrata.pdf)
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Os adutos que apresentaram maior atividade moluscicida nas
concentracdes de 10, 50 e 100 uyg mL* estdo ilustrados abaixo na Figura
1.23. Os valores de CLso destes adutos foram menores do que 30 pg mL™*

e 0 CLgy menores do que 10 pg mL™2.

OH OH OH

m B <Om . “)Mozme
O,N 0
13 21 22

Figura 1.23: Adutos de MBH mais ativos frente B. glabrata

Neste mesmo ano, Kohn e colaboradores (2006) descreveram a
atividade antineoplasica de alguns adutos e derivados. Neste trabalho, foi
observado que os adutos aromaticos foram mais ativos do que os
alifaticos. Grupos elétron-retiradores ligados ao anel aromatico tornou os
adutos mais ativos. Ja a presenca de grupos elétron-doadores diminuiu a
atividade dos mesmos. Algumas transformagdes estruturais foram
realizadas em alguns adutos, tais como hidrogenacdo catalitica e
preparacao de O-silil-derivados, transformacdes estas que nao
influenciaram na atividade dos compostos.

De Souza e colaboradores (2007) investigaram a atividade in vitro
de 16 AMBH contra as formas amastigota e promastigota de Leishmania
amazonensis. A maioria dos adutos apresentados neste trabalho
apresentou atividade antiamastigota maior do que a droga de referéncia
Pentostam®. A Figura 1.24 mostra os adutos mais ativos contra a forma

amastigota de L. amazonensis.
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Figura 1.24: Adutos de MBH mais ativos contra as formas amastigota de

L. amazonensis

Destes seis adutos, merece destaque o aduto 25. Este composto
apresentou, além de um valor de Clso igual a 12.5 uM, baixa
citotoxicidade em macréfagos. A medida de liberacdo da enzima LDH
(lactato dehidrogenase) foi realizada como ensaio para medicao da
citotoxicidade desses adutos. O aduto 25 nao provocou liberacao de LDH,
0 que mostrou a sua alta seletividade frente ao parasita.

BARBOSA e colaboradores (2009) demonstraram que sete AMBH
possuem forte atividade contra a forma promastigota de L. chagasi, a
principal espécie causadora de L. visceral. Entre estes adutos, o aduto 25
(Figura 1.24, foi o mais ativo (Clsp=25.2uM).

Todos estes trabalhos demonstram a grande potencialidade dos
AMBH como uma nova classe de quimioterapicos. Em particular, as
atividades leishmanicidas e antimaldricas, demonstram que esta classe de
substancias pode ser melhor investigada na busca por uma substancia

protétipo e estabelecimento das suas relacdes estrutura-atividade.
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1.4 A Quimica Medicinal

1.4.1 Quimica Medicinal: a interdisciplinaridade na descoberta de
novos farmacos.

O reconhecimento da participacdo de biomacromoléculas como
receptores ou alvos para a atividade farmacoldgica dos farmacos deveu-
se, originalmente, a busca de explicacdes de como as micromoléculas
enddgenas, por exemplo, a adrenalina, promovia as respostas fisioldgicas
observadas (BARREIRO, 2009).

Um modelo pioneiro foi proposto por Emil Hermann Fischer em
1885, tornando-se conhecido e notdrio como modelo chave-fechadura,
representando a complementaridade existente entre a fechadura e sua
chave, simbolizando, desta forma, a interacdo da macrobiomolécula
natural (biorreceptor) e a micromolécula (fdrmaco). Este modelo
contribuiu de certa forma, para a concepgao da teoria dos receptores e
fundamentou as bases do que viria a ser, mais tarde, a Quimica Medicinal
(BARREIRO, 2009).

Quimica Medicinal é uma disciplina de base na quimica, envolvendo
também aspectos de natureza bioldgica, médica e ciéncias farmacéuticas.
Ela estd preocupada com a invencao, descoberta, “design”, identificacdo e
preparacao dos compostos biologicamente ativos, o estudo do seu
metabolismo, a interpretacdo do modo de acdao a nivel molecular e a
construcao das relagdes estrutura-atividade (WERMUTH et al, 1998).

Todo esse processo de busca e descoberta envolve um numero
elevado de profissionais das mais diversas areas, o que demonstra a
grande interdisciplinaridade envolvida. A Figura 1.25 mostra algumas das

principais areas ligadas a Quimica Medicinal.
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Figura 1.25: Areas interdisciplinares da Quimica Medicinal (Fonte:

http://www.cdcc.usp.br/ciencia/artigos/art_27/quimicaimagem/foto3.jpg)

A interdisciplinaridade da quimica medicinal transita entre as
subareas da quimica e biologia (Figura 1.25). A aproximacao destas duas
grandes areas do conhecimento, aparentemente distinta, fez com que
houvesse uma maior aproximacdao dos quimicos e farmacologistas,
conduzindo a descoberta de novos farmacos, inovacdOes terapéuticas
auténticas e com padroes moleculares originais, atuando, em muitos
casos, por mecanismos farmacologicos de acdo inéditos (BARREIRO,
2009).

N3ao se pode deixar de ressaltar a grande contribuicao da
computacdo no processo de planejamento de novos farmacos. As
avaliacOes “in silico” (ou seja, com ajuda de quimica computacional) e o
desenvolvimento de algoritmos matematicos cada vez mais sofisticados ja
fazem parte do vocabuldrio dos quimicos medicinais, o que reforca a

realidade que é a interdisciplinaridade na quimica medicinal.
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1.4.2 Quimica Medicinal: planejamento racional de novos farmacos

O planejamento racional de farmacos é um dos pontos que formam
a base da Quimica Medicinal. Nas décadas de 40 e 50, a Quimica Medicinal
desenvolve-se efetivamente com o modelo da aspirina, isto &, a sintese
guimica e os ensaios farmacoldgicos para avaliar os resultados (YUNES et
al, 2001). O grande desenvolvimento da bioquimica nos anos 60 tornou
possivel o conhecimento de alvos moleculares a ser trabalhados na
Quimica Medicinal.

Contudo, o processo de descoberta de farmacos envolve algumas

etapas como mostra a Figura 1.26.

Selegdodo Alvo

L

Selegdo da Doenga

Otimizagdo de Protétipos Descoberta de Protétipo

Avaliagdo Pre-clinica 1 Comercializag@o

Figura 1.26: Etapas envolvidas no processo de descoberta de um farmaco

A primeira etapa neste planejamento é a escolha da doenca. Esta
etapa é de grande importancia, tendo em vista que esta escolha se deve
em grande parte a real necessidade que algumas doengas tém com
relacdo a busca por novos farmacos, devido a alta toxicidade dos
medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento. Entretanto,
como ja foi comentado anteriormente, as industrias geralmente buscam
prioridades na pesquisa de novas drogas que gerem lucro.

A etapa de selecdo do alvo é outra etapa de grande importancia.
Com o desenvolvimento da biologia molecular, foi possivel determinar

novos alvos moleculares. O conhecimento do mecanismo de acao a nivel
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molecular das patologias faz com que se conhecam os principais alvos de
uma doenca. Os principais alvos sao: enzimas, membranas, receptores e
DNA.

A descoberta e otimizacdo de um protétipo vem da escolha dos
compostos que possuam todas as potenciais interagdes protoétipo-alvo.
Alguns projetos com base nos substratos (antimetabdlitos) e modificacoes
estruturais dos inibidores também podem ser realizados. Todas as
informacdes nesta etapa sdao de fundamental importancia no
estabelecimento das relagbes estrutura-atividade (Figura 1.27). A etapa
de otimizacdo dos protétipos devem também considerar a viabilidade

sintética, tais como facilidade na preparacdo e baixo custo.

Alvo Descobrimento de Protétipo

\

Estabelecimento de Relacbes
Estrutura-Atividade

Otimizacao de Protétipos |

Figura 1.27: “"Caminhos” para a otimizacdo de protétipos.

As duas Ultimas etapas envolvem as avaliagdes pré-clinicas e a
comercializagao da droga.

Pode-se observar que o planejamento racional de farmacos envolve
varias etapas, desde a escolha da doenca até a comercializacdo da droga.
O planejamento dos potencias protétipos envolve o estudo das relagoes
entre a estrutura e a atividade bioldgica e demonstra ser uma etapa

relevante para o sucesso do processo de descoberta de novos farmacos.
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1.4.2.1 Relacao estrutura-atividade (SAR)

A atividade bioldgica dos farmacos esta intimamente ligada com a
sua estrutura quimica. Isto significa que, compostos com estruturas
guimicas similares podem ter atividades semelhantes. Desta afirmacao
surge o conceito de SAR que consiste na relagao qualitativa entre a
estrutura quimica e a atividade farmacoldgica de uma série de compostos
(WERMUTH et al, 1998).

O estudo de uma classe de compostos previamente sintetizados e
avaliados biologicamente podem trazer informacgdes a cerca de que grupos
ou partes das moléculas sao responsaveis pela atividade bioldgica
(farmacéforos). Estas informacdes podem ser utilizadas para desenvolver
uma nova droga que possua maior atividade, sendo esta selecionada a
partir de uma substancia cuja estrutura possua melhor atividade
farmacoldgica e com menores efeitos colaterais indesejados (substancia
protétipo) (THOMAS, 2007).

Um exemplo bem recente e ilustrativo de estudo SAR é o trabalho
recente de Vera-Divato e colaboradores (2009) na qual foram sintetizados
e bioavaliados contra T. cruzi varios derivados do sistema 1H-pirazola
contendo a porgao carboidrazida. A Tabela 1.2 mostra os valores de Clsg
para os principais derivados sintetizados neste trabalho.

A andlise SAR dos derivados mostrou que os compostos das
entradas 11 e 12 foram os mais ativos, com valores de Clsg de 0.03 e
0.05 mM respectivamente, sendo, portanto, os compostos protétipos
deste estudo. A relagdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica
(SAR) mostrou que grupos fortemente retiradores de elétrons na posicao
Y melhoraram a atividade, quando comparados com grupos doadores de
elétrons (Entrada 10 e 11).
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Tabela 1.2: Alguns derivados de 1H-pirazola sintetizados e bioavaliados em T.

cruzi

N N
N
O N
ENTRADA X CIso(mM)
1 H H 0.19
2 H F 2.44
3 H cl 8.59
4 H Br 1.50
5 H OH 0.76
6 H OCHs 1.51
7 H OCH.,CHs;  0.38
8 H SCHs 0.44
9 H CN 1.87
10 H  N(CHs): 0.20
11 H NO- 0.03
12 F CN 0.05
13 F N(CHs), 0.89
14 F OCHs 0.34
15 F H 7.83
16 Br H NA?
17 Br  N(CHs), 0.70
18 OH  N(CHs), 1.88
19 OH H 1.36
20 OCHs;  OH 1.42
21 OCHs  NO 0.98
22 CF3 Br 0.62

@ N3o demonstrou atividade na concentracdo de 500ug/mL
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Neste trabalho, foi observado também que a influéncia dos
substituintes em X dependia da natureza dos grupos substituintes em Y.
Os derivados que possuiam substituintes em Y tais como H, OH, N(CHs), e
NO, demonstraram melhores atividades quando X ndo era substituido
(X=H). Ja quando Y= CN, OCHs e Br, os derivados com substituintes na
posicao X apresentaram melhores atividades.

O estudo de SAR consiste também na realizacdo de pequenas
modificacdes na estrutura molecular de uma substancia protétipo com a
finalidade de aumento da poténcia e do indice terapéutico. Atualmente, os
novos farmacos, capazes de atuarem em qualquer alvo terapéutico, sao
descobertos/inventados por planejamento racional a partir da identificagao
e otimizacao de um composto-protétipo (BARREIRO, 2009).

Entre as principais modificagdes estruturais realizadas, podemos
citar a introdugcao de novos substituintes, aumento do grau de
insaturacdo, introducdo ou remocdo de anéis do sistema além das
estratégias conhecidas como bioisosterismo, simplificacdo molecular e
hibridacao (BARREIRO, 2009).

As modificacdes estruturais realizadas na substancia prototipo
devem na medida do possivel ser realizadas levando em consideracdo o
efeito sobre a solubilidade em agua (lipofilicidade), transportes através de
membranas, metabolismo e outras propriedades farmacocinéticas dos
analogos (THOMAS, 2007).

Nesta etapa de investigacao, a modelagem molecular tornou-se
destaque na previsdo das propriedades relacionadas a farmacocinética.
Parametros fisico-quimicos importantes para o estudo das relagdes
estrutura-atividade ja  sao possiveis de serem  calculados
computacionalmente, fato que coloca a modelagem molecular como

ferramenta fundamental na descoberta por novos farmacos.
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2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como finalidade a sintese, avaliacao in vitro
contra as formas promastigota de L. amazonensis e L. chagasi e analise
da relagdao estrutura-atividade bioldgica de 16 adutos aromaticos de
Morita-Baylis-Hillman.

2.2 Objetivos especificos

Neste trabalho de dissertacao objetivamos especificamente:

v Sintetizar dezesseis adutos aromaticos de Morita-Baylis-Hillman
(AMBH);

v Caracterizar os adutos sintetizados por métodos fisicos;

v' Bioavaliar in vitro dezesseis adutos sintetizados contra as formas

promastigota de Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi;

v' Andlisar a relacdao estrutura-atividade (SAR) dos adutos de

Morita-Baylis-Hillman.
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3 ESTRATEGIAS

A estratégia consiste em inicialmente sintetizar os dezesseis adutos

mostrados na Figura 3.1.

NO, OH OH OH OH
O,N Z

28 R=CO,CH; 30 R=CO,CH3 23 R=CO,CH; 32 R=CO,CH3
29 R=CN 31 R=CN 13 R=CN 33 R=CN

OH OH OH OH
|
Z N~ Br

34 R=CO,CH3 35 R=CO,CH3; 22R=CO,CH; 37 R=CO,CHj;
14 R=CN 36 R=CN 26 R=CN 25 R=CN

Figura 3.1. Adutos de Morita-Baylis-Hillman propostos neste trabalho.

A Figura 3.2 mostra a analise retro-sintética geral para a dos adutos
propostos. A desconexao em vermelho esta baseada numa retro-reagao

de Morita-Baylis-Hillman (RRMBH).

OH
RRMBH O
)»’ GEA | GEA
Ar s T]/ p— Ar/l + |r
AMBH ALDEIiDO ACEPTOR DE MICHAEL

Figura 3.2. Retro-analise para os AMBH.

Serao utilizados como matéria-prima, oito aldeidos aromaticos
substituidos e dois diferentes alquenos ativados: acrilonitrila e acrilato de

metila. Os adutos propostos neste trabalho estao ilustrados na Figura 3.1.
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A Etapa posterior consiste no envio destas moléculas para a
avaliacao in vitro contra as formas promastigotas de L. amazonensis e L.
chagasi. Estas bioavaliagdes serdao totalmente realizadas no Laboratério de
Leishmanioses, coordenado pela professora Dr® Marcia Rosa de Oliveira,
pesquisadora do Departamento de Biologia Molecular da UFPB (DBM).

Com os resultados da atividade Leishmanicida dos compostos,
poderemos entao procurar entender melhor a relagao entre a estrutura-
atividade dos compostos, bem como detectar alguns grupos

farmacofdricos presentes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sinteses dos adutos de Morita-Baylis-Hillman utilizando
acrilonitrila como alqueno ativado.

Iniciamos nosso trabalho objetivando a sintese dos adutos de
Morita-Baylis-Hillman (AMBH) utilizando acrilonitrila como aceptor de

Michael. A Figura 4.1 mostra nossos primeiros alvos sintéticos.
NO, OH OH OH
mCN OZNmCN mCN
O,N
29 31 13
OH OH OH
IN\ CN N CN N CN
= l N~
33 14 36

OH OH
o oo
Br
25 26

Figura 4.1: Adutos de Morita-Baylis-Hillman inicialmente sintetizados

O Esquema 4.1 abaixo mostra as condicdes utilizadas na preparagao
dos adutos mostrados na Figura 4.1. As reacOes foram realizadas a
temperatura ambiente, acelerado por DABCO (100% mol), utilizando a
mistura de terc-butanol/dgua (6:4) como solvente, e os principais

resultados estdao mostrados na Tabela 4.1.
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o)
| t.a. OH
| A WCN DABCO (100% moL) N CN

R terc-BuOH/H,0 (6:4) R|’/ %
2
Esquema 4.1: Metodologia inicial para a sintese de 29, 31, 13, 33, 14, 36, 25
e 26.

Tabela 4.1: Resultados da reacao de preparacao dos adutos usando a mistura

terc-butanol / dgua (6:4) como solvente

Entrada Aduto Tempo Rendimento

1 29 5 horas 75%°
2 31 2 horas 70%"
3 13 1,5 horas 95%
4 33 24 horas 70%°
5 14 24 horas 55%°
6 36 24 horas 75%
7 25 5 horas 58%”"
8 26 NR NR

@ Um co-produto foi observado por CCDA. b dois co-produtos foram observados por CCDA.  Nso
ocorreu reagao

Pode-se observar pela Tabela 4.1 que a condicao experimental
utilizada nao gerou resultados muito satisfatérios, considerando tempo
e/ou rendimentos, para a maioria dos adutos inicialmente propostos. No
nosso caso, o uso da mistura terc-butanol / dgua (6:4) proporcionou a
formacdo de co-produtos que foram observados por CCDA, porém nao
isolados nem caracterizados. E Interessante notar que a metodologia foi
satisfatoria para a preparacao de 13 (Entrada 3, Tabela 4.1), como
relatada por Souza e colaboradores (DE SOUZA et al, 2008). No entanto,
na preparacao dos demais adutos inicialmente propostos, este sistema de

solvente mostrou-se ineficiente em nossas condigoes.
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A formacao de co-produtos gerada pela utilizacao deste protocolo
inicial nos dirigiu para uma busca exploratéria, para encontrar uma
melhor metodologia para a sintese dos mesmos. Sendo assim,
continuamos nosso trabalho investigativo usando o 3-nitrobenzaldeido
como substrato. O 3-nitrobenzaldeido, além de ser um bom eletréfilo, é
um insumo de custo baixo, e a preparacao de 31 foi muito problematica
usando o solvente mencionado anteriormente, gerando 2 co-produtos
visualizados por CCDA.

Nesta etapa de otimizagao, realizou-se quatro experimentos, onde
foi conservada a mesma quantidade estequiométrica dos reagentes,
variando-se somente as condicdes empregadas. Particularmente,
buscamos observar o efeito da diminuicao da temperatura e da utilizagao
da aceleragao por uso de irradiagcao por ultra-som. A Tabela 4.2 mostra
os resultados na tentativa de minimizagao dos co-produtos na preparacgao
de 31.

Tabela 4.2: Resultados da otimizagdao da preparagao de 31

0 OH
O2N | CN O,N CN
N r DABCO (100% moL) 2
| —
condicao
1mmolL 0,4 mL (6mmolL) 31
Entrada Condicao® Tempo (mim) Rendimento
1 t.a 20 85°¢
2 Ultra-som, t.a 70 9QP
3 0°C 20 >99
4 Ultra-som, 0°C 40 84°

a Reacdes usando acrilonitrila em excesso como solvente. b um co-produto foi observado por
CCDA. € dois co-produtos foram observados por CCDA.
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Podemos observar que o uso do ultra-som nao aumentou
significativamente o rendimento e também ndo minimizou o tempo de
reacao (Entrada 2 versus 1 e 4 versus 3, Tabela 4.2). Na verdade, no
Nnosso caso, observamos que o uso do ultra-som retardou o tempo de
reacdao (4 versus 3). Entretanto, quando a reagdo foi efetuada a 0°C,
observamos que o composto 31 foi preparado em rendimentos
guantitativos, em 20 minutos (Entrada 3, Tabela 4.2). Nesta condicao,
também ndo foi observada a formagao de nenhum co-produto. Pode-se
notar também que as metodologias mais eficientes (velocidade e
rendimento) foram as realizada a 0°C com ou sem uso de ultra-som.

Vem sendo descrito, que a reacao de Morita-Baylis-Hillman é uma
reacdo muito sensivel a pequenas variacdes de estrutura do substrato,
catalisadores, e condicoes de temperatura e pressao, entre outros
diversos parametros (BASAVAIAH et al, 2007). Por exemplo, o que se
espera para a grande maioria das reacdes € que o aumento da
temperatura reacional conduza a maior velocidade de reacao,
considerando a equacao de Arrhenius (Equacdao 1). Note que nesta

equacao, a Ea e T sao grandezas inversamente proporcionais.

k= A e(Ea/RT) ou k= A e(-AG#/RT) (1)

onde: k = constante da velocidade da reacao;
A = valor pré-exponencial ou fator freqliéncia;
Ea ou AG* = energia de ativagdo

R = constante geral dos gases;

T = temperatura absoluta ( K)

Realmente, estudos efetuados pelo nosso grupo de pesquisas
(OCTAVIO, 2003), mostraram gque o aumento da temperatura de reagao
de 25°C para 76°C aumentaram significativamente a velocidade da reagao

entre o 4-nitrobenzaldeido e o acrilato de metila, em auséncia de solvente
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(tempos de reacdo;4 dias a 25°C e 5h a 76°C). Entretanto, diferentemente
do esperado, a reducao da temperatura de 25°C para -4°C aumentou
muito a velocidade da RMBH (tempos de reacdo;4 dias a 25°C e 5h e 40
min a -4°C).

Este efeito inesperado foi inicialmente observado por Rafel e Leahy
nas reagdoes usando acrilato de metila como aceptor de Michael e 4-
nitrobenzaldeido como eletréfilo (RAFEL e LEAHY, 1997). Neste artigo,
Rafel explica o fato baseado na formagao em diferentes concentracoes dos
enolatos Z e E (Figura 4.2), que reagem em diferentes velocidades com o
aldeido. Estes resultados foram corroborados também pelo nosso grupo
de pesquisas (DE SOUZA, 2004b).

N;R O R3N _ R;N
I o 707
o] | ©
RN;
Enolato Z
Enolato E

Figura 4.2: Enolato Z e E

Como apresentado na introdugao desta dissertacao, o mecanismo de
reacao da RMBH vem sendo alvo de muita controvérsia. Notamos, que nos
dois mecanismos aceitos atualmente (McQuade, 2005; Aggarwal, 2007),
as etapas lentas passam por um estado de transicdo altamente
organizado (Figura 4.3), o que torna o termo entrépico muito importante.
Este parametro é chamado de volume de ativacao (ASANO e LE NOBLE,
1978). Denomina-se volume de ativagdo (AV?) a diferenca entre o volume
do estado de transicdo da etapa controladora da reacdo (V¥er) e o
somatério dos volumes dos reagentes (VrR), como mostrado a seguir

(Equacao 2).
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Reagente—>Estado de transicao->produto
AV:#: V:#ET'VR (2)

O volume de ativacgdo da RMBH é de aproximadamente -70
cm®/mol, uma das mais altas entre as reagdes conhecidas (HILL e
ISAACS, 1986). Este fato pode ser explicado pelo alto nivel de

organizacao do estado de transicao, quando comparado aos reagentes,

em ambos 0s mecanismos propostos.

_ o a H\O/CHs t
R1 O ,l, 1
T ed i o
(@] |1| 0] |:|
R1)\E‘\X Ph OMe
N3R Me;;%
— @ - e -
ET da etapa lenta
proposta por McQuade ET da etapa lenta
proposta por Aggarwal

Figura 4.3. Estados de transicdes propostos para as etapas lentas das reagoes

de MBH.

Por outro lado, as reacdes que conduzem aos produtos colaterais,

como polimerizacdbes e dimerizagcdes, nao passam por estados de

transicoes tao organizados como na RMBH (SHI, 2003), e o termo

entropico € menos importante para a formacgdo destes co-produtos.

De acordo com a equacao (3);

Ea = AG*= AH?-T. AS” (3)
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Podemos observar que a variacdao de temperatura so6 influencia o
termo entrdpico (T.AS) e ndo o termo entalpico. Observando a Equacao 4,

temos;

AS*=S*-Sy (4)

Na reacdo de RMBH, o volume de ativacao é fortemente negativo e
conseqientemente deve ter uma AS* também fortemente negativa, o que
desfavorece muito a velocidade da reacdo, pelo aumento de AG® da

mesma, de acordo como desenvolvido na Equacao 5.

AG*= AH*-T. [-AS?] entdo AG*= AH*+ [T.AS™] (5)

Acreditamos que com a diminuicdo da temperatura de 25°C para 0°C
(Tabela 4.2, Entrada 3), a RMBH tornou-se mais seletiva, pois o termo
entropico “atrapalha menos” a sua velocidade que as velocidades reagoes
colaterais.

Apds encontrarmos esta eficiente metodologia para a preparagao de
31, aplicamos a mesma na sintese dos demais adutos. A Tabela 4.3
mostra os resultados obtidos na preparacao dos adutos ilustrados na
Figura 4.1, na qual a acrilonitrila foi usado como aceptor de Michael.

Podemos observar que a reacdao a temperatura de 0°C se mostrou
também muito eficiente na preparacao dos demais adutos propostos,
corroborando todos os aspectos mecanisticos aventados anteriormente.
Assim, todas as reacOes foram aceleradas, com minimizagao total de co-

produtos e excelentes rendimentos.
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Tabela 4.3: Resultados obtidos na preparacdo dos AMBH a partir dos aldeidos
aromaticos e acrilonitrila utilizando o novo protocolo (Entrada 3, Tabela 4.2)
o OH
| A |(CN DABCO (100% moL) N CN

R 0°C [

Entrada Aduto Tempo (min) Rendimento

1 29 40 100
2 31 25 100
3 13 15 100
4 33 30 100
5 14 50 100
6 36 10 100
7 25 240 98
8 26 600 98

Reacdes usando acrilontrila em excesso como solvente a temperatura de 0°C

Observando as Tabelas 4.1 e 4.3, podemos observar a melhora
significativa para a preparacao dos AMBH inicialmente propostos. A
preparacao de 25, quando realizada utilizando o protocolo que envolvia a
mistura terc-butanol / agua (6:4) como solvente, gerava o aduto em 58%
de rendimento em 24 horas de reacao. Com a diminuicao da temperatura
a 0°C e retirada do solvente (terc-butanol / agua), os co-produtos foram
minimizados e a reagao passou a ter um tempo reacional de 240 minutos
(4 horas) e rendimento de 98% (Entrada 7, Tabela 4.3).

Com esta nova metodologia de sintese, o processo de isolamento
dos adutos ficou mais simples. Uma filtracdo em silica para retirada do
catalisador do meio reacional seguido de evaporacao do solvente foi

realizada.
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4.2 Sinteses dos adutos de Morita-Baylis-Hillman utilizando
acrilato de metila como alqueno ativado.

A sintese dos adutos a partir do acrilato de metila foi realizada
aplicando a nova metodologia desenvolvida com os adutos anteriores. A

figura abaixo mostra os alvos sintéticos.

NO, OH O OH O OH O
O2N
O/ 2 o/ 0/

O,N
28 30 23

H O

OH O OH O o
N P
| A (0] N o~ |\ o~
Z l N -
32 34 35

Br

Figura 4.4: Adutos de Morita-Baylis-Hillman originados da reacao entre aldeidos

aromaticos e acrilato de metila

Observamos que a metodologia utilizando o préprio alqueno ativado
como solvente e a temperatura de 0°C foi também satisfatéria. A Tabela
4.4 mostra os resultados obtidos de tempo reacional e rendimento na
preparacdo dos adutos. E importante ressaltar que nenhum processo de
separacdao cromatografica foi necessario para o isolamento do produto,
tendo em vista que nao ha formacao de co-produtos. Uma simples
filtracdo em silica usando como eluente uma mistura de acetato de etila-
hexano (2:8) e posterior evaporacao do solvente foram suficientes para

obtermos o produto em excelentes rendimento
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Tabela 4.4: Resultados obtidos na sintese dos adutos de Morita-Baylis-Hillman

derivados do acrilato de metila

(l) o OH O

X _ DABCO (100% mol) A o~
|// + | (0] |/
X 0°C X~F
1mmol 1mL
Entrada Aduto Tempo Rendimento

1 28 3h 92%

2 30 1h 98%

3 23 3h 85%

4 32 5h 95%

5 34 2h 98%

6 35 2h 71%

7 37 NR NR

8 22 16 dias 85%

9 37 72h 84%"

~ ~ b
NR: Nao ocorreu reagao. ~ Usando metanol como solvente

Pela Tabela 4.4, pode-se observar que os adutos foram preparados
em bons rendimentos (71-98%). No entanto, foi observado que o produto
37 (Entrada 7) ndo foi formado usando esta metodologia sintética. Com
isso, baseado no trabalho de Hoen e colaboradores (HOEN et al/, 2007),
utilizamos metanol como solvente na sintese deste aduto. Embora o
tempo reacional tenha sido longo (3 dias), conseguimos obté-lo em
rendimento de 84%, onde nenhum co-produto foi observado por CCDA

(Esquema 4.2).
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o OH O

| o)
/@) . HJ\O/ DABCO (100% mol) MO/
Br | 2mL metanol Br

1mmol 1mL t.a. 37

Esquema 4.2: Otimizagao da preparagao de 37.

Estes Ultimos resultados podem ser avaliados de acordo com os
mecanismos aceitos até a presente data (McQUADE, 2005a; AGGARWAL,
2007). De acorde com McQuade, a reagdao se processaria mais
favoravelmente pelo uso de excesso de aldeido. De acordo com o
mecanismo proposto por Aggarwal, este excesso de aldeido nao é
necessario, se houver presenca de solvente prético, exatamente como o

caso desenvolvido neste trabalho (Esquema 4.2).

4.3 Avaliacao contra Leishmania amazonensis e Leishmania
chagasi

Os resultados da Tabela 4.5 mostram os valores de Clsg dos 16
adutos de Morita-Baylis-Hillman sintetizados neste trabalho frente as
formas promastigotas de Leishmania amazonensis.

Podemos observar que todos os adutos possuem excelente atividade
contra as formas promastigota de L. amazonensis. Os valores de ClLsg
foram muito menores do que a droga de referéncia, o glucantime®, que
apresentou Clso= 1620.3 ug/mL (BARBOSA et al, 2009).

Teceremos alguns comentarios sobre os dados contidos na Tabela
4.5, usando preferencialmente os valores de CIsg em uM. Avaliacdes em
ng.mol™ também podem ser feitas, mas desconsideram a massa molar da

droga em questao.
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Tabela 4.5: Atividade dos adutos de Morita-Baylis-Hillman contra as formas

promastigotas de L. amazonensis.

ENTRADA AMBH CIso(ng/mL) CIso(uM)
1 28 11.88 50.08
2 29 12.66 62.00
3 30 107.12 451.58
4 31 48.65 238.27
5 23 46.53 196.16
6 13 26.19 128.27
7 32 141.30 731.37
8 33 48.50 302.80
9 34 86.65 448.50
10 14 62.75 391.77
11 35 94.47 488.98
12 36 40.15 250.95
13 22 20.23 83.50
14 26 6.88 32.88
15 37 23.19 85.54
16 25 9.58 40.23

Uma analise inicial da relacao estrutura-atividade nos revela que
quase todos os adutos que possuem o grupo nitrila, possuem maiores
atividades antipromastigota do que os adutos que possuem 0O grupo

carboximetiléster (Figura 4.4). Estes dados nos conduzem a uma proposta

53



no qual o grupo nitrila ou o carboximetiléster podem ser grupos
farmacofdricos nestes adutos. Na literatura, rarissimos sao os relatos de
propostas da acao bioldgica de farmacos contra espécies de Leishmania e
mesmo nestes, nenhuma certeza é apresentada. Em uma excegao
recente, o mecanismo de acdao de Sb(III) para o tratamento das
Leishmanioses foi proposto baseado em estudos cristalograficos
(BAIOCCO et al, 2009). Desta forma, nesta dissertagao, teceremos apenas
uma proposta inicial de SAR para nossos AMBH nas espécies estudadas.
Comprovacoes adicionais ainda estao como foco de estudo.

Em calculos recentes, observou-se que, quando o0 grupo
farmacoférico é o carboximetiléster nos AMBH, existe a formagao de uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular (IHB) entre o oxigénio sp? do grupo
éster com a hidroxila, presentes nos nossos adutos e caracterizados por
métodos computacionais usando a teoria QTAIM (ALENCAR FILHO et al,
2007), como mostra a Figura 4.5. Esta IHB dificultaria a formagcao de uma
ligacdo de hidrogénio intermolecular destes compostos com o receptor
bioldgico, tanto na hidroxila como no oxigénio sp? tornando estes
compostos menos efetivos como Leishmanicidas.

Por outro lado, quando o grupo farmacoférico é o grupo nitrila, ndo
se caracterizou nenhuma IHB (ALENCAR FILHO et al, 2007) e tanto o
grupo hidroxila como o grupo nitrila (nitrogénio é doador de elétrons)
podem estar mais livres para a melhor interacdao com o receptor bioldgico
(Figura 4.5), o que poderia inibir com mais eficiéncia as enzimas

fundamentais ao funcionamento do parasita, diminuindo o valor de Clsp.

54



-
-
-
-~

Maior interacéo inibitéria
droga---Enzima

Figura 4.5: Propostas de interagOes diferenciadas entre os AMBH com os
receptores bioldgicos. Em vermelho, representamos o sitio ativo de uma dada

enzima.

Curiosamente, observa-se nas entradas 1 e 2 da Tabela 4.5, que os
valores de Clso de 28 e 29 sao praticamente iguais. Nota-se, que nestes
compostos, a porgdo aromatica apresenta o grupo nitro na posigao orto.
No mesmo estudo tedrico descrito anteriormente (ALENCAR FILHO et al,
2007), foi caracterizado por QTAIM, a existéncia e uma IHB entre o
oxigénio do grupo nitro e a hidroxila em 29 (Figura 4.6). Acreditamos que
a semelhanca de Clsg que ocorre unicamente para estes casos, pode ser
devido a formacao de IHB entre a hidroxila e o grupo nitro em 29, poder
“compensar” a formacdo da IHB da hidroxila com o oxigénio sp? em 28,
gue tornariam as interagdes dos compostos 28 e 29, com o sitio ativo da
enzima semelhantes (Figura 4.7). Cabe ressaltar, que todos os estudos
conformacionais de Alencar Filho (ALENCAR FILHO et al, 2007) foram
feitos com implementagao de simulacao computacional em meio aquoso,

semelhante ao que ocorre no interior citoplasmatico.
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Figura 4.7. Propostas de interagdes semelhantes entre os AMBH com os
receptores bioldgicos. Em vermelho, representamos o sitio ativo de uma dada

enzima.

Continuando nossa proposta SAR, podemos notar que,
independentemente da presenca ou nao dos grupos CO,CHs; e CN, o
substituinte dos anéis aromaticos também apresentam uma importante
contribuicdo para os valores observados na Tabela 4.5. Os adutos 22, 25,
26, 28, 29 e 37 foram os AMBH mais ativos, apresentando valores
inferiores a 100uM. Os compostos que possuem o grupo nitro ligado ao
anel aromatico demonstraram elevadas atividades (Entrada 1-6, Tabela

4.5). Os AMBH que possuem anéis piridinicos foram um pouco menos
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ativos do que os adutos com grupos nitro ligados ao anel aromatico
(analise em uM).

Em uma revisdo recente (FAVERO et al, 2009) foi destacada a
importancia do grupo nitro na bioatividade de compostos com atividade
antiparasitaria, incluindo algumas espécies de Leishmania. Ao estudar os
nitrocompostos, observa-se que o mecanismo de acdo, em nivel
molecular, ainda nao esta totalmente estabelecido, uma vez que pode
variar de acordo com diferencas estruturais dos compostos. Rozenski e
colaboradores (ROZENSKI et al, 1995) conseguiram relacionar a agao
antibacteriana com o potencial de reducao de alguns nitrocompostos,
comprovando que esta bioatividade é decorrente da redugcao do grupo
nitro (Figura 4.8). Esta reducdao leva ao aumento da concentracao
intracelular de nitrocompostos, maior quantidade de radicais livres é
gerada e, conseqientemente, maior € o dano causado pelo estresse
oxidativo (TOCHER, 1997).

le .- le 2e 2e
Ar=NO, == Ar=-NO, —Ar-NO Ar-NHOH —— Ar - NH,

Figura 4.8. Processo de oxi-redugao do grupo nitro.

Dentre os compostos que possuem anéis piridinicos, o mais ativo é
o0 aduto 36 que apresenta um ClIsgde 250,95 uM (Entrada 12, Tabela 4.5).
O composto 26 mostrou ser o mais ativo dentre todos os compostos
sintetizados, apresentando a Clsg de 32.88 uM, que o coloca entre os mais
promissores como prototipo na busca de novos analogos anti-Leishmania
(Entrada 14, Tabela 4.5). O composto 25 também merece destaque, pois
apresentou valor de concentracdao de inibicao do parasita muito préxima
do composto 26 (Entrada 14 versus 16, Tabela 4.5), sendo outro

protétipo na busca por novos leishmanicidas.
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Os resultados da atividade antipromastigota dos AMBH sintetizados
em L. chagasi estao apresentados na Tabela 4.6. Podemos observar
inicialmente pelos valores de Clsg que este parasita (L. chagasi) é mais
resistente aos adutos do que o parasita avaliado anteriormente (L.

amazonensis).

Tabela 4.6: Atividade dos adutos de Morita-Baylis-Hillman contra as formas

promastigotas de L. chagasi.

ENTRADA AMBH CIso(pg/mL) CIso(uM)
1 28 19.52 82.29
2 29 16.66 81.59
3 30 64.67 262.63
4 31 23.24 113.82
5 23 27.85 117.41
6 13 18.86 92.37
7 32 138.99 724.59
8 33 37.49 234.06
9 34 67.66 350.57
10 14 36.62 228.88
11 35 95.50 494.81
12 36 32.08 200.50
13 22 23.08 95.37
14 26 11.06 52.92
15 37 33.03 122.33

16 25 14.34 60.50
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Observa-se que todos os AMBH bioavaliados possuem atividade
antipromastigota, sendo os adutos 13, 22, 25, 26, 28 e 29 o0s mais
ativos, também apresentando valores de Clso inferiores a 100uM. A
relacdo entre a estrutura-atividade (SAR) nos mostra uma tendéncia
semelhante a descrita anteriormente. Os adutos que apresentam o grupo
nitrila tém sua atividade superior aos adutos contendo o grupo
carboximetiléster (Entrada 1 versus 2, 3 versus 4, Tabela 4.6). Nota-se
gue os adutos mais ativos contra L. amazonensis também sao muito
ativos contra as formas promastigota de L. chagasi. Os compostos 25 e
26 foram os mais ativos dentre os 16 AMBH sintetizados (Entrada 14
versus 16, Tabela 4.6) e sao considerados, portanto, como 0s mais

promissores como prototipos.
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5.1 Conclusoes

v' Foi desenvolvida uma metodologia altamente eficaz para a
sintese dos 16 AMBH propostos.

v' Todos os AMBH sintetizados neste trabalho apresentaram
atividade leishmanicida, tanto em L. amazonensis quanto em
L. chagasi.

v' Os compostos 25 e 26 foram o0s que apresentaram as
melhores atividades em L. amazonensis e L. chagasi, sendo
nossos compostos prototipos.

v" 0O grupo nitrila presente em alguns dos adutos sintetizados e o
grupo hidroxila demonstrou ser grupos farmacoféricos
importantes para a atividade leishmanicida.

5.2 Perspectivas

v' Realizar estudos de Docking Molecular e QSAR

v' Realizar modificagbes estruturais, bem como a aplicacao de
técnicas de bioisosterismo classico na busca por adutos mais

ativos e menos toxicos.
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6.1 Materiais e métodos

Os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos na Sigma
Aldrich e usados diretamente, sem prévia purificacdo. Todos os adutos
sintetizados nao sao inéditos e foram caracterizados por comparagdao com
os espectros de RMN 'H e RMN !3C descritos na literatura. Os espectros de
RMN 'H e RMN *3C foram obtidos em um aparelho Varian Mercury Spectra
AC 20 (200 MHz para 'H e 50.3 MHz para '3C) em CDClz com
tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. As multiplicidades referentes
a cada absorcao sao expressas da seguinte forma: singleto (s), singleto
largo (sl), dubleto (d), multipleto (m), tripleto (t), duplo dubleto (dd) e
duplo duplo dubleto (ddd). As multiplicidades dos sinais dos carbonos
foram observados pelo uso da técnica de APT (CDCls).

Os solventes foram evaporados sob pressao reduzida e temperatura
controlada em evaporador rotatdrio marca Fisaton.

As separacoes cromatograficas do tipo “flash” foram realizadas em
colunas utilizando gel de silica Merck de granulagao 0,040 - 0,0063 mm.
O acompanhamento das separacdoes cromatograficas e dos processos
reacionais foi realizados sobre cromatofolhas de aluminio de gel de silica

60 Kieselgel (E. Merck) irradiadas com ultravioleta a 245 nm.
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6.2 Procedimento geral para reacao de Morita-Baylis-Hillman com
a utilizacao da mistura de terc-BuOH/agua (6:4) como solvente.

Em um baldo de 25 mL, foi adicionado 1 mmol dos correspondentes
aldeidos, 0,4 mL de acrilonitrila (6 mmol) e 1 mmol de DABCO.
Posteriormente, 4 mL de terc-butanol/agua (6:4) foi adicionado e a reacao
ficou sob agitacdo magnética e a temperatura ambiente. A reacao foi
acompanhada por CCDA. O isolamento foi feito concentrando a mistura
reacional a pressado reduzida. Em seguida, adicionou-se 20 mL de acetato
de etila ao residuo. Transferiu-se a mistura reacional para um funil de
separacao onde esta foi lavada com uma solucao de NH4Cl 10% (3x 10
mL). A fase organica foi separada, seca com Na,SOy, filtrada e evaporada.
O residuo foi ressuspendido em uma pequena quantidade de acetato de
etila:Hexano 20%. Este agora foi aplicado em uma coluna cromatografica
de silica gel flash (7 g) previamente empacotada com acetato de etila
/Hexano 30:70. A obtencao do produto foi efetuada pela evaporacao da

mistura de solventes em evaporador rotatério.

6.3 Procedimento geral para reacao de Morita-Baylis-Hillman sem
a utilizacao de solvente e a temperatura de 0°C.

Em um baldao de 25 mL, foi adicionado 1 mmol dos correspondentes
aldeidos, 0,4 mL de acrilonitrila (6 mmol) ou 0,6 mL de acrilato de metila
(6,6 mmol) e 1 mmol de DABCO. A mistura reacional foi colocada em
banho de gelo e sob agitacdo magnética. A reacao foi acompanhada por
CCDA. Apos o término da reagdo, a mistura reacional foi diretamente
filtrada em silica gel, usando acetato de etila-Hexano (2:8) como eluente.

O produto foi concentrado a pressao reduzida.
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6.4 Procedimento para preparacao de 31 utilizando acrilonitrila
como solvente a temperatura ambiente.

Em um baldo de 25 mL, foi adicionado 1 mmol (151mg) do 3-
nitrobenzaldeido, 0,4 mL de acrilonitrila (6 mmol) e 1 mmol de DABCO
(112mg). A reacao ficou sob agitacdo magnética e a temperatura
ambiente, sendo acompanhada por CCDA. O isolamento foi feito
concentrando a mistura reacional a pressdao reduzida. Em seguida,
adicionou-se 20 mL de acetato de etila ao residuo. Transferiu-se a mistura
reacional para um funil de separacao onde foi lavada com NH4Cl 10% (3x
10 mL). A fase organica foi separada, seca com Na,SQO,, filtrada e
evaporada. O residuo foi ressuspendido em uma pequena quantidade de
acetato de etila /Hexano 20%. Este agora, foi aplicado em uma coluna
cromatografica de silica gel flash (7 g) previamente empacotada com

acetato de etila /Hexano 30:70.

6.5 Procedimento para preparacao de 31 utilizando ultra-som a
temperatura ambiente.

Em um baldo de 25 mL, foi adicionado 1 mmol (151mg) do 3-
nitrobenzaldeido, 0,4 mL de acrilonitrila (6 mmol) e 1 mmol de DABCO
(112mg). A reacao ficou sob agitacdo magnética, temperatura ambiente e
sob irradiacao de ultra-som. A reacao foi acompanhada por CCDA. O
isolamento foi feito concentrando a mistura reacional a pressao reduzida.
Em seguida, adicionou-se 20 mL de acetato de etila ao residuo.
Transferiu-se a mistura reacional para um funil de separagdao onde foi
lavada com NH4Cl 10% (3 x 10 mL). A fase orgénica foi separada, seca
com Na,S0,, filtrada e evaporada. O residuo foi ressuspendido em uma
pequena quantidade de acetato de etila /Hexano 20%. Este agora foi
aplicado em uma coluna cromatografica de silica gel flash (7 g)

previamente empacotada com acetato de etila /Hexano 30:70.
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6.6 Procedimento para preparacao de 31 utilizando ultra-som a
temperatura de 0°C.

Em um baldo de 25 mL, foi adicionado 1 mmol (151mg) do 3-
nitrobenzaldeido, 0,4 mL de acrilonitrila (6 mmol) e 1 mmol de DABCO
(112mg). A mistura reacional foi colocada em banho de gelo (temperatura
de 0°C) no proprio aparelho de ultra-som, sob agitacdo magnética. A
reacao foi acompanhada por CCDA. O isolamento foi feito concentrando a
mistura reacional a pressao reduzida. Em seguida, adicionou-se 20 mL de
acetato de etila ao residuo. Transferiu-se a mistura reacional para um
funil de separacao onde foi lavada com NH4Cl 10% (3x 10 mL). A fase
organica foi separada, seca com Na,SO,, filtrada e evaporada. O residuo
foi ressuspendido em uma pequena quantidade de acetato de etila
/Hexano 20%. Este agora foi aplicado em uma coluna cromatografica de
silica gel flash (7 g) previamente empacotada com acetato de etila
/Hexano 30:70.

6.7 Procedimento para preparacao de 37 utilizando metanol como
solvente.

Uma mistura de 1 mmol de 4-bromobenzaldeido, 1 mL de acrilato
de metila e DABCO (100% mol) em 2 mL de metanol foi agitada a
temperatura ambiente. A reacgao foi acompanhada por CCDA. Ao término
da reacao, a mistura reacional foi diluida a 15 ml de Et,0. A fase organica
foi lavada com agua (2 x 15 mL), solugao de NH4Cl 10%(15 mL), secada
com Na,SO04, filtrada e concentrada. O produto 37 foi purificado por
coluna cromatografica usando como eluente uma mistura de acetato de
etila /Hexano 30:70.
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6.8 Dados espectroscopicos dos adutos

6.8.1 Propanoato de [3-hidroxi-2-metileno-(2-nitro-fenil)] de
metila (28)

RMN'H (CDCls;, 200 MHz, § ppm): 3,70 (s, 3H); 5,70 (s, 1H); 6,17 (s,
1H); 6,33 (s, 1H), 7,44 (ddd, 1H, 7,2/1,6/0,8); 7,62 (ddd, 1H,
7,4/1,2/1,0 Hz); 7,73 (dd, 1H, 7,8/1,6 Hz); 7,92 (dd, 1H, 8,0/1,0 Hz).

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 52,19; 67,55; 124,54; 126,46;
128,66; 128,82; 133,45; 136,03; 140,64; 166,37.

6.8.2 3-hidroxi-2-metileno (2-nitro-fenil) propanenitrila (29)
RMN'H (CDCls, 200 MHz, § ppm): 5,95 (s, 1H); 6,05 (d, 1H, 1Hz); 6,08
(d, 1H, 1.2 Hz); 7,48 (ddd, 1H, 7,6 /1,6/0,6 Hz); 7,68 (ddd, 1H, ); 7,80
(dd, 1H, 7,8/1,2 Hz); 7,97 (dd, 1H, 8,0/1,0 Hz).

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 68,76; 116,36; 123,91; 124,83;
128,82; 129,46; 132,02; 134,00; 134,06.

6.8.3 Propanoato de [3-hidroxi-2-metileno-(3-nitro-fenil)] de
metila (30)

RMN'H (CDCIl3, 200 MHz, § ppm): 3,45 (s, 1H), 3,70 (sl, 3H); 5,61 (sl,
1H); 5,90 (s, 1H); 6,38 (s, 1H); 7,49 (t, 1H, 8,0 Hz); 7,71 (dd, 1H,
2,0/1,6 Hz); 8,11 (ddd,1H, 8,0/2,0/1,2 Hz); 8,22 (m, 1H).

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, & ppm): 52,18; 72,47; 121,50; 122,73;
127,22; 129,32; 132,66; 140,87; 143,57; 148,23; 166,37.

6.8.4 3-hidroxi-2-metileno (3-nitro-fenil) propanenitrila (31)
RMN'H (CDCls, 200 MHz, § ppm): 3,17 (sl, 1H); 5,41 (s, 1H); 6,07 (dd,
1H, 1,0 Hz); 6,17 (dd, 1H, 1,4 Hz); 7,55 (t, 1H, 8,0 Hz); 7,72 (m, 1H);
8,15 (ddd, 1H, 8,0/2,2/1,0 Hz); 8,22 (dd, 4,2/1,8 Hz).

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 73,88; 117,29; 122,31; 124,50;
126,28; 130,79; 132,08; 133,49; 142,24; 149,20.
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6.8.5 Propanoato de [3-hidroxi-2-metileno-(4-nitro-fenil)] de
metila (23)

RMN'H (CDCls, 200 MHz, § ppm): 3,43 (d, 1H, 5.2 Hz); 3,71 (s, 3H);
5,60 (d, 1H, 5,8 Hz); 5,86 (s, 1H); 6,37 (s, 1H); 7,54 (d, 2H, 8,8 Hz);
8,16 (d, 2H, 8,8 Hz).

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 52,18; 72,61; 123,56; 127,24;
127,28; 140,85; 147,35; 148,55; 166,33.

6.8.6 3-hidroxi-2-metileno (4-nitro-fenil) propanenitrila (13)
RMNH (CDCl3, 200 MHz, § ppm): 3,03 (s, 1H); 5,39 (sl, 1H); 6,05 (dd,
1H, 4,0/1,2 Hz); 6,14 (dd, 1H, 4,0/1,0 Hz); 7,55 (dd, 2H, 8,8/4,0 Hz);
8,19 (dd, 2H, 8,8/4,0 Hz).

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 73,13; 116,20; 123,97; 125,23;
127,27; 131,03; 145,93; 147,88.

6.8.7 Propanoato de [3-hidroxi-2-metileno-(2-piridinil)] de metila
(32)

RMNH (CDCls;, 200 MHz, § ppm): 3,71 (s, 3H); 5,61 (s, 1H); 5,96 (s,
1H); 6,34 (s, 1H); 7,19 (ddd, 1H, 7,6/5,0/,06 Hz); 7,40 (d,1H, 8,0 Hz);
7,66 (ddd, 7,8/7,6/1,6 Hz); 8,51 (m, 1H).

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 51,82; 72,01; 121,22; 122,61;
126,83; 136,82; 141,56; 148,16; 159,40; 166,47.

6.8.8 3-hidroxi-2-metileno (2-piridinil)-propanenitrila (33)

RMNH (CDCI3, 200 MHz, § ppm): 5,00 (sl, 1H); 5,31 (sl, 1H); 6,06 (s,
1H); 6,23 (s, 1H); 7,31 (m, 1H); 7,41 (d, 1H, 7,8 Hz); 7,77 (ddd, 1H,
7,8/7,6/1,6 Hz); 8,57 (m, 1H).

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 74,31; 118,15; 122,69; 125,16;
127,07; 132,54; 139,01; 149,80; 157,48.
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6.8.9 Propanoato de [3-hidroxi-2-metileno-(3-piridinil)] de metila
(34)

RMN'H (CDCls;, 200 MHz, § ppm): 3,71 (s, 3H); 5,60 (s, 1H); 6,02 (s,
1H); 6,40 (s, 1H); 7,26 (dd, 1H, 7,8/7,6/4,2 Hz); 7,74 (m, 1H); 7,39 (dd,
1H, 5,0/1,6 Hz); 8,48 (d,1H, 2,0 Hz).

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 51,91; 70,40; 126,10; 124,41;
134,67; 137,57; 141,57; 148,21; 148,43; 166,21.

6.8.10 3-hidroxi-2-metileno (3-piridinil)-propanenitrila (14)
RMNH (CDCI3, 200 MHz, § ppm): 4,78 (s, 1H); 5,33 (s, 1H); 6,02 (dd,
1H, 1,0 Hz); 6,15 (dd, 1H, 1,4 Hz); 7,31 (dd, 1H, 7,8/5,0 Hz); 7,78 (m.
1H); 8,42 (m, 2H).

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 72,39; 117,61; 125,01; 126,86;
131,36; 136,14; 137,09; 148,21, 149,70.

6.8.11 Propanoato de [3-hidroxi-2-metileno-(4-piridinil)] de
metila (35)

RMNH (CDCls;, 200 MHz, § ppm): 3,70 (s, 3H); 5,51 (s, 1H); 5,89 (s,
1H); 6,36 (s, 1H); 7,30 (d, 2H, 6,0 Hz); 8,47 (d, 2H, 6,0 HZz).

RMN3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 52,10; 71,86; 121,50; 127,07;
140,93; 149,32; 151,03; 166,29.

6.8.12 3-hidroxi-2-metileno (4-piridinil)-propanenitrila (36)
RMN'H (CDCl3, 200 MHz, § ppm): 4,80 (sl, 1H); 5,32 (s, 1H); 6,05 (s,
1H); 6,16 (s, 1H); 7,38 (d, 2H, 6,0 Hz); 8,46 (d, 2H, 6,0 Hz).

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 72,59; 116,49; 121,63; 125,62;
130,85; 149,34; 149,38.
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6.8.13 Propanoato de [Metil-3-hidroxi-2-metileno-(2-naftil)- (22)
RMNH (CDCls;, 200 MHz, § ppm): 3,27 (sl, 1H); 3,70 (s, 3H); 5,72 (s,
1H); 5,87 (s, 1H); 6,36 (s, 1H); 7,42-7,49 (m, 3H); 7,79-7,84 (m, 4H).

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 51,85; 73,10; 124,37; 125,32;
125,84; 125,94; 126,19; 127,43; 127,90; 127,98; 132,79; 132,99;
138,36; 141,60; 166,59.

6.8.14 3-hidroxi-2-metileno (2-naftil)-propanenitrila (26)
RMNH (CDCI3, 200 MHz, § ppm): 2,48 (sl, 1H); 5,42 (s, 1H); 6,04 (d,
1H, 1,2 Hz); 6,12 (d, 1H, 1,4 Hz); 7,41-7,54 (m, 3H); 7,83-7,88 (m, 4H).

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 75,68; 118,41; 125,21; 127,42;
127,45; 128,00; 128,16; 129,18: 129,62; 130,39; 131,55; 134,54;
134,87; 137,81.

6.8.15 Propanoato de [3-hidroxi-2-metileno-(4-bromo-fenil)] de
metila (37)

RMN'H (CDCls, 200 MHz, § ppm): 3,12 (d, 1H, 5,8 Hz), 3,70 (s, 3H);
5,48 (s, 1H, 5,6 Hz); 5,81 (s, 1H); 6,32 (s, 1H); 7,23 (d, 2H, 8,4 Hz);
7,45 (d, 2H, 8,4Hz).

RMN3C (CDCl;, 50 MHz, 5§ ppm): 51,74; 72,31; 121,40; 126,14;
127,94; 131,17; 139,91; 141,10; 166,26.

6.8.16 3-hidroxi-2-metileno (4-bromo-fenil)-propanenitrila (25)
RMNH (CDCls;, 200 MHz, § ppm): 2,06 (sl, 1H); 5,27 (s, 1H), 6.03 (d,
1H, 1,2 Hz); 6,10 (d, 1H, 1,4 Hz). 7,24 (d, 2H, 8,2 Hz); 7,52 (d, 2H, 8,6
Hz)

RMN!3C (CDCl;, 50 MHz, § ppm): 73,46; 116,74; 122,93; 125,81;
128,21; 130,42; 132,03; 138,15.
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Espectro 8.20: Espectro de RMN'H de 33 (CDCl5, 200 MHz)
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Espectro 8.21: Espectro de RMN!3C- APT de 33 (CDCl5;, 50 MHz)
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Espectro 8.22: Espectro de RMN'H de 34 (CDCl5;, 200 MHz)
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Espectro 8.25: Espectro de RMN'H de 14 (CDCl5;, 200 MHz).
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Espectro 8.26: Espectro de RMN*C - APT de 14 (CDCl;, 50 MHz).

92

|

2
=1
=]

o

-1000

-2000

-3000




8.482
8451
< s
T 7241
.358
5901
5512

1697

-

11 2 2
j’ 4
s e
e [
& S

WL b n
[ e —
w)L p—t—— &

WWE<

100
pom (1)

5.0

Espectro 8.27: Espectro de RMN'H de 35 (CDCls;, 200 MHz)

w©w el - =
& Hm8 E8§ £E58 8
g =T &a& FEEZ %, oHoO
N/2 6
"
5
3| |
li]
|
|7 \
T
'8
4
I
|
11°
1
2 2
'| T T T T [ T T T T l T T T T T
200 150 100 50

ppm ()

Espectro 8.28: Espectro de RMN'*C- APT de 35 (CDCls;, 50 MHz)
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Espectro 8.29: Espectro de RMN'H de 36 (CDCls;, 200 MHz)
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Espectro 8.33: Espectro de RMN'H de 26 (CDCl5;, 200 MHz)
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Espectro 8.36: Espectro de RMN'H de 37 (CDCls;, 200 MHz)
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Espectro 8.38: Espectro de RMN'H de 25 (CDCls;, 200 MHz).
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Espectro 8.39: Espectro de RMN*C- APT de 25 (CDCl;, 50 MHz)
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