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RESUMO

Titulo: Bio-resolucdo de adutos de Morita-Baylis-Hillman mediada pela enzima
Lipase CALB:bioatividade de seus enantiomeros puros.

Nesse trabalho visou-se a bio-resolucdao cinética dos Adutos de Morita
Baylis Hillman (AMBH) utilizando a Lipase CALB derivada do fungo Candida
Antarctica. Inicialmente foram sintetizados trés AMBH usando acrilonitrila e os
respectivos 0, m e p nitrobenzaldeidos. Subsequentemente os seus respectivos
acetatos foram preparados em altos rendimentos, usando cloreto de acetila e
TEA. Foram desenvolvidas com éxito, metodologias para a bio-resolucao dos
AMBH oriundos dos nitroaldeidos m e p, obtendo os enantibmeros R com
excessos enantioméricos de 99,9%, determinados pela técnica de cromatografia
gasosa, usando a coluna quiral beta ciclodextrina e fase modvel (N;). Porém
usando as metodologias acima nao foi possivel a bio-resolucdo do AMBH
derivado do o-benzaldeido. Para obter os enantiomeros S, foram feitas as
reacbes de hidrélise dos respectivos ésteres devidamente separados por
cromatografia liquida das reagdes de biocatdlise. As reacdes de hidrdlise foram
feitas usando K,CO; e metanol, obtendo-se os enantiomeros S com rendimentos
quimicos de 100% e 10% e excessos enantioméricos de 86,8% e 97,48%
respectivamente. Usando o método de Mosher através da dupla derivatizacao os
valores de deslocamentos quimicos obtidos dos espectros de RMN'H geraram um
Ad*>0 e Ad®°<0, o que demonstra que a configuracdo absoluta do carbono
assimétrico dos AMBH os quais a enzima hidrolisou é R. Os valores de [a]p
oriundos dos AMBH nitroaldeidos m e p (configuracdo R) sao +37 e +30. Os
valores de [a]p dos correspondentes acetatos S sao -7 e -9 respectivamente. O
AMBH oriundo do m-nitroaldeido nas formas R/S, R e S foram bioavaliados in
vitro. A mistura racémica foi a que se apresentou mais efetiva sobre
promastigotas de L. braziliensis, e a substancia S foi a que apresentou a menor
atividade. Na analise de citotoxicidade celular no macréfago sadio de murinos
observou-se que a mistura racémica foi a mais citotoxica € o0 S o menos
citotoxico (citotoxidade apenas a partir da concentracdo de 40 pg/mL)
constatando que todas as substancias avaliadas foram mais citotdéxicas para o
parasita do que para macréfagos.

Palavras-chave: Aduto Morita-Baylis-Hillman (AMBH). Bio-resolucdo Cinética.
Lipase CALB. Atividade Bioldgica.



ABSTRACT

Title: Bioresolution of Morita-Baylis-Hillman adducts mediated by lipase CALB
enzyme: bioactivity of their pure enantiomers.

This work aimed to perform the kinetic bioresolution of Morita Baylis Hillman
adducts (MBHA) using CALB lipase derived from Candida Antarctica fungus.
Initially three MBHA we synthesized using acrylonitrile and m e p nitro
benzaldehyde. Subsequently the respective acetates from MBHA were prepared
in high yields using acetyl chloride and TEA. Methodologies for bioresolution of
AMBH (obtained from nitro aldehydes m e p) were successfully developed
producing the R enantiomers with 99.9% of enantiomeric excess determined by
gas chromatography (using the beta cyclodextrin chiral column). However, using
the same methodology it was not possible performed the bioresolution of AMBH
derived from the o-benzaldehyde. To obtain the S enantiomers, the hydrolysis
reactions of esters obtained from biocatalysis were made and separated by liquid
chromatography. These hydrolysis reactions were carried out using K,COs; and
methanol, yielding the S enantiomers with 100% and 10% of chemical yields and
86.8% and 97.48% of enantiomeric excesses respectively. Using the method of
Mosher through double derivatization chemical shift values obtained from 'H NMR
spectra generated a AORS> and AdRS 0 <0, which indicates that the absolute
configuration of the asymmetric carbon of AMBH hydrolyzed by enzyme is R. The
values of [a] p derived from m and p nitro aldehydes (S configuration) are +37
and +30 degrees. The values of [a] p of S corresponding acetates are -7 and -9
degrees respectively. The AMBH obtained from the m nitro aldehyde were
bioavaliados in vitro in a R/S, R and S forms. The racemate was the most
effective on L. braziliensis promastigotes and the S enantiomer was the lowest
active. In the cell cytotoxicity analysis which were evaluated in the safe murine
macrophages, the racemate was the most cytotoxic and the S enantiomer the
less cytotoxic (some cytotoxicity were only observed at concentrations over 40
mg/mL) concluding that all evaluated compounds were more cytotoxic for L.
braziliensis parasite that the safe macrophage.

Keywords: Morita-Baylis-Hillman adduct, Kinetics bioresolutions, CALB Lipase,
biological activity.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

o - Rotacdo Optica
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Asp - Acido Aspartico
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DBM - Departamento de Biologia Molecular da UFPB.
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FDA - Food and Drug Administration
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LTA - Leishmaniose Tegumentar Americana



LV - Leishmaniose Visceral

LC - Leishmaniose Cutanea

LVA - Leishmaniose Visceral Americana

m - multipleto

MTT - 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium
MTPA - Acido-a-Metéxi-a-Trifluorometil-a-fenilacético
OMS - Organizacao Mundial de Saude

pPH - Potencial Hidrogenidnico

ppm - partes por milhao

PSL - Proteina do Soro do Leite

QTAIM - Teoria quantica de atomos em moléculas
RMBH - Reacao de Morita-Baylis-Hillman

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear
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1 INTRODUCAO

Entre os meios académicos, nas indUstrias farmacéuticas e de
defensivos agricolas tem crescido nas Ultimas décadas, o interesse em
sintetizar e produzir substdncias enantiomericamente puras (SEP), visto
gue existe uma relacao altamente especifica entre propriedades bioldgicas
e quiralidade molecular.! Devido a isso se faz necessadrio um controle
sobre as possiveis atividades bioldgicas dos enantiomeros isolados de
qualquer farmaco quiral, essa exigéncia fica por conta da FDA (“Food and
Drug Administration”- USA) e outros 6rgdos semelhantes.?

Desta forma, o projeto de pesquisa proposto aqui visa a obtencao de
Adultos de Morita-Baylis-Hilman (AMBH) opticamente puros, visto que
essas substancias apresentam diversas atividade bioldgicas
(antileishmania, antimalarial, anti-Chagassico, antimicrobiano, anticancer,
herbicida e antifungico) testadas apenas na forma racémica, ndao existindo
ainda nenhum teste de atividade bioldgica que compare a bioatividade da
mistura racémica com os respectivos enantidémeros.>* Nesse trabalho
utilizaremos a catdlise enzimatica (Biocatdlise) que apresenta dentre
outras caracteristicas aprecidveis a especificidade molecular, utilizaremos
como biocatalisador uma lipase denominada de CALB (Candida Antarctica)
cuja a mesma possui bons relatos na literatura na resolucao de alcoodis
secundarios racémicos.”

Nesse trabalho pretende-se fazer uma nova avaliagao in vitro contra
a forma antipromastigota do parasito Leishmania braziliensis. Estas
bioavaliagdes serdo realizadas em parceiria com o Laboratério de
Leishmanioses, coordenadas pela professora Dra. Marcia Rosa de Oliveira,

pesquisadora do Departamento de Biologia Molecular da UFPB (DBM).
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1.1 Adutos de Morita Baylis Hillman e suas Aplicacoes Bioldgicas

Dentre as diversas reagdoes da quimica organica que leva a formacao
da ligacdo carbono-carbono, destaca-se a reagdao de Morita-Baylis
Hillman.® Cujo nome é uma homenagem aos seus pesquisadores
precursores. A reagao de Morita-Baylis-Hillman possui vantagens
importantes como completa economia de atomos visto que é uma reacgao
de sintese, experimentalmente a reacao pode ser realizada em meio
aquoso (quimica verde), outra vantagem é a formacao de produtos

multifuncionalizados. ’

Esquema 1.1 Esquema geral da reagao de Morita-Baylis-Hillman R,R; = H,
alquil, aril, heteroaril. GEA = CO,R,COR, CN, outros.

Aminas Terciarias AMBH
0 GEA
J\ + W > R._OH
R™ Ry R; GEA
b O
: Y
Aminas terciarias = N\7 x-N N
DABCO INDOLIZINA QUINUCLIDINA

Esta reacao de formacao de um AMBH (Esquema 1.1) consiste
basicamente no acoplamento entre aldeidos, cetonas ou iminas a alcenos
ligados a grupos elétron-atratores (GEA), em presenca de uma amina
tercidaria como catalisador nucleofilico, sendo o 1,4 - diazabiciclo [2.2.2]
octano (DABCO) o mais comum entre os catalisadores, levando aos
correspondentes adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH).®

A proposta de mecanismo para a reacao de Morita Baylis Hillman
esta representada no Esquema 1.2, a (Etapa 1), desta reacdao envolve
uma adicao de Michael da amina terciaria ao alceno ativado gerando o
primeiro intermedidrio zwitterionico. A (Etapa 2), consiste de uma adicdo
alddlica ao aldeido gerando um segundo intermedidrio zwitteridnico. A

proxima etapa envolve uma transferéncia de proton intramolecular
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formando o intermediario proposto por Mcquade (Etapa 3’) e o proposto

por Aggarwal (Etapa 3”).%1°

A (Etapa 4), consiste na formacao do alcool zwitterionico gragas ao
prototropismo, a (Etapa 5), consiste da eliminacao da amina terciaria

(catalisador), ao ciclo catalitico e geracao do aduto de AMBH.

Esquema 1.2 Mecanismos propostos para a reagcao de Morita-Baylis-Hilman.
Fonte: Esquema adaptado de Wagner-andré (2012).!

Etapa 1

2w 0 2)

Etapa 2
_ S -F
Pha? , o - R. F
ofg PhGHO P9 Etapa 3" gH7°
1 H (0) /0
0 e = o~ = H
PH 0 Ph -
\ " 0
NR; 3 NRj 3 Ph
L @ _ Etapa 3' ® gHst
PhCHO - -
Mc Quade Aggarwal
Etapa 4
N oH
OH O \’
- = v
Ph)\")LO/ Ph 0
()
Etapa 5 NRs

Nos ultimos anos os adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) vém
sendo sintetizados em excelentes rendimentos e sdo uma nova classe de
compostos bioativos. No ano de 1999 foi relatado na literatura por Kundu
e colaboradores que alguns AMBH possuiam atividade contra o parasita
Plasmodiun falciparun causador da malaria. Ao longo dos anos descobriu-
se também AMBH com atividade bioldgica contra Doenca de Chagas.'? Em

2007 Vasconcellos e colaboradores descreveram pela primeira vez a
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atividade in vitro de 16 AMBH contra as formas amastigota e promastigota

de Leishmania amazonensis.

1.2 Substancias Enantiomericamente Puras (SEP)

Em 1858, um experimento feito por PASTEUR demonstrou que o
sistema bioldgico “penicilium glaucus” distinguia claramente os
enantidmeros (R/R) do (S/S), acido tartarico.

Esquema 1.3 Resolucdo cinética do acido tartarico frente a penicilim glaucus,
(Pasteur, 1858).

OH

HoOC H
-~ “COOH

HO H Penicillium Glaucus

P Respostas Biologicas
HO Diferentes

\\\\H
HOOC COOH

oH!

4

As diferentes respostas bioldgicas observadas em alguns substratos
derivam da existéncia na molécula de centros de quiralidade. Os centros
de quiralidade fazem com que as moléculas nao possuam planos de
simetria, gerando regides espaciais diferentes de acordo com as
disposicoes dos grupos que se ligam ao(s) centro(s) assimétrico(s) da
molécula.!’

Dentre as diversas moléculas quirais caracterizadas atualmente e
gue possuem aplicacOes industriais, observou-se que seus enantibmeros
apresentam propriedades diferentes tais como: Sabor, aroma, atividade

bioldgica dentre outras, (Tabela 1.1).1*



Tabela 1.1 Diferentes enantiomeros versus diferentes propriedades.

Composto

Propriedades

Enantiomero S

Enantiomero R

5 Talidomida

0
N o

N\

00 H

Teratdgeno

possante

Sedativo hipnético

6 Aspargine

HZNWCOOH

OHN H

Gosto amargo

Gosto doce

7 Bartiburicos

0
H A Narcético Fator de “Crampes”
o o
Ph™ nBu
8 Cloropropanodiol Antifertilizante
Toxico

ci” X oH

Ph" OH

feminino

9 Limoneno

:

Odor de limao

Odor de laranja

10 Penicilina

COOH

Anti-artritico

Téxico

11Tiroxina

| COOH
H,N 'H

0 2

|

| |
OH

Hormonio tiroididico

Anti-hipocolerteroico

28
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Continuagcdao da tabela 1.1 Diferentes enantiomeros versus diferentes
propriedades.

12 Ibuprofeno

HOOC |

HoN H L . . ~ e
? ; :o Analgeésico Inativo e nao toxico

I |
OH

13 Propanolol

)\H/\Oj\o Anti-hipertensivo | 100 vezes menos ativo

que o S

No inicio da década de 60 depois de ter sido registrado mais de

10.000 casos de ma formacdo de membros (focomielia) em criancas ao
redor do mundo, o farmaco quiral Talidomida ingerido por gestantes para
evitar enjéos matinais foi removido das prateleiras das farmacias. Um
estudo depois revelou que o enantiobmero S distbmero (Inativo) foi o
responsavel por essa tragédia. Diante do fato ocorrido, a Food and Drug
Administration (FDA) érgao responsavel pelo controle e liberagdao de novas
drogas, estreitou a relacdo entre quiralidade e atividade bioldgica na

comercializacdo e ingestdo de drogas racémicas.'’

1.3 Catalise Assimétrica

Existem diversos métodos de obtencdo de compostos
enantiomericamente puros, dentre todos os métodos a catadlise
assimétrica € uma das mais utilizadas e citadas em termos industriais e de

pesquisa. A catalise assimétrica € uma metodologia quimica constituida de
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trés ramos importantes: Catalise Organometalica, catalise enzimatica
(biocatalise) e organocatalise.'®

Na catalise organometalica temos o uso de catalisadores
organicos com metais em suas estruturas. Podemos citar na literatura a
hidrogenacao do acido tiglico (14), (Esquema 1.4), por complexos de
ruténio (16), obtendo o acido 2-bunatdico (15) com boa seletividade e
e.e. em torno de 80%.!" Entretanto, existem reacées em que o catalisador

nao é recuperado, indicando claramente as limitacdes ambientais.

Esquema 1.4 Reacdao de hidrogenacdao assimétrica do acido tiglico usando
complexos de Ru dissolvidos em CO, supercritico.

COOH [Ru] COOH
/=< —>
CO, sc, 50°C
14 15 (S)
Ph,
wa- OOLE 1
\Ru 0
|\ ©
; ]
(X,
16

Na organocatalise temos um processo no qual moléculas organicas
contendo geralmente atomos de C, H, O, N, S e P, catalisam reacoes

organicas, sem a necessitar de qualquer traco de metal.®

Esquema 1.5 Reacgao aldol organocatalisada com amina quiral.

18
0 (1 o o
R R: o N~ ~COOH R2 H* Rz
1 H )
@) } @) n @) n
n 83%, 25h R, OH R,
17 19 n=1,71%e.e

20
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No Esquema 1.5 observa-se a reacao de anelagao de Robinson
assimétrica catalisada pela (S)-prolina (18), formando uma enona (20),
derivada de &lcool terciario ciclico (19).%°

Na catalise enzimatica utilizam-se geralmente enzimas como
catalisadores frente a substratos pré-quirais ou misturas racémicas, é
bastante citada na literatura, visto que as enzimas possuem como
principal caracteristica a enantiosseletividade. Temos a reacdao de
esterificacao enantiosseletiva catalisada por Lipases usada com sucesso na

resolucdo dos profenos (21), (Esquema 1.6).2%2?

Esquema 1.6 Esterificagdo enantiosseletiva do (R/S)-ibuprofeno catalisada por
Lipase.

e Vd
coo + HO

(R)

Lipase

H

Propanol

COOH

21 COOH

5

(S)

O uso da biocatalise frente a importancia da “Quimica Fina” e no
contexto ambiental mostra-se uma boa ferramenta na obtencdao de
substancias opticamente puras, pois suas metodologias estao diretamente

ligadas a quimica verde.

1.4 Biocatalise

Reacdes catalisadas por meios bioldgicos € um conceito claro e
conciso para o termo biocatdlise.??> A biocatalise atualmente estd em
crescimento acelerado e apresenta boa evolugdo no numero de
publicacdbes ao longo dos anos, sendo uma area muito abrangente,

possuindo diversas aplicacbes:??
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v Industria farmacéutica;
v' Indulstrias alimentares (lacticinios, cerveja, vinhos, sumos,
panificacao, 6leos e gorduras, carnes e etc.);
v Industria de antibidticos;
v Quimica fina
Os catalisadores biolégicos mais utilizados em biocatdlise sao
células integras de microorganismos, no entanto, o meio reacional deve
ser controlado a fim de se manter o meio estavel e eficiente.??
Comercialmente pode-se utilizar enzimas imobilizadas ou isoladas, porém,
o preco pode ndo ser acessivel devido o alto preco agregado dependendo

da enzima e do processo a ser catalisado.

Tabela 1.2 Vantagens e desvantagens no uso de biocatalisadores em reacdes de
biocatalise.?*

Vantagens Desvantagens
Condicdes reacionais brandas Sensiveis a variagbes de
temperatura

Ecologicamente corretos Custos elevados para
algumas enzimas

Catalisadores eficientes Sensiveis a solventes

organicos

Catalisadores seletivos Algumas enzimas

necessitam de co-fatores

Enantiosseletividade e

: L Possiveis riscos de
diastereosseletividade

contaminacao

Quimiosseletividade e

) - Dificuldades na recuperagao
Regiosseletividade

do biocatalisador

A Tabela 1.2 tras um breve enfoque informativo sobre algumas
vantagens e desvantagens no desenvolvimento e utilizagdo de enzimas
em diversos processos muitos deles acompanhados de sinteses quimicas.

As enzimas sao organizadas de acordo com o tipo de reacao as quais
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catalisam: Ligases (reacao de sintese), Oxirredutases (reacdao de oxi-
reducao), Isomerases (reacao de isomerizagao), Tranferases (reacao de
tranferéncia de grupos), Liases (reacao de eliminagcdo ndo hidroliticas),
Hidrolases (reacdo de hidrdlise) e etc.’

As duas Ultimas vantagens mostradas na Tabela 1.2 merecem
destaque especial no uso e aplicagdo de biocatalisadores, constitui a
grande especificidade frente a substratos quirais, principalmente na
obtencao de compostos opticamente puro compreendido pelo modelo

encaixe induzido que sera discutido mais & frente no capitulo 4.

1.4.1 Enzimas Lipases

O grupo de enzimas denominadas de Lipases (triacilglicerol
acilhidrolases) pertence a classe das hidrolases que atualmente possuem
em relagao a outras classes de enzimas uma maior estimativa de uso
industrial, cerca de 80% de utilizacdo.?®

As Lipases sdo largamente empregadas em biocatalise, na obtencao
e resolucdao cinética de diversos compostos tais como: Alcodis quirais,
acidos carboxilicos, ésteres, entre outros, por meio de reacdes de
hidrdlise, esterificacdo e transesterificagcdo, respectivamente.’

Na Tabela 1.3 se encontra algumas aplicagdes do uso de Lipases de
acordo com o tipo de reacao catalisada. Percebe-se claramente a
multifuncionalidade das enzimas Lipases atestando a estimativa de uso
cerca de 80% em relacdao as outras classes de enzimas. O elevado
potencial tecnolégico destas enzimas estd relacionado a grandes
vantagens, como boa disponibilidade para compra, custo de producao
reduzido, certa estabilidade em condicdes de solventes organicos quando
o sistema enfrenta condicdes adversas como por exemplos, pequenas
variacdes de temperaturas e pH, sao possiveis de serem reaproveitadas
existindo na literatura diversas metodologias além de ndao necessitarem de

co-fatores.?’



Tabela 1.3 Aplicacdes de Lipases de acordo com o tipo de reacdo catalisada.?®

Tipos de Areas de .
P ~ . ~ Aplicacoes Produtos
Reagodes Aplicagao
Agentes
. - flavorizantes
L Alimentos Hidrdlise de
Hidrélise . . para
(laticinios) gorduras do leite .
queijos e
derivados
Acidos graxos,
diglicerideos e
uimica . , monoglicerideos
Q Hidrolise de odleos g. .
(processamento (emulsificantes,
. e gorduras
de dleo) reagentes para
analise de
lipideos)
Detergentes de
. o uso
Quimica Remocgao de .
. em lavanderias
(detergente) manchas de oleos o
domésticos
Dosagem de .
. - g, Kits para
Medicina triglicerideos no . .
diagndsticos
sangue
e , Intermediarios
e Industria fina Sintese de .,
Esterificacao , quirais esteres,
geral esteres e
emulsificantes
Oleos ou
gorduras,
Industria Esterificacao ou flavorizantes e
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As expectativas futuras para utilizacdo de Lipases no meio cientifico
e industrial estao diretamente relacionadas com a reducao dos custos de
producao e purificagao, buscando novas metodologias produtoras de
lipases, fazendo melhoramento genético, moldando propriedades

apreciaveis para serem aplicadas na “quimica fina”, “quimica verde” em

biotransformacdes.?®

1.4.2 Enzima CALB (Lipase B de Candida antarctica)

A enzima CALB é um tipo de Lipase obtida da levedura Candida
antarctica cuja a origem e isolamento remetem a Antarctica por isso a
origem do nome.?® A levedura Candida antdrctica (Aspergillus oryzae)
produz ainda outro tipo de Lipase a CALA, a Lipase A é mais termoestavel
e mais especifica em substratos grandes, por exemplo, nos triglicerideos,
enquanto que a Lipase B hidrolisa uma ampla gama de ésteres.>° Diversos
estudos sobre conformacao, estrutura, propriedades e caracteristicas da
enzima CALB foram realizados, sendo uma enzima muito bem

caracterizada.

Figura 1.1 Estrutura cristalina da Lipase B de Candida antarctica suportando
como ligante o acglicar N-Acetil-D-Glucosamina (22).3*®

22
o Ser105
A NP
©H
Asp187 R

His224 Enzima Livre
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A Lipase CALB ¢é uma proteina globular que apresenta 317
aminoacidos e um peso molecular estimado em 33 kDa, sua estrutura
cristalina aponta a existéncia de uma a/B hidrolase com um centro ativo
composto por uma triade catalitica Ser105-His224-Asp187 (Figura
1.1).31°

Um estudo estrutural do centro ativo da enzima aponta a existéncia
de uma hélice hidrofdbica responsavel por uma das caracteristicas mais
apreciaveis da CALB a interface organica-agua, essa hélice atua como
uma superficie de ligacdo lipidica, onde ocorre a interface 6leo-agua.
Trodler e Pleiss em 2008 fizeram um estudo de modelagem sobre a
estrutura e flexibilidade da CALB frente a diferentes solventes organicos
(Figura 1.1).%?

Figura 1.2 Flexibilidade na superficie estrutural do cristal da CALB frente a
solventes apolares.

Hélice longa
(residuos 266-289)

Hélice curta
(residuos 139-150)

Laco
(residuos 215-222)

B 5.ixa Flexibilidade
B Alta Flexibilidade

Os pesquisadores ao estudar a partir de simulagcdes em &agua a
flexibilidade da CALB mapeando a superficie estrutural do cristal,
descobriram que a enzima possui flexibilidade reduzida em solventes nao-

polares essa reducao ndo esta apenas relacionada a interacao entre as
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moléculas do solvente organico e a proteina, mas também devido a
interacdo com a 4&gua ligada a enzima na superficie do seu bolso
localizado no sitio ativo enzimatico.3?

A enzima CALB provou ser um catalisador versatil para uma ampla
gama de biotransformacgdes, proporcionando principalmente boa
seletividade, estabilidade e enantiosseletividade na obtencdo de alcodis
opticamente puros através de reacdes de hidrdlises em agua ou solvente
orgdnico em condicdes brandas.®®> A especificidade e alta
estereosseletividade apresentada pela CALB sdo gracas a existéncia no
seu sitio ativo uma cavidade chamada de bolso de estereoespecificidade,
no qual os enantiomeros de um determinado substrato sdo orientados

estericamente durante a catalise.>*

1.5 Resolucgao Cinética

A possibilidade de obter substancias opticamente puras e suas
respectivas aplicacoes deve-se ao fato dos catalisadores bioldgicos,
fazerem o reconhecimento de grupos pro-quirais, faces enatiotépicas e os
enantiomeros de um racemato. Esse reconhecimento segundo A. G.
Ogston ocorre devido a existéncia de trés pontos de diferentes de
interacdo entre o substrato e o sitio ativo da enzima (regra dos trés
pontos).3>-3°

A resolucdo cinética de uma mistura racémica como o proprio nome
sugere €& baseada nas diferencas de velocidades reacionais dos
enantiomeros (R e S) em reagdes que utilizam reagentes assimétricos ou
catalisadores quirais.?” Cineticamente temos que a velocidade de uma
reacao que leva efetivamente a formacdo do produto é inversamente
proporcional a variagdo de energia livre de Gibbs (AGY)
consequentemente as constantes de velocidade do enantidbmero R e do
enantiomero S de um dado composto sdo diferentes kR+kS, ou seja, o
enantidmero que possui menor AG” reage mais rapidamente que o outro

resolvendo-se assim o racemato.3%?>
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Esse fato ndo tira a possibilidade de ocorrer a reacdao do outro
enantibmero complementar, porém como o catalisador biolégico é
especifico ocorre uma acao mutua entre enzima e substrato obtendo-se
na maioria das vezes grandes excessos enantioméricos. Por outro lado, a
resolucao cinética, apresenta uma limitacdo, consegue-se no mMaximo
atingir 50% de conversdo de um enantiomero do seu respectivo substrato
quiral.®

Na literatura tém-se relato de diversos compostos bioresolvidos
principalmente alcodis secundarios, porém usando metodologias e
biocatalisadores diferentes, geralmente enzimas disponiveis
comercialmente ou células de microorganismos cultivadas e isoladas.*°
Temos a Oxidagcao Enantiosseletiva onde apenas um dos enantiomeros
do alcool racémico 1-(4-metoxifenil)etanol (23), é oxidado para cetona
pelo biocatalisador enantiosseletivamente, obtendo assim o enantidmero R

opticamente puro com 99% de e.e (Esquema 1.7).

Esquema 1.7 Exemplo de uma reacao de Oxidagdao Enantiosseletiva sem a

presenca de metal. *
OH
peh
eO R

e.e. 99%

Arthrobacter sp

23

A Arthrobacter sp. apresentou excelente atividade enzimatica na
oxidacdo enantiosseletiva do alcool (R/S)- 1-(4-metodxifenil)etanol (23),
(Esquema 1.7) acima. Outra metodologia bastante citada na literatura é a
Oxidacao Enantiosseletiva usando complexo contendo metal, como

exemplo temos a oxidacdo do 1-Feniletanol (24), (Esquema 1.8).*
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Esquema 1.8 Exemplo de uma reacao de Oxidagao Enantiosseletiva com a
presenca de metal. ¥

25
\ Complexo de Paladio
A4
pd,
Cl Cl
. O
oH (-)esparteina OH
% +
R/S S
24 e.e. 82,4%

Nesse trabalho desenvolvido por Muller constatou-se que sem a
presenca do complexo de paladio (25), a porcentagem de conversao é
inferior a 1%.%? Outra metodologia muito reportada na literatura é o uso

do agente acilante em reacdes de bio-resolugdo.*?

Esquema 1.9 Exemplo de uma reacdo com uso do agente acilante (Ester
vinilico).*?

. PSL - 0
OH O Livre ou Imobilizada

OH O )Lo 0
> X +
)\n/u\OCHg OCHjz OCHj
e.e. 99%

R/S 26

26a S

No Esquema 1.9 observamos a alta capacidade da enzima no
reconhecimento molecular ao transferir o grupo acila para apenas um dos
enantiomeros do (R/S)-AMBH (26) acima, e formagao do S-AMBH (26a),
opticamente puro. E importante ressaltar a importancia na escolha do
agente acilante e sua concentracao nas reacdes, geralmente usa-se
ésteres vinilicos visto que o grupamento vinil € um 6timo grupo

abandonador.**** A técnica de resolucdo cinética a qual foi discutida
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acima da a possibilidade de obtencao de apenas um dos enantibmeros

gerando um rendimento maximo de 50% de conversao.

Existe também a Resolucdo Cinética Dinamica a qual supera essa
limitacao do poder conversivo, segundo a teoria de “Racemizagao”, existe
a possibilidade de se obter 100% de conversao do substrato quiral
desejado, obtendo apenas um dos enantibmeros, porém, a grande
desvantagem é complexidade no processo, muitas vezes é necessario o
uso de combinagdes entre enzimas e substratos.*> Diante dos exemplos
de bio-resolucdes apresentados aqui e de muitos outros disponiveis na
literatura, ndo resta duvidas da importancia desta técnica para se obter
compostos enantiomericamente puros. Vale frisar que a metodologia a ser
usada no nosso trabalho sera a resolucdo cinética, associada a sinteses

organicas.

1.6 Leishmaniose

A leishmaniose ou Leishmaniase € uma doenca causada por um
protozoario unicelular do género Leishmania, da ordem Kinetoplastida e
da familia Trypanosomatidae. Existem varias espécies de Leishmania e
todas sdo morfologicamente indistinguiveis as diferenciacbes para
tratamento é feita através de anticorpos monoclonais e eletroforese com
analise de isoenzimas ou anadlise genética, entre as espécies encontradas,
a grande maioria das espécies de leishmaniose parasita o homem sendo
considerada uma zoonose.*® Temos como vetor responsavel pela
transmissdo da leishmaniose na natureza as fémeas hematofagas
infectadas dos insetos denominados de flebotomineos (Figura 1.3),
pertencentes a Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia
Phlebotominae e Género Lutzomyia, possuindo diversos nomes populares:
mosquito-palha (cor de palha), birigui, péla égua, arrupiado, asa-dura,

cangalhinha e etc.’
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Figura 1.3 Fémea do Flebotomineo vetor da Leishmaniose. Fonte:
www.ribeiraopreto.sp.gov.br.

- Fémea do Flebotomineo { foto ampliada).

O protozoario causador da leishmaniose apresenta-se em duas
formas celulares diferentes (Figura 1.4), as formas amastigotas e
promastigotas (Figura 1.4c e 1.4d). As formas celulares amastigotas se
desenvolvem e sao encontradas no hospedeiro infectado possuindo um
formato oval, enquanto que as formas promastigotas sao encontradas
apenas no vetor hospedeiro intermediario causador da doenca “Mosquito
Palha”, as células promastigotas possuem um flagelo rico em mitocéndrias
gue possibilitam movimentacao facilitando assim o ciclo de vida do

parasita.*’

Figura 1.4 Formas celulares do protozodrio causador da Leishmania: (c)
Amastigotas, (d) Promastigotas. Fonte: www.iwis.org.br

(c) (d)
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O ciclo bioldgico (Figura 1.5) inicia-se quando os flebotomineos
ingerem as formas amastigotas quando se alimentam do sangue infectado
de um mamifero (I). Uma vez no tubo digestivo do inseto, estas formas
diferenciam-se e replicam-se em promastigotas (II). Posteriormente, as
formas promastigotas migram para a faringe misturando-se com a saliva
e é repassado ao novo hospedeiro através da picada do inseto (III).

Na epiderme do hospedeiro, estas promastigotas sao fagocitadas
pelos macrofagos onde no seu interior se diferenciam em amastigotas
(IV). Estas amastigotas se multiplicam intensamente levando ao
rompimento dos macrofagos e liberacao destes parasitas, que serao
fagocitadas por novos macréfagos, ocorrendo entdo a disseminacao

hematogénica para outros tecidos (V).*®

Figura 1.5 Ciclo de transmissdo de parasitos do género Leishmania Fonte:

Adaptado de <http://calazar.zip.net/>

As células parasitadas que migrarem para a epiderme causara a
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) (VI), porém se as células
parasitadas migrarem para as visceras temos a Leishmaniose Visceral

Americana (LVA) (VII), também conhecida como calazar.
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Segundo a Organizacao Mundial da Saude 90% dos casos de
leishmaniose visceral sdo registrados em Bangladesh, Brasil, Nepal, India
e Suddo; 90 % dos casos de leishmaniose mucocutanea ocorrem no
Brasil, Bolivia e Peru e 90% dos casos da leishmaniose cutanea ocorrem
no Afeganistdo, Brasil, Ira, Peru, Ardbia Saudita e Siria.*°

Em relacdo ao tratamento das diversas formas de Leishmaniose a
OMS incentiva o investimento em pesquisas de novas drogas.

As drogas a serem desenvolvidas visam o menor custo de producao,
baixa toxicidade, reducao dos efeitos colaterais e vias de administragao
menos dolorosa, estimulando a continuidade do tratamento pelo paciente
espera-se que no futuro, possam existir drogas que proporcionem um
tratamento mais ameno, uma vez que os tratamentos feitos atualmente é

feito de maneira dolorosa, com injecdes intralesionais.’
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo a bio-resolugdo cinética utilizando a
enzima CALB (Lipase B de Candida antarctica) dos AMBH derivados dos o,
m e p nitrobenzaldeidos e acrilonitrila, os quais possuem atividades
biolégicas estudadas apenas na forma racémica (Leishmanicida, anti-
Chagassica, anti-cancer, moluscicida entre outras), bem como um teste
de atividade bioldgica inédito contra a forma antipromastigota do parasito
Leishmania braziliensis comparando as bioatividades dos enantibmeros

puros e o racemato do AMBH derivado do m-Nitro-benzaldeido.

2.2 Objetivos especificos

v Sintetizar os AMBH utilizando acrilonitrila e os aldeidos

correspondentes.

v Sintetizar os ésteres dos respectivos AMBH utilizando cloreto de acetila.

v' Desenvolver novos métodos de separacao de enantiomeros dos AMBH

racémicos via cromatografia gasosa com colunas por fases quirais.

v Planejar, desenvolver e aperfeicoar um método de bio-resolucao dos
AMBH quirais utilizando a enzima CALB (Lipase B de Candida
antarctica), a fim de se obter excessos enanteoméricos altos ou até

mesmo obter os enantidmeros opticamente puros.

v Bioavaliar a atividade especifica dos enantibmeros isolados e a mistura
racémica in vitro dos AMBH contra a forma antipromastigota do

parasito Leishmania braziliensis, bem como fazer o teste de
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citotoxicidade em macrofagos murinos e obter seus indices

terapéuticos (Laboratorio Conveniado).

v Determinar a configuragcao absoluta do centro de quiralidade dos
respectivos enantidomeros (R ou S) dos AMBH, utilizando a técnica de
ressonancia magnética nuclear de 'H RMN!H através do “Método de

Mosher”.

v' Medir a rotacdo Optica dos enantidbmeros e determinar os respectivos

([alb).
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3. ESTRATEGIAS

Diante do escopo geral do trabalho, pretende-se sintetizar e em
seguida esterificar os AMBH racémicos os quais sdo alcodis secundarios
utilizando cloreto de acetila, (33) (Esquema 3.1), os acetatos formados

serao hidrolisados posteriormente.

Esquema 3.1 Reacgodes de preparacao dos AMBH o, m e p, seguida de acetilagao
para a preparacao dos acetatos provenientes dos AMBH.

KN AMBH
o) [NJ OH
DABCO CN
I N H =+ IrCN ................... - I Ny ¢
P 4
(0,m,p) 0N (0,m,p) O,N
R/S
27,28 e 29
33
(0]
(o)
OH A M
N * CN T - CN
|// TEA, DCM | X
(o,m,p) O,N A 2
R/S (osm!p) OZN R/S
27,28 e 29 30,31 e 32

A etapa seguinte (Esquema 3.2) serdo as reacoes de biocatdlise
usando a enzima Lipase CALB e agua como solvente. Espera-se que a
enzima CALB atue seletivamente, hidrolisando apenas um dos
enantibmeros dos respectivos ésteres, obtendo um dos enantiomeros dos

respectivos AMBH.



(o,m,p) 02N

R/S
30,31 e 32

|
A
(o,m,p) ON

,” 30a,31a e 32a
Enzima hidrolase

\_/

nQ

(S

S
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Esquema 3.2 Reagodes de Bio-resolucao catalisadas pela Enzima CALB.

X

OH
CN
CN | Y (R
+ =

(O,m,p) 02N

R
27b,28b e 29b

CALB .
........... »> OU (o)
Agua )Lo OH
. A_CN
N CN | Nl
| NX(R) + 2
& (o,m,p) O5N
(o,m,p) ON
R S
30b,31b e 32b 27a,28a e 29a

Os produtos das reacdes de biocatalise acima serao separados por

o]
Ao
| N~
(o,m,p) °2N/ 7
30b,31Ee32b

(o)

M

- CN
e
A F

(o,m,p) O2N
S
30a,31a e 32a

||o

Hidrdlise

K2CO3 e MeOH

ou

Hidrdlise

KoCO3 e MeOH

cromatografia liquida, usando silica como fase fixa e acetato de etila e
hexano como eluente. As determinacdes dos excessos enantioméricos das
estruturas serdao feitas através de cromatografia gasosa usando coluna
quiral com detector FID. Os acetatos remanescentes da (Esquema 3.3)
serao hidrolisados usando K,COs e metanol como solvente a fim de se

obter os outros enantiomeros dos AMBH complementares.

Esquema 3.3 Reacdes de hidrdlise usando K,COs; e Metanol como solvente dos
ésteres provenientes das reagoes de bio-resolucdo.

OH

XA CN

Y
(o,p,m) O,N

R
27b,28b e 29b

H

e}

CN
NY (9
Z

\—

(0,m,p) OoN

S
27a,28a e 29a
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A etapa subsequente representada pelo Esquema 3.4 sera a

determinacao da configuracdo absoluta do carbono assimétrico dos

enantibmeros dos AMBH resolvidos caso os mesmos sejam obtidos,

através do “método de Mosher” usando a técnica da dupla derivatizagao.

Espera-se determinar também se possivel a rotacao optica das moléculas

opticamente puras.

Esquema 3.4 ReacOes de esterificacdo entre os AMBH (S e R) com o (S e R)-

MTPA de Mosher, e seus respectivos diastereoisomeros.

C,,
MeO (S):I

OH
= S)-MTPA
| X3 CN (S)
&7
(o,m,p) O,N
S
27a,28a e 29a
MeO,,
(R)-MTPA
F
1l __on
MeO (S)
(0]
34a
OH (S)-MTPA
| ST CN
S A
(o,m,p) O2N
R +
27b,28b e 29b
MeO,, OH
3ap ©
(R)-MTPA

DCC,DMAP

seemscmcsonmcscsmaccme

DCM

MeO(S) :]

35,36 e 37 NO, (o,m,p)

DCC,DMAP MeO,,
------------------- > FCTR) g
\\
NO, (o,m

DCM
38,39 e 40
P)
ou
DCC,DMAP
FCu,,
DCM MeO (S)
4142e43
0, (o,m,p)

44,45 e 46

DCC,DMAP MeO,,
seccecscccccccccccI FoC (R)
DCM
NOz(om p)

O Esquema 3.4 mostra o método da dupla derivatizacdo e sera

utilizada a técnica de Ressondncia Magnética Nuclear RMN!'H para
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observar a influéncia do auxiliar de quiralidade (R/S)-MTPA (Acido-a-
Metoxi-a-Trifluorometil-a-fenilacético) (34a e 34b) nos respectivos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos respectivos ésteres
diastereoisoméricos de Mosher (35 & 46).

A Ultima etapa serd a realizacdo de uma avaliacao in vitro contra a
forma antipromastigota do parasito Leishmania braziliensis. Com 0s
resultados, poderemos comparar as atividades dos enantidmeros isolados

frente a atividade do racemato.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Este projeto esta relacionado diretamente com a especificidade que
as enzimas possuem frente a um determinado substrato quiral,
interpretado pelo modelo “encaixe induzido” proposto por Koshland. A
(Figura 4.1) tenta descrever o modelo proposto, mostrando que as
enzimas ndo sao estruturas totalmente rigidas, e sim estruturas sensiveis
e maleaveis, mudando sua conformacdo durante a formacdo do complexo

enzima-substrato.>°

Figura 4.1 Esquematizagcdao mostrando o mecanismo de “encaixe induzido”
proposto por Koshland.

Quar]qo o] _substrato entra no PRODUTOS
sitio ativo ocorre uma

mudanc¢a na forma da enzima
T~ SUBSTRO tornando o encaixe mais

SITIO ATIVO preciso.

‘- % 5 [
> = =
2

ENZIMA
ENZIMA + SUBSTRATO COMPLEXO COMPLEXO ENZIMA + PRODUTO
ENTRANDO NO SITIO ENZIMA - SUBSTRATO ENZIMA - PRODUTO DEIXANDO O SiTIO

ATIVO

Dentre as enzimas mais usadas em reacdes de biocatalise temos as
hidrolases, as quais participam de reacdoes de hidrélises, dentre elas
podemos citar a enzima CALB um tipo de Lipase derivada do fungo
Candida Antarctica espera-se que as reagoes de bioresolucao gerem AMBH
enantiomeracamente puros possibilitando o teste de atividade
comparativo o qual foi discutido nas partes anteriores deste trabalho.

Nesta secao sao apresentados os avancos e as dificuldades

encontradas em cada etapa sintética desenvolvida neste trabalho,
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juntamente com os resultados da avaliacao contra a forma Leishmania
braziliensis dos AMBH m [R/S (28), R (28b) e S (28a)].

4.1 Sintese dos adutos de Morita Baylis-Hillman utilizando a

Acrilonitrila

A pesquisa foi iniciada objetivando a escolha e sintese de uma classe
de trés AMBH cuja funcdo quimica é alcool, os quais possuem em sua
estrutura quimica um anel aromatico substituido por um grupo nitro (NO;)
nas posicoes orto, meta e para. A escolha foi feita pela grande atividade
Leishmanicida apresentada pelas moléculas racémicas. Os Adutos de

Morita Baylis-Hillman nitrados escolhidos estdao mostrados na (Figura
4.2).°t

Figura 4.2 Adutos de Morita Baylis-Hillman escolhidos para bio-resolugao.
NO, OH
CN  R/s-2-(hidroxi(2-nitrofenil)metiléno)acrilonitrila

27
* R/S- 2-(hidroxi(3-nitrofenil)metiléno)acrilonitrila

OH

O)*\H/CN R/S- 2-(hidroxi(4-nitrofenil)metiléno)acrilonitrila
O,N 29

A preparacgao destes adutos foi feita utilizando a acrilonitrila como o
grupo aceptor de Michael, seguindo a metodologia descrita na literatura.’
Essa metodologia faz o uso de 1mmol do respectivo aldeido, junto com
1mmol da Acrilonitrila em 100%mol de DABCO, submetidos as condigdes

de temperatura ambiente (Esquema 4.1).



55

Esquema 4.1 Metodologia para a preparagao dos adutos utilizando acrilonitrila a
temperatura ambiente.

OH

0
I DABCO(100%mol
I S + ﬁCN ( ol ) I XN, CN
R R=2-NO,, 3-NO2 4-NO, R 5798 29
(R/S)

Estas reacoes foram acompanhas pela técnica de cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) e os resultados obtidos estdo descritos
na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Resultados da reacdo de preparacao dos adutos usando acetonitrila
como solvente a temperatura ambiente.

Aduto Tempo Rendimento

27 4 horas 90%
28 4 horas 95%
29 4 horas 100%

Pode-se ver na Tabela 4.1, que a metodologia experimental utilizada
para a preparacao dos adutos foi satisfatoria, apresentando tempo e
rendimento consideraveis. Tais resultados ja eram esperados, visto que
sdo reacdes bem efetivas como descrito na literatura. >!

A identificacdo destes AMBH foi realizada através da avaliacdo dos
espectros de IV, RMN!'H, RMN!3C. Os principais dados espectroscdpicos

destes compostos estao listados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 Principais dados espectroscopicos dos AMBH sintetizados 27, 28 e

29.
6 5 4
NO, OH s 9QH , OH
5 CN OoN A CN 1 CN
1 5 3
1 3
2 Z4 7 > 78 ON" 2 56
27 28 29
AMBH IV (cm™) RMN 'H (6 ppm) RMN *3C (dppm)
7,80 (dd, 8,8/4,0 Hz, 2H aromaticos);
27 7,97 (dd, 8,8/4,0 Hz, 2H aromaticos);

3452(-OH) 7,48 (dd, 4,0/1,2 Hz, 1H metilénico); 132,02(carbindlico)
7,68 (dd, 4,0/1,2 Hz, 1H metilénico);
5,95 (s, 1H metinico).

8,15 (dd, 8,8/4,0 Hz, 2H aromaticos);
8,22 (dd, 8,8/4,0 Hz, 2H aromaticos);
28 3345(-OH) 7,72 (dd, 4,0/1,2 Hz, 1H metilénico);
7,75 (dd, 4,0/1,2 Hz, 1H metilénico);
5,41 (1H metinico);
3,17 (s, 1H -OH).

132,08(carbindlico)

7,55 (dd, 8,8/4,0 Hz, 2H aromaticos);
8,19 (dd, 8,8/4,0 Hz, 2H aromaticos);
29 3481(-OH) 6,05 (dd, 4,0/1,2 Hz, 1H metilénico);
6,14 (dd, 4,0/1,2 Hz, 1H metilénico);
5,39 (1H metinico);
3,03 (s, 1H -OH).

127,27(carbindlico)

De forma geral, nos espectros de infravermelho, foi possivel
observar uma banda larga na faixa de 3345 e 3481 cm™ atribuida ao
estiramento da ligagdo O-H. Nos espectros de RMN'H dos AMBH foram
observados a presenca dos hidrogénios referentes aos anéis aromaticos, a
presenca dos hidrogénios metilénicos e metinicos. Para o AMBH nitrados

m e p observou-se o hidrogénio referente a Hidroxila, porém para o AMBH



57

nitrado o ndo foi possivel observa-lo. Nos espectros de RMN 13C observou-
se a presenca de todos os carbonos e com destaque os sinais dos
carbonos carbindlicos dos respectivos adutos. A estrutura dos AMBH foi

confirmada de acordo com os dados da literatura.

4.2 Sintese dos respectivos ésteres dos AMBH utilizando Cloreto

de Acetila, TEA e Dicloro metano como solvente

A segunda etapa de sintese deste trabalho envolveu uma reacdo de
(Acetilacdo) para a preparacao dos acetatos racémicos (30, 31 e 32)
provenientes dos AMBH nitrados, que posteriormente foram hidrolisados
pela Enzima CALB, com excecao do éster (30) que sera discutido adiante.
A proposta de sintese dos ésteres esta representada pelo Esquema 4.2
Neste, utilizou-se o cloreto de acetila (33), TEA (trietilamina) e

diclorometano como solvente, a 0°C.

Esquema 4.2 Metodologia inicial de acetilacdo para a preparacao dos ésteres
provenientes dos AMBH.

33
o)

OH )Lm

CN
| Ny + TEA, DCM, 0°C
(o,m,p) OzN/

CN

\ /
c>=o

(0,m,p) ON
R/S PITe RIS
27,28e29 30,31 e 32

Estas reacoes foram acompanhas pela técnica de cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) e os resultados obtidos estdo descritos
na (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 Resultados das reacdes de acetilagdes dos AMBH usando cloreto de
acetila como solvente a temperatura ambiente.

Aduto Tempo Rendimento

30 6 horas 82%
31 5 horas 87%
32 4 horas 100%

Este protocolo levou a formacao dos produtos esperados, e com
rendimentos bem acima do encontrado na literatura.®®> No qual foi
encontrado um Unico artigo com a reacao acima e com rendimento inferior
a 50%, porém usando outra metodologia. O (Esquema 4.3) a seguir
mostra uma proposta de mecanismo do tipo SNAcilica para as reagoes de
acetilacbes. Na (Etapa 1) mostra o ataque nucleofilico a carbonila do
cloreto de acetila essa é a etapa lenta da reacdo, a (Etapa 2) é rapida e
ocorre a rehibridizagdo do carbono da carbonila e expulsao do cloro na

forma de cloreto.

Esquema 4.3 Proposta de mecanismo do tipo SNAcilica para as reagdes de
acetilagao dos AMBH.
(0]

)Lm ,‘O'D .
e i e

. HS

0. Etapa 1 O_,_\P' Etapa 2 o )
CN — —— B + . py .
I Ny * X CN =———= N CN *° 9| :

AG I// | .

(o’m’p) 02N (o,m’p) 02N A
27,28 € 29 9728e29 (0M:P)O2N 2728 e 29
(R/S) (R/S) (R/9)

g
Etapa 3 SN
(0]
@ )Lo

CN
O} ( I N *
.’9|$ \/E\/ + e

(0,m,p) O2N
30,31 e 32
(R/S)
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A etapa 3 finaliza o mecanismo no sentido direto da reacao, onde a

TEA neutraliza o hidrogénio ox6nio formando como produtos os ésteres
derivados dos AMBH e o sal de cloreto de aménio.

32.
0]
0)1\6

CN

NO,

OoN

Tabela 4.4 Principais dados espectroscépicos dos Esteres sintetizados 30, 31 e

J

CN
1 3

2 56
32

Esteres IV (cm™)

RMN 'H (8 ppm)

RMN *3C (6 ppm)

30

7,78 (m, 1H aromaticos);
8,08 (m, 2H aromaticos);
7,76 (m, 1H aromaticos);
7,00 (s, 1H metinico);
6,16 (s, 2H metilénicos);

2,15 (s, 3H metilicos).

168,89
(Carbonila)

8,15 (dd, 8,8/4,0 Hz, 2H aromaticos);
8,22 (dd, 8,8/4,0 Hz, 2H aromaticos);
7,72 (dd, 4,0/1,2 Hz, 1H metilénico);
7,75 (dd, 4,0/1,2 Hz, 1H metilénico);
5,17 (s, 1H metinico);
0,98 (s, 3H metilicos).

169,70 (Carbonila)

32 1751 (C=0)

7,78 (m, 1H aromatico);
8,24 (m, 2H aromaticos);
7,65 (m, 1H aromaticos);
6,16 (s, 1H metinico);
5,17 (dd, J = 1,2/0,7 Hz, 2H metilénico).
2,15 (s, 3H metilicos)

169,00
(Carbonila)
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A identificacdo destes AMBH foi realizada através da avaliacdo dos
espectros de IV, RMN'H, RMN*3C. Os principais dados espectroscdpicos
destes compostos estao listados na Tabela 4.4.

De forma geral, nos espectros de infravermelho, foi possivel
observar um forte estiramento na faixa de 1751 cm’, atribuidas a
absorcdo da ligacao C=0 referente a carbonila de ésteres, e o
desaparecimento da banda larga na faixa de 3345 e 3481 cm™ atribuida
ao estiramento da ligacdo O-H. Nos espectros de RMN'H dos AMBH foram
observados a presenca de multiplitos referentes aos anéis aromaticos, a
presenca dos hidrogénios metilénicos, metinicos e principalmente o
aparecimento do singleto referente aos hidrogénios metilicos.

A presenga do carbono da carbonila no espectro de RMN 3C na faixa
de 168,89 e 169,70 ppm foi bastante importante para a elucidacao destes
compostos, pois ele confirma a presenca da carbonila de éster (C=0)
presente no acetatos. A estrutura dos AMBH foi confirmada de acordo com

os dados da literatura.

4.3 Reacbes de Bio-resolucdo: Hidrélise dos Esteres pela Enzima
CALB (Lipase B de Candida antarctica)

O primeiro passo foi o desenvolvimento das metodologias de
separacdo cromatografica dos racematos (27, 28 e 29) para serem
utilizadas como padrdo para observar os excessos enantioméricos das
reacoes de bio-resolucao e identificar os respectivos tempos de retencgoes
dos enantiomeros que constituem os racematos.

A fase estacionaria utilizada foi a coluna quiral beta ciclodextrina e a
fase movel foi o gas de arraste (N,). A (Figura 4.3) abaixo tras os
respectivos cromatogramas desenvolvidos bem como as condicdes de

corrida.
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Figura 4.3 Separacdao cromatografica dos AMBH racémicos, utilizando coluna

quiral.
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Nos cromatogramas observa-se a existéncia de dois picos de
aproximadamente mesma area e com tempos de retencdo (P1 e P2)
diferentes. Isso acontece devido os enantibmeros interagirem
diferentemente com a fase estacionaria (beta ciclodextrina). Os
cromatogramas mostrados aqui representam apenas uma determinada
faixa de corrida, suficientemente necessaria para identificacdo dos
enantiobmeros.

As reacOes de hidrdlise foram realizadas com a enzima CALB
comercial em meio reacional aquoso. Embora essa enzima seja bastante
reativa em meio organico apolar, optamos por realizar a reagdo em agua
deionizada devido a baixa solubilidade dos adutos em hexano e heptano.
Utilizamos a enzima CALB para as solucdes dos trés adutos mostrados

conforme o Esquema 4.4.

Esquema 4.4 ReacOes de Bio-resolucdo dos ésteres racémicos, catalisadas pela
enzima CALB.

(0]
] X, o

Enzima hidrolase - CN
Xy CALB 78 CN DG
I// A 25°C ] |// ( +)0N//
[ m,
N gua, 25 s P) O, R

(m,p) O,N
31e32 31ae 32a 28b e 29b

CN Enzima hidrolase

* CALB L
- ~ Reacao nao ocorre
NO, Agua, 25°C
R/S
30

As reacdoes de hidrolises catalisadas pela enzima Lipase CALB
ocorreram apenas nhos substratos (31 e 32) como mostra o (Esquema
4.4). Verificou-se que a enzima hidrolisa seletivamente os ésteres de
configuracdo absoluta R, levando a formacdo dos enantibmeros R

opticamente puros (28b e 29b) respectivamente dos AMBH.
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Estas reacdoes foram acompanhas pela técnica de cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) e analise em por cromatografia gasosa
com coluna quiral para acompanhar a conversao € 0S excessos
enantioméricos dos respectivos AMBH, o0s resultados obtidos estao

mostrados na Tabela 4.5.

Tabela 4. 5 Resultados das reacdes de hidrélise catalisadas pela CALB.

Ester Tempo Rendimento Rendimento e.e. % dos
Nitrado (%) (R)-AMBH (%) (S)-Ester AMBH
o 30 dias Nao reagiu
m 2 dias 42,9 47,6 99,3
p 2 dias 37,4 40,6 99,9

Na Tabela 4.5 mostra que a configuracao absoluta do centro de
quiralidade dos AMBH é R, mostrando que ela hidrolisa os ésteres R. Os
excessos enantioméricos foram superiores a 99% determinados utilizando
as areas obtidas pelos cromatogramas mostrados na Figura 4.5 mais
adiante.

Os ésteres e os AMBH opticamente ativos foram isolados e
separados por cromatografia liquida usando silica como fase estacionaria e
uma mistura de acetato de etila e hexano 10%-15%, gerando os
rendimentos mostrados na Tabela 4.5. Ainda na Tabela 4.5 podemos
notar que a reacao de bio-resolucdo do éster (30) nao ocorreu. Na
tentativa de hidrdlise, variamos as condicdes de reacao tais como: pH,
concentracao da enzima Lipase CALB, concentracdo de substrato, tempo
de reacao (30 dias) e solvente, porém sem éxito. Uma possivel explicacao
pode estar na posicdo orto do grupo nitro ligado ao anel aromatico.

Em estudo tedrico efetuado pelo nosso grupo de pesquisas no ano
de 2007, foi caracterizado por QTAIM, a existéncia de uma Ligacdo de
Hidrogénio Intramolecular (LHI) entre o oxigénio do grupo nitro e a
hidroxila em (27) (Figura 4.4) °3.
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Figura 4.4 Caracterizacao da IHB no aduto (27) via QTAIM 53.

- _.-_#' “ ’ﬂ ® <
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Essa comprovacdo tedrica, embora a atuacdo da enzima seja no
AMBH acetilado, serve para mostrar a proximidade entre o grupo nitro e a
parte acetilada do AMBH que sera hidrolisada no bolso da enzima e
consequentemente ocorrerem as reacgoes de hidrélise isso é apenas uma
suposicao devido a complexidade inerente no processo. Possa ser que esta
modificacdo estérica conformacional particular, causada pelo grupo orto-
nitro no AMBH possa impedir a atuacdo catalitica da enzima Lipase CALB,
essa hipdtese sera estudada em um trabalho futuro o qual faremos a bio-
resolugao de AMBH com estruturas diferentes.

Dando sequéncia ao trabalho, os resultados das analises
cromatograficas das reacdes de bio-resolucao para os AMBH S (28a e
29a) estao descritos abaixo na Figura 4.5.

Para o AMBH (27) como ja foi discutido, ndao foi possivel analisar a
reacdao de bio-resolucao no cromatdégrafo usando coluna quiral pelo fato
de ndo ocorrer a reagao de hidrolise. Os cromatogramas mostrados abaixo
sao referentes as reacoes de bio-resolucao que geraram os AMBH nitrados
m e p é (R), mais uma vez mais digo que serd mostrado o método de

determinagcao mais a frente neste capitulo.
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Figura 4.5 Cromatografia dos AMBH R (28b e 29b) opticamente puros, obtidos
através da bio-resolugao com a enzima lipase CALB.
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o ; 28b
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0 [ . 3
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LEEE T > o 0008 O] EET
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5000 % OH
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] O,N R Temperatura
2500 29b da coluna (Isoterma)= 200°C
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102,071 FEIL00 9dT

T T T T T T T T T T T T T T I
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et Tone  Area Height Height®: Area’s
OL,194 282275 5296 F9.9278 #9.56358
02,051 1149 4 00722 04382
Total 263424 5300 10,0000 10,0000

De acordo com a Figura 4.5 acima, obtivemos étimos resultados na
bio-resolucao dos AMBH (28 e 29), observamos nos cromatogramas
guase que a existéncia de apenas um Uunico pico, com tempos de
retencdes bem préximos dos picos dos cromatogramas dos respectivos
racematos mostrados anteriormente. Tivemos quase que uma completa
separacdao enatiomérica obtendo excessos enatioméricos (e.e.) para o
AMBH (28) de 99,3% e 99,9% para o AMBH (29). Esse resultado é
inédito na literatura para essas moléculas, isso mostra a grande
enantiosseletividade da enzima Lipase CALB, o modelo encaixe induzido
atuando.
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4.4 Reacgoes de hidrdlise usando K,CO3; e Metanol como solvente,

dos ésteres-S remanescentes das reagoes de bio-resolucao

Dando sequéncia ao trabalho, a proxima etapa foi as sinteses dos
outros enantibmeros dos AMBH S (28a e 29a), para isso necessitou-se
hidrolisar os respectivos ésteres S (31a e 32a) provenientes da reacdo de
biocatdlise e devidamente separados por cromatografia liquida. As reacoes
de hidrodlise foram feitas usando K>CO3 e Metanol como solvente em banho

de gelo como representadas no Esquema 4.5.

Esquema 4.5 Reacdes de hidrdlises utilizando K,COs; e Metanol dos ésteres
nitrados-(S) m e p, para obtencao dos AMBH nitrados (S) m e p.

o)
A oH
- cN KoCO3zeMeOH SN
B) .
100%
31a
NO2 Noz 28a
P oH
0 AN
~ _CN K>CO35e MeOH
10%
OzN 32a ° 20a

Essas reacdes de hidrdlises usando essa metodologia geraram os
AMBH S (28a e 29a) complementares das respectivas misturas
racémicas. A conversao para obtencdao de 28a foi de 100% um otimo
resultado, porém na obtencdo de 29a tivemos uma conversao de apenas
10%, e formacdo de outro produto durante a reacao, observamos que
ocorre a formacao do AMBH seguida de sua degradacao. Essa discrepancia
na conversao para o AMBH nitrado p, pode ter haver com o efeito
eletrénico do substituindo nitro nesta posicao. O grupo nitro na posicao p
gerara uma forma candnica que possui uma deficiéncia eletrénica no

carbono vizinho ao carbono assimétrico que possui um hidrogénio
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tornando-o mais &acido, consequentemente sua base conjugada mais
estavel visto que o meio é basico. Por ressonancia eletronica isso pode
gerar um intermediario mais estavel levando a formagao de um produto
guimico diferente do esperado.

A identificacdo da obtencao dos AMBH S foi feita novamente pela
analise cromatografica usando o mesmo método e condicdes de corrida
usadas anteriormente nas reagoes de bio-resolugao. Os resultados obtidos

experimentalmente sao mostrados na Figura 4.6.

Figura 4.6 Cromatogramas dos AMBH S (28a e 29a) opticamente puros, obtidos
através da hidrélise usando K,CO3; e Metanol.
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De acordo com a Figura 4.6 acima, obtivemos também o&timos
resultados na obtencao dos AMBH complementares optamente puros,
observamos novamente nos cromatogramas, quase a existéncia de
apenas um unico pico, com mesmo tempo de retencdo, porém
complementar aos picos dos cromatogramas dos respectivos racematos.
Tivemos também altos excessos enatioméricos (e.e.) para o AMBH S 28a
de 86.8% e 97,48% para o AMBH 29a.

Com os resultados desses cromatogramas chegamos a completa
separacdao dos enantibmeros das respectivas misturas racémicas, esses
resultados sdao de grande importancia frente a “tecnologia quiral”.
Desenvolvemos uma metodologia de separacao dos enantibmeros para os
AMBH (28 e 29). Sado resultados promissores, pois essas moléculas
possuem diversas atividades bioldgicas tais como (Leishmanicida, anti-
Chagassica, anti-cancer, moluscicida entre outras) essas atividades foram
recentemente revisadas pelo nosso grupo. >*

Apds a separacao dos enantidbmeros utilizando a resolucdo cinética
com a enzima CALB, determinou-se as rotacoes dpticas e seus respectivos
[alo, dos enantidmeros R dos AMBH (28b e 29b) bem como dos
respectivos ésteres S (31a e 32a) a (Tabela 4.6) possui os valores

determinados.

Tabela 4.6 Valores de [a]p dos AMBH R e dos ésteres S opticamente puros
medidos a 25°C, ¢=1,6g/100 mL em CHCIs.

Estruturas [alo
AMBH (R)
28b +37
29b +30

Esteres (S)
31a -7

32a -9
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4.5 Determinacao da configuracao absoluta dos AMBH R (28b e

29b) usando a técnica de Mosher (dupla derivatizacao)

Dando sequéncia ao trabalho, determinaram-se a configuracao
absoluta dos enantiomeros dos AMBH nitrados m e p opticamente puros
derivados dos respectivos acetatos os quais a enzima CALB hidrolisava.
Usou-se o protocolo da dupla derivatizacao desenvolvido por Mosher em
1973. °°

O interesse despertado por este método baseia-se tanto na
possibilidade de trabalhar com amostras em pequenas quantidades,
guanto devido a sua simplicidade. Entretanto, este método requer a
presenca de grupos funcionais especificos na molécula, tais como -CO,H, -
NH, e - OH, necessarios para ligar o substrato ao reagente. Portanto,
mostra-se Util apenas para alcodis primarios e secundarios, aminas
primarias e secunddrias e para acidos carboxilicos °°. A técnica utiliza-se
de auxiliares de quiralidade opticamente puros (Figura 4.7a) que possuem
em suas estruturas quimicas substituintes aromaticos que irdo interagir
com os hidrogénios dos respectivos substratos (Figura 4.7b) os quais se
pretende determinar a configuragcao absoluta, essa interacdo ocorre na
forma de blindagem eletrénica que sera observada pelos espectros de

RMN'H obtidos experimentalmente sob mesmas condi¢cdes de analises.

Figura 4.7 Auxiliares de quiralidade (R/S-MTPA) e os diastereocisbmeros de
Mosher mostrando a blindagem eletronica nos hidrogénios dos AMBH-R.

R-MTPA AMBH S-MTPA AMBH
m,p m,p
N
o I 0 N
HiCOST o ?CH%H = HCOST o )=
FSCM F3C (R) F3C (R) (R CN FSCW (R)] "0y CN
© 0 o H \T O _ H \T
A
(S)—MTPA, 34a (R)'MTPA’ 34b Diastereoisémero de Mosher Diastereoisomero de Mosher
(Anél brindando os H (Anél brindando os H

a aromaticos dos AMBH) b metilénicos dos AMBH)
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Os auxiliares de quiralidade utilizados experimentalmente foram os
respectivos acidos carboxilicos de Mosher (R)-MTPA e (S)- MTPA (Acido-a-
Metoxi-a-Trifluorometil-a-fenilacético) e estdo representados na Figura
4.6a. As reacoes de esterificacao dos AMBH R (28b e 29b) com os
respectivos acidos carboxilicos de Mosher (R)-MTPA e (S)- MTPA (Acido-a-
Metoxi-a-Trifluorometil-a-fenilacético) enantiomericamente puros estao

representadas no Esquema 4.6.°’

Esquema 4.6 Reacles de esterificacdo de Mosher através da dupla derivatizacdo
com os AMBH (R) e os auxiliares de quiralidade R-MTPA e S-MTPA.
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(S)-MTPA

FsC,, DCC,DMAP FsC,,
MeO (S) OH ’ o MeO (S)
0]
0, (m,p)

NY (R

(m,p) O2N
R

28b e 29b DCC,DMAP MeO,
MeO,, ~
Fac?ayr ! D!
3~ (R) DCM, 25°C
aap ©
(R)-MTPA 45e 46 02 (m,p)

Essas reacdoes foram bem trabalhosas devido as dificuldades de

purificacdao, e serem realizadas em pequena escala, partindo apenas de
20mg do alcool opticamente puro. Porém obtivemos rendimentos
regulares acima de 65%, depois que os dois ésteres diastereoisoméricos
sdo preparados, seus espectros de RMN'H foram registrados e
comparados nas mesmas condicoes de solvente (CHCIl3), temperatura
(25°C) e concentracao (8mg/ml). Na Figura 4.8 abaixo temos os
espectros de RMN'H para os quatro diastereoisémeros obtidos com os R e
S-MTPA e os AMBH nitrado m e p.
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Figura 4.8 Expansao dos espectros de RMN1H na faixa de (6,0 - 8,3 ppm) dos
diastereoisbmeros de Mosher.
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Da Figura 4.8 observamos que no diastereoisomero de Mosher R
observamos que ocorreu uma blindagem nos hidrogénios metilénicos do
m-AMBH enquanto que no diastereoisomero de Mosher S ocorreram
blindagem nos hidrogénios aromaticos, isso determina que a configuracao
eletronica do m-AMBH é R. Para o p-AMBH observamos o mesmo
comportamento de blidagem e desblindagem eletrénica apresentado pelo
m-AMBH, confirmando também que a configuracao do carbono assimétrico
do p-AMBH é R.

Tabela 4.7 Valores especificos de deslocamentos quimicos de RMN de 1H para
os diastereoisomeros de Mosher, bem como as magnitudes das medidas de
ASRS.

AMBH-m On

AaRS
Diastereoisomero de Diastereoisomero de
Mosher (R)- Mosher (S)-
MTPA MTPA
H1- 6.10 H1- 6.16 A58 <¢ -0,06
H2- 6.00 H2- 6.03 -0,03
H3- 8.13 H3- 7.98 0,15
H4- 8.22 H4- 8.18 0,04
H7- 7.61 H7- 7.50 RS 0,11
H8- 7.61 Hg-7.50 A% >0 4’1y
AMBH-p On
AaRS
Diastereoisomero de Diastereoisomero de
Mosher (R)- Mosher (S)-
MTPA MTPA

H1- 6.07 H1- 6.10 o . -0,03
H2- 6.16 H2-6.22 A8 <0 g
H3- 8.26 H3- 8.19 0,07
H4- 8.31 H4- 8.24 RS 0,07
H7- 7.56 H7-7.54 Ao >0 0,02
H8- 7.58 H8- 7.56 0,02
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A Tabela 4.7 tras os valores de deslocamentos quimicos dos
hidrogénios metilénicos e aromaticos que sofreram o efeito de blindagem
dos reagentes auxiliares de Mosher, os valores geraram um A3*°>0 e
A3R°<0 confirmando que a configuracdo absoluta do carbono assimétrico
dos AMBH nitrados m e p é R, com isso concluimos que a enzima hidrolisa

os enantidmeros R dos respectivos acetatos.

4.6 Atividade antipromastigota contra Leishmania braziliensis
dos AMBH (28 S/R, 28b R e 28a S)

Todos os testes de atividades bioldgicas antes do nosso trabalho
foram feitos usando apenas o racemato. Esse trabalho desenvolvido
possibilitou um novo teste de atividade bioldgica com os enantidmeros
separados e o racemato e ver suas respectivas acdes bioldgicas, pois
sabemos que farmacos quirais interagem diferentemente nos organismos.

Sabe-se que os enantibmeros de farmacos quirais podem causar
efeitos benéficos ou maléficos ou até mesmo apenas um dos
enantibmeros possuir atividade para determinada patologia. Diante disso,
se faz necessario refazer o teste de atividade bioldgica contra as formas
antipromastigotas de Leishmania braziliensis usando as estruturas (28,
28b e 28a) do (AMBH- m -NO,) e verificar os resultados para efeitos
comparativos.

Para avaliar a atividade antipromastigota das substancias os ensaios
foram realizados sob crescimento de formas antipromastigotas de L.

braziliensis cultivadas na presenca dessas moléculas (Grafico 4.1).
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Grafico 4.1 Inibicdo do crescimento de formas promastigotas de Leishmania
braziliensis na presenca de diferentes concentragdes das substdncias em estudo.
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A mistura racémica foi a que se apresentou mais efetiva sobre
promastigotas de L. braziliensis, e a substancia (S) foi a que apresentou
uma menor atividade antileishmania (Grafico 4.1). Esse resultado é muito
promissor economicamente, visto que a substdncia pode ser ingerida na
sua forma racémica. N3o conseguimos encontrar na literatura esse
mesmo comportamento observado, ndo existem outras substancias
racémicas que possuem atividade Antipromastigota de Leishimania
Brazilienses estudadas onde a mistura racémica se mostrou mais efetiva

que os seus enantidmeros separados.

4.7 Analises de citotoxicidade dos AMBH (28 S/R, 28b R e 28a S)

sobre macréfagos murinos

Para anadlise da citotoxicidade, macrofagos peritoneais de
camundongos suicos foram incubados durante 24h na presenca dos
enantidbmeros e da mistura racémica. Foram utilizadas duas metodologias
para anadlise da viabilidade celular: o ensaio com corante vital azul de
tripan e o ensaio do MTT.

No ensaio com azul de tripan (Grafico 4.2) avaliamos a integridade

da membrana celular.
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Grafico 4.2 Citotoxicidade das substancias para macréfagos peritoneais de
camundongos suicos, incubados por 24h em estufa de CO2 a 37°C na presenca
de diferentes concentragdes das substancias.
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Observou-se que a mistura racémica foi a mais citotéxica e o (S) o
menos citotdxico, no ensaio usando o corante azul de tripan tivemos as
analises em quadruplicata.

O ensaio de reducao do MTT (Grafico 4.3) avaliamos a atividade de

enzimas desidrogenases mitocondriais.

Grafico 4.3 Viabilidade celular feita pelo método de reducdo do MTT, incubados
por 24h em estufa de CO2 a 37°C na presenca de diferentes concentragdes das
substancias e quantificados sob microscopia Optica na presenca de azul de
trypan.
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Os resultados revelaram que apenas a partir da concentragao de 40
HMg/mL comecgou a existir citotoxicidade sobre macréfagos murinos para
todas as substancias, no ensaio de MTT tivemos as analises em duplicata.
Nas duas metodologias utilizadas para avaliar a citotoxidade para
macrofagos murinos, pode ser constatado que todas as substancias

avaliadas foram mais citotdxicas para o parasita do que para macréfagos.
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5 CONCLUSAO

Diante do trabalho realizado podemos concluir que as reacgoes
de sinteses dos AMBH selecionados, bem como os respectivos acetatos
geraram os produtos esperados em altos rendimentos. Desenvolveu-se
com sucesso via cromatografia gasosa com coluna quiral dois novos
métodos de separacao enantiomérica, para os AMBH racémicos
nitrados o e m, para o AMBH racémico nitrado p ja existia uma
metodologia desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisas.
Desenvolveu-se também, metodologias novas para bio-resolugao dos
AMBH racémicos nitrados m e p, utilizando a enzima CALB (Lipase B
de Candida antarctica), os resultados mostraram que a enzima
hidrolisa enantiomericamente o acetato m e p com configuragao
absoluta R, a bio-resolucao do AMBH racémico nitrado o nao foi
possivel ser feita, pois a reacdao de biocatadlise ndo ocorreu.

Obteve-se excessos enantioméricos de 99,3% para o AMBH-R-
m e 99,9% para o AMBH-R-p, as reacOes de hidrolise usando K,COs e
metanol como solvente geraram os enantibmeros complementares dos
AMBH-S-m e p opticamente puros, com excessos enantioméricos de
86,8% e 97,48% e rendimentos reacionais de 100% e 10%
respectivamente. Os valores de rotacdo Optica especifica determinados
para os (AMBH-R m e p) foram +37 e +30, para os (Acetatos-S m e p)
os valores foram -7 e -9 esses valores sao todos inéditos. A
configuracdo absoluta do carbono assimétrico dos AMBH m e p os
quais a CALB hidrolisa € R determinada através do método da dupla
derivatizacao com MTPA desenvolvido por Mosher. O teste de atividade
biolégica contra as formas promastigotas de L. braziliensis mostrou
gue mistura racémica do AMBH nitrado m foi a mais efetiva, porém a
mais citotoxica, o enantibmero S apresentou menor bioatividade e é o

menos citotdxico.
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Materiais e Métodos

Todos os reagentes utilizados nas sinteses foram adiquiridos
comercialmente, os aldeidos a acrilonitrila e o cloreto de acetila adquiridos
da Acros, a Enzima Lipase CALB da (Novozym 435), solventes adquiridos
da Tedia e da Vetec, os auxiliares de quiraliade de Mosher (R) e (S)-MTPA
adquiridos da Aldrich, onde todos continham excelente grau de pureza e
foram utilizados sem prévia purificacdo. Todas as reacdes bem como os
produtos formados foram acompanhadas pela técnica de cromatografia de
camada delgada analitica (CCDA), onde foi utilizado cromatofolhas de
aluminio da marca Macherey-Nagel, suportadas em Gel de Silica 60 (fase
estacionaria), contendo indicador de fluorescéncia a 254nm, e uma
mistura de Acetato de Etila / Hexano como fase moédvel, sendo irradiadas
em camera de ultravioleta.

A purificacdo dos produtos foi feita utilizando a técnica de
cromatografia em coluna do tipo flash, utilizando gel de silica (fase
estacionaria) da marca Acros, apresentando uma granulometria de 0.035
- 0.070mm, e uma mistura de Acetato de Etila / Hexano, como fase
movel. As solucdes organicas foram secas sobre Na,SO4 anidro e os
solventes foram evaporados sob pressao reduzida e temperatura
controlada em evaporador rotatdrio da marca Fisaton.

Os espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN) 'H e 13C
foram registados usando Varian Mercury Spectra AC 20 espectrometro
(200 MHz para 'H, 50 MHz para !3C). Os desvios quimicos foram referidos
em relagdo ao tetrametilsilano interno (0,00 ppm &) para 'H e CDCls (ppm
d 77,0) para 3C. Os desdobramentos quimicos referentes a cada
acoplamento dos hidrogénios foram expressos da seguinte forma: singleto
(s), singleto largo (sl), dubleto (d), tripleto (t), sexteto (sex), duplo
dubleto (dd), duplo duplo dubleto (ddd) e multipleto (m). Os

deslocamentos quimicos (d) foram medidos em partes por milhdo (ppm) e
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as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As multiplicidades dos
sinais dos carbonos foram observados pelo uso da técnica de APT, onde
sao colocados em fase “para cima” carbonos quaternarios e metilenos e
em fase “para baixo” carbonos de metino e metila.

Os espectros de Infravermelho (FT-IR) foram registados num
espectrofotdmetro Shimadzu modelo IRPrestige-21 em pastilhas de KBr.
Anadlise por espectrometria de massa foi realizada em cromatografia em
fase gasosa espectrometria de massa (GC-MS) analise (SHIMADZU GCMS-
QP2010). A separacao foi realizada por CG-QP2010-Shimatzu com capilar
quiral B-ciclodextrina-CYCLODEX-B (30m x 0,25 mm x 0,25 mm) usando
N, como gds de arraste, com de pressdo de cabeca de 2,4 kg/cm?. As

rotacdes oOpticas foram medidas com polarimetro-341 - Perkin Elmer.

6.2 Procedimento geral para a reacao de Morita-Baylis-Hillman
utilizando a Acrilonitrila como solvente, obtencao dos racematos
(27, 28 e 29)

Em um baldo de 25 mL, foi adicionado 151 mg (1mmol) dos
respectivos orto, meta e para nitrobenzaldeido, 0,4 mL de acrilonitrila (6
mmol) e 112 mg (1 mmol) de DABCO. A reacao ficou sob agitacao
magnética e a 0°C, sendo acompanhada por CCDA. O isolamento foi feito
concentrando a mistura reacional a pressao reduzida, para a retirada da
acrilonitrila. Em seguida, a mistura reacional concentrada foi transferida
para uma coluna cromatografica contendo 10g de silica gel flash
previamente empacotada, utilizando inicialmente um eluente de Acetato
de Etila/Hexano (30%), seguido do aumento gradativo da polaridade da
fase mével. As fracdes foram reunidas, e a obtencdo do produto foi

efetuada pela evaporacdo dos solventes em evaporador rotatorio.
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AMBH 2-(hidroxi(2-nitrofenil)metilénilo)acrilonitrila (27)

NO, OH NO, OH
RMN'H RMN'3C

RMN!H (CDCls;, 200 MHz, 5 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-ATP (CDCls, 50 MHz, § ppm): 68,76; 116,36; 123,91; 124,83;
128,82; 129,46; 132,02; 134,00; 134,06;142,34.

IV (cm™): 3452; 2230; 1527 e 1352 (Deformacdo axial assimétrica e

simétrica de NO,).
Massa (m/z): 204

Aspecto Fisico: Liquido viscoso

AMBH 2-(hidroxi(3-nitrofenil) metilénilo)acrilonitrila (28)
OH OH

ogNmCN oszc:N

RMN'H RMN'3C

RMNH (CDCI3, 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,1H, 4,2/1,8 Hz).
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RMN*3C-ATP (CDCl3, 50 MHz, § ppm): 73,88; 117,29; 122,31; 124,50;
126,28; 130,79; 132,08; 133,49; 142,24; 149,20.

IV (cm™): 3345; 2229; 1520 e 1350 cm™* (Deformacio axial assimétrica

e simétrica de NO,).
Massa (m/z): 204

Aspecto Fisico: Liquido viscoso

AMBH 2-(hidroxi(4-nitrofenil) metilénilo)acrilonitrila (29)

OH OH

OoN O5N

2
RMN'H RMN'3C
RMN'H (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-ATP (CDCl3, 50 MHz, § ppm): (CDCls, 50 MHz, 383 ppm):
73,13; 116,20; 123,97; 125,23; 127,27; 131,03; 145,93; 147,88.

IV (cm™): 3481; 2225; 1523 e 1350 (Deformacdo axial assimétrica e

simétrica de NO,).
Massa (m/z): 204

Aspecto Fisico: Liquido viscoso
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6.3 Procedimento geral para a reacao de acetilacao dos AMBH
utilizando Cloreto de acetila, obtencao dos racematos (30, 31 e
32)

Em um baldao de 250 mL, foi adicionado 2.1146g (10,3 mmol,) dos
respectivamente AMBH racémicos (27, 28 e 29), em seguida (1,5 mL) de
trietilamina (TEA), em 25 mL de diclorometano a 0 °C. Com auxilio de um
funil de separacao gotejou-se uma mistura de 2,0 mL de cloreto de acetila
e 25 mL de diclorometano. Apds reagir por 3 horas lavou-se com solugao
aguosa de bicarbonato de sddio e a fase organica foi extraida com
diclorometano e secou-se sob sulfato de soédio. Apds concentracdao, o
material bruto foi sujeito a cromatografia flash em coluna de gel de silica
em 10% de acetato de etila / hexano e aumento gradativo da polaridade
da fase movel. As fracdes foram reunidas, e a obtencdo do produto foi

efetuada pela evaporacdo dos solventes em evaporador rotatorio.

Ester Acetato de 2-ciano-1-(2-nitrofenil)alil (30)

0 0O

A PN

NO, O NO, O
CN CN

RMN'H RMN3C
RMN'H (CDCl3, 200 MHz, § ppm): 8,08 (m, 2 H); 7.78 (m, 1H); 7,76

(m, 1 H); 7,00 (s, 1H); 6,16 (s, 2H); 2,15 (s, 3H).

RMN3C-ATP (CDCls, 50 MHz, 5§ ppm): 20,78; 69,83; 115,90; 121,02;
125,24; 128,46; 131,42; 134,98; 135,11; 147,674; 168,89.

IV (cm™): 1751; 2229; 1531 e 1350 cm™}(Deformacdo axial assimétrica e

simétrica de NO,).
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Massa (m/z): 246

Aspecto Fisico: Liquido viscoso

Ester Acetato de 2-ciano-1-(3-nitrofenil)alil (31)

o) 0
A )LO
RMN'H RMN'3C

RMNH (CDCIl3;, 200 MHz, § ppm): 8,24 (m, 2 H); 7,78 (m, 1H); 7,65
(m, 1 H); 5,17 (s, 1H); 4,93 (dd, J = 1,2/0,7 Hz, 2H); 0,98 (s, 3H).

RMN13C-ATP (CDCls, 50 MHz, § ppm): 21,5; 73,9; 116,3; 122,6; 122,7;
124,9; 130,8; 133,6; 133,9; 138,4; 149,2; 169,7.

IV (cm™): 1751; 2229; 1520; 1350 cm™

Massa (m/z): 246

Aspecto Fisico: Liquido viscoso

Ester Acetato de 2-ciano-1-(4-nitrofenil)alil (32)

O 0
)LO )LO
02N 02N
RMN'H RMN®C

RMN'H (CDCls;, 200 MHz, § ppm): 8,08 (dd, 7,6/4,0 Hz, 2H); 7,78 (dd,
7,5/4,0 Hz, 2H); 7,76 (m, 1 H); 7,00 (s, 1H); 6,16 (s, 1H); 2,15 (s, 3H).
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RMN*3C-ATP (CDCl3;, 50 MHz, § ppm): 20,87; 73,40; 73,50; 104,98;
115,52; 122,00; 124,21; 127,79; 131,42; 133,24; 142,42; 148,31;
169,00.

IV (cm™): 1751; 2229; 1523; 1350 cm™

Massa (m/z): 246

Aspecto Fisico: Liquido viscoso

6.4 Procedimento para a resolucao cinética enzimatica de (28)

utilizando a enzima lipase CALB Novozym 435

Foi adicionado 50 mg da enzima Lipase CALB em 50 mg (0,39 mmol)
de (31) em um erlenmeyer de 50 mL. Em seguida adicionou-se 10 mL de
agua deionizada & mistura, deixando em constante agitacdao no shak 200
rpm durante 48 horas a qual foi acompanhada por CGMS. Apds termino da
reacao, filtrou-se em funil simples e lavou-se com acetato de etila a fim
de remover a enzima. A mistura foi posta em funil de separagao onde se
removeu a fase organica com acetato de etila em seguida secou-se com
sulfato de sdédio anidro e concentrado em rota evaporador. Por fim, o
AMBH foi separado por cromatografia utilizando como eluente uma
mistura de 10% de acetato/hexano. Obteve-se uma massa do AMBH R
(28b) de 18,7 mg (0,09 mmol) e 20,3 mg (0,08 mmol) do Ester S (31a).

6.5 Procedimento para a resolucao cinética enzimatica de (29)

utilizando a enzima lipase CALB Novozym 435

Foi adicionado 80 mg da enzima Lipase CALB em 80 mg (0,39
mmol) de (32) em um erlenmeyer de 50 mL. Em seguida adicionou-se 10
mL de agua deionizada @ mistura, deixando em constante agitacdo no

shak 200 rpm durante 48 horas a qual foi acompanhada por CGMS. Apods
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termino da reacao filtrou-se em funil de filtracao e lavou-se com acetato
de etila a fim de remover a enzima. A mistura foi posta em funil de
separacdao onde se removeu a fase organica com acetato de etila em
seguida secou-se com sulfato de sdédio anidro e concentrado em rota
evaporador. Por fim, o AMBH foi separado por cromatografia utilizando
como eluente uma mistura de 10% de acetato/hexano. Obteve-se uma
massa de AMBH S (29b) 34,3 mg (0,17mmol) e 38,1 mg (0,15 mmol) do
éster S (32a).

6.6 Procedimento para a hidrdlise quimica do éster S (31a)

utilizando K,CO3 e metanol como solvente

Em um baldo de 25 mL pesou-se 38,1 mg (0,155 mmol) do éster S
(31a) e 40mg (0,3 mmol) de K;CO3, em seguida adicionou-se 2 ml de
MeOH, apds reagir por 6 horas em banho de gelo. A extracao foi feita em
um funil de separacao onde se lavou a solugao aquosa com dicloro metano
e posterior secagem Na,SO,4 para eliminar os resquicios de agua. Em
seguida a mistura foi concentrada em rota evaporador e posterior
isolamento usando cromatografia flash em coluna de gel de silica em 10%
de acetato de etila / hexano e aumento gradativo da polaridade da fase
movel. As fracdes foram reunidas, e a obtencao do produto foi efetuada
pela evaporacao dos solventes em evaporador rotatério com uma massa
de 31,5 mg (0,15 mmol) do AMBH S (28a) e rendimento de 100%.

6.7 Procedimento para a hidrélise quimica do Ester R (32b)

utilizando K,CO3 e metanol como solvente

Em um baldo de 25 mL pesou-se 37 mg (0,15 mmol) do éster S
(32a) e 40mg (0,3 mmol) de K;CO3, em seguida adicionou-se 2 ml de
MeOH, apds reagir por 6 horas em banho de gelo. A extracao foi feita em
um funil de separacao onde se lavou a solugao aquosa com dicloro metano
e posterior secagem Na,SO,4 para eliminar os resquicios de agua. Em

seguida a mistura foi concentrada em rota evaporador e posterior
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isolamento usando cromatografia flash em coluna de gel de silica em 10%
de acetato de etila / hexano e aumento gradativo da polaridade da fase
movel. As fracdes foram reunidas, e a obtencao do produto foi efetuada
pela evaporagao dos solventes em evaporador rotatdério com uma massa
de 3,06 mg (0,015 mmol) do AMBH S (29a) e rendimento de 10%.

6.8 Procedimento para a determinacao da configuracao absoluta
do AMBH R (28b) pelo método de Mosher

6.8.1 Reacao do AMBH R (28b) com (R)- MTPA (34b)

Em um baldao de 25 mL foram colocados 20 mg (0,041 mmol) do
AMBH R (28b), 30 mg (0,13 mmol) do (R) - MTPA (34b), 20 mg (0,097
mmol) de DCC e (0,016 mmol) 2,0 mg DMAP em 4 ml de diclorometano
seco. Esta mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 8h. A
solucdao aquosa foi extraida trés vezes com diclorometano, e secou-se sob
sulfato de sdédio. Apds concentracdo, o material bruto foi sujeito a
cromatografia flash em coluna sobre gel de silica com hexano o primeiro
para remover DCU e seguido com (15% acetato de etilo / hexano).O (R) -
[(R)-2-ciano-1-(3-nitrofenil)-alil]3,3,3-trifluoro-2-metoxi-2fenilpropanoato

obtido (39) foi isolado com 67% de rendimento.

Ester de Mosher Propanoato de (R)-[(R)-2-ciano-1-(3-nitrofenil)
alil] 3,3,3-trifluoro-2-metoxi-2-fenil (48)

O ay

Fsc S C
NOGE F3Cqy &
MeO)R\[r ‘ ’ )'\n,o R‘,\J=
O H MeO
@) H
NO2

RMN'H RMN'3C NO>



89

RMN'H (CDCl3, 200 MHz, § ppm): 8,24 (m, 2 H); 7,69 (m, 2H); 7,35
(m, 5H); 6,51 (s, 1H); 6,09 (s, 1H); 6,0 (s, 1H); 3,41 (s, 3H).

RMN!3C-ATP (CDCl3, 50 MHz, §ppm): 22,67, 29,67, 31,89, 74,66,
115,00, 120,15, 120,73, 122,04, 124,68, 125,89, 127,15, 128,70,
130,07, 130,37, 130,98, 133,03, 133,41, 136,34, 148,51, 165,01.

IV (cm™): 2918, 2848, 2231, 1770, 1533, 1450, 1352, 1263, 1222,
1010 cm™?;

Aspecto: Liquido viscoso

6.8.2 Reacao do AMBH R (28b) com (S)- MTPA (34a)

Em um baldo de 25 mL foram colocados 20 mg (0,041 mmol) do
AMBH R (28b), 30 mg (0,13 mmol) do (S) - MTPA (34a), 20 mg (0,097
mmol) de DCC e (0,016 mmol) 2,0 mg DMAP em 4 ml de diclorometano
seco. Esta mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 8 h. A
solucdo aquosa foi extraida trés vezes com diclorometano, e secou-se sob
sulfato de sddio. Apds concentracdao, o material bruto foi sujeito a
cromatografia flash em coluna sobre gel de silica com hexano o primeiro
para remover DCU e seguido com (15% acetato de etilo / hexano). O (S)
-[(R)-2-ciano-1-(3-nitrofenil)-alil]3,3,3-trifluoro-2-metoxi2fenilpropanoato

obtido (36) foi isolado com 75% de rendimento.
Ester de Mosher Propanoato de (S)-[(R)-2-ciano-1-(3-nitrofenil)

alil] 3,3,3-trifluoro-2-metoxi-2-fenil (45)

NG NG
FsC., R= 0/ R '\=

O o \)
MeO™ S MeO \
O H O H

RMN1H N02 RMN13C NOZ
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RMN'H (CDCl3, 200 MHz, § ppm): 8,24 (m, 2 H); 7,69 (m, 2H); 7,35
(m, 5H); 6,51 (s, 1H); 6,09 (s, 1H); 6,0 (s, 1H); 3,41 (s, 3H).

RMN!3C-ATP (CDCl3, 50 MHz, § ppm): 29,67; 56,00; 74,91; 114,36;
115,25; 120,10; 120,98; 121,94; 124,53; 125,85; 126,91; 128,5;
129,99; 130,21; 131,10; 132,83; 134,19; 136,13; 148,41; 165.00.

IV (cm'l): 2920, 2850, 2231, 1759, 1535, 1454, 1352, 1271, 1236,
1020cm™.

Aspecto: Liquido viscoso

6.9 Procedimento para a determinacao da configuracao absoluta
do AMBH R (29b) pelo método de Mosher

6.9.1 Reacdo do AMBH R (29b) com (R)- MTPA (34b)

Em um baldao de 25 mL foram colocados 20 mg (0,041 mmol) do
AMBH R (29b), 30 mg (0,13 mmol) do (R) - MTPA (43b), 20 mg (0,097
mmol) de DCC e (0,016 mmol) 2,0 mg DMAP em 4 ml de diclorometano
seco. Esta mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 8 h. A
solucao aquosa foi extraida trés vezes com diclorometano, e secou-se sob
sulfato de sddio. Apds concentracdao, o material bruto foi sujeito a
cromatografia flash em coluna sobre gel de silica com hexano o primeiro
para remover DCU e seguido com (15% acetato de etilo / hexano). O (R)
-[(R)-2-ciano-1-(4-nitrofenil)-alil]3,3,3-trifluoro-2-metoxi2fenilpropanoato

obtido (40) foi isolado com 70% de rendimento.
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Ester de Mosher Propanoato de (R)-[(R)-2-ciano-1-(4-nitrofenil)
alil] 3,3,3-trifluoro-2-metoxi-2-fenil (49)

S F3C\&
F3C K O R\\\_ 3 O o R‘\\&
MeO™ R X MeO
O H O H
NO,

RMN™3C

RMN'H (CDCl3, 200 MHz, § ppm): 8,28 (d, J = 10,0 Hz, 2H); 7,56 (d, J
= 10,0 Hz, 2H); 7,43 (m, 5 H); 6,59 (s, 1H); 6,16 (s, 1H); 6,07 (s, 1H);
3,48 (s, 3H).

RMN!3C-ATP (CDCl3, 50 MHz, §ppm): 22,67, 29,67, 31,89, 74,66,
115,00, 120,15, 120,73, 122,04, 124,68, 125,89, 127,15, 128,70,
130,07, 130,37, 130,98, 133,03, 133,41, 136,34, 148,51, 165,01.

IV (cm™): 2922, 2850, 2229, 1759, 1533, 1450, 1352, 1271, 1236,
1018cm™;

Aspecto: Liquido viscoso

6.9.2 Reacdao do AMBH R (29b) com (S)- MTPA (34a)

Em um baldao de 25 mL foram colocados 20 mg (0,041 mmol) do
AMBH R (29b), 30 mg (0,13 mmol) do (R) - MTPA (43a), 20 mg (0,097
mmol) de DCC e (0,016 mmol) 2,0 mg DMAP em 4 ml de diclorometano
seco. Esta mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 8 h. A
solucdao aquosa foi extraida trés vezes com diclorometano, e secou-se sob
sulfato de sddio. Apds concentracdao, o material bruto foi sujeito a
cromatografia flash em coluna sobre gel de silica com hexano o primeiro

para remover DCU e seguido com (15% acetato de etilo / hexano). O (S)
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-[(R)-2-ciano-1-(4-nitrofenil)-alil]3,3,3-trifluoro-2-metoxi2fenilpropanoato

obtido (37) foi isolado com 80% de rendimento.

Ester de Mosher Propanoato de (S)-[(R)-2-ciano-1-(4-nitrofenil)
alil] 3,3,3-trifluoro-2-metoxi-2-fenil (46)

NC

¢ FsC
F3C (3 o R\ 3C,, o 3\\\~=
MeO
(0] H
NO,
RMN'H .
RMN'°C

RMN'H (CDCl3, 200 MHz, § ppm): 8,21 (d, J = 10,0 Hz, 2H); 7,56 (s,
2H); 7,42 (m, 5 H); 6,56 (s, 1H); 6,22 (s, 1H); 6,10 (s, 1H); 3,41 (s,
3H).

RMN!3C-ATP (CDCl3, 50 MHz, § ppm): N3o foi possivel verificar todos os
picos devido a pequena quantidade de amostra e o tempo pequeno de

analise de maquina.

IV (cm™): 2922, 2850, 2229, 1759, 1533, 1450, 1352, 1271, 1236,
1018cm™.

Aspecto: Liquido viscoso
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metiléno)acrilonitrila (28).
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Chromatogram ABH m NO2 C:\GCMSsolution\Data\LASOM\JULIANA\francisco\ABH m NO2.qgd
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Spectrum
Espectro 9 Cromatograma de 2-(hidroxi(3-nitrofenil)metiléno)acrilonitrila (28).
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Espectro 10 Espectro de RMN'H (CDCls;, 200 MHz) de 2-(hidroxi(4-nitrofenil)
metiléno)acrilonitrila (29).
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Espectro 11 Expans3o do Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) de (29) na
regiao de 6,04 a 6,16.
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Espectro 12 Espectro de RMN**C-APT (CDCl;, 50MHz) de 2-(hidroxi(4-nitrofenil)
metiléno)acrilonitrila (29).
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Espectro 13 Espectro de Infravermelho em cm™ de 2-(hidroxi(4-nitrofenil)
metiléno)acrilonitrila (29).
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Espectro 14 Cromatograma de 2-(hidroxi(4-nitrofenil) metiléno)acrilonitrila

(29).
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Espectro 17 Espectro de RMN*3C-APT (CDCl;, 50MHz) do Acetato de 2-ciano-1-

(2-nitrofenil)alila (30).
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Espectro 19 Cromatograma do Acetato de 2-ciano-1-(2-nitrofenil)alila (30).
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Espectro 20 Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) do Acetato de 2-ciano-1-(3-
nitrofenil)alila (31).
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Espectro 21 Expansdo do Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) de (31) na
regiao de 4,84 a 5,00.
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Espectro 22 Espectro de RMN**C-APT (CDCl;, 50MHz) do Acetato de 2-ciano-1-
(3-nitrofenil)alila (31).
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Espectro 24 Cromatograma do Acetato de 2-ciano-1-(3-nitrofenil)alila (31).
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Espectro 25 Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) do Acetato de 2-ciano-1-(4-
nitrofenil)alila (32).
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Espectro 26 Expansdo do Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) de (32) na
regiao de 4,3 a 6,8.



113

T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

Espectro 27 Espectro de RMN**C-APT (CDCl;, 50MHz) do Acetato de 2-ciano-1-
(4-nitrofenil)alila (32).

100—_

%T |

80—:

60—: 4 I,"‘l '_"I |
- R NN | I |I|.| | | | h || L
: B A TP ey . I|| I""-1 | = | |I\ ||| ‘ ||H I'.ul I‘I

= - | = \, ! I‘ | I\ Al \", | |I I i |III | ||I |
- 3 ﬂﬁggi i | [ ||‘ || |\I Ny ! || \m ||ﬂ| |‘:: {
4 s 1825 r [ [0 \

20—_ 3 E§§§§ O § | |‘ |tl e 5‘3' || l | = | .'I IJE-“H)U lg_ |I
T ok 10)1\ 18] ] =] 178 {2
: 2 9 O 8 |I I| % ||‘ '.Ill |I II ||J|\ g 8;_ ..S_
. \ z | I ".'I o L]

0— 1 4 5 7 CN Loyl

20— ON"3 ™ 2 6

g LU | P I T | | L L ‘ LU | LI | L ‘ T T 11T | oL L LU | Tk bl | LI | LU | L | LU | LI

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Acet-p-NO2 1/cm

Espectro 28 Espectro de Infravermelho em cm™ do Acetato de 2-ciano-1-(4-
nitrofenil)alila (32).



114

Chromatogram ESTER-P-NO2 C:\GCMSsolution\Data\LASOM\JULIANA\Mrancisco\ESTER-P-NO2_qgd
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e
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Spectrum
Espectro 29 Cromatograma do Acetato de 2-ciano-1-(4-nitrofenil)alila (32).
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Espectro 30 Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) do Propanoato de (S)-((R)-2-
ciano-1-(3-nitrofenil)alil) 3,3,3-trifluoro-2-metdxi-2-fenil (36).
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Espectro 31 Expansdo do Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) de (36) na
regiao de 3,5 a 8,5.
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Espectro 32 Expansdo do Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) de (36) na
regiao de 7,15 a 8,30.
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Espectro 33 Expansdo do Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) de (36) na
regiao de 5,20 a 6,60.
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Espectro 34 Espectro de RMN**C-APT (CDCl;, 50MHz) do Propanoato de (S)-
((R)-2-ciano-1-(3-nitrofenil)alil) 3,3,3-trifluoro-2-metdxi-2-fenil (36).
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Espectro 35 Espectro de Infravermelho em cm™ do Propanoato de (S)-((R)-2-
ciano-1-(3-nitrofenil)alil) 3,3,3-trifluoro-2-metdxi-2-fenil (36).
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Espectro 36 Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) do Propanoato de (R)-((R)-2-
ciano-1-(3-nitrofenil)alil) 3,3,3-trifluoro-2-metdxi-2-fenil (39).
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Espectro 37 Expansdo do Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) de (39) na
regiao de 3,2 a 8,4.

—8.2428
—8.1987

8.1344
— 7.6982
—7.6592
—7.6078
— 7.5682
—7.5288
-—~7.3583
~-7.3491

7.1938

910111213 CDCls

e Y \ /

4
2

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
30 825 820 815 810 805 800 795 790 7.85 7.80 77f.'1, ( 7.7)0 765 7.60 755 750 745 740 735 730 725 720 7.1
ppm
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Espectro 39 Expansdo do Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) de (39) na
regiao de 5,20 a 6,60.
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Espectro 40 Espectro de RMN**C-APT (CDCl;, 50MHz) do Propanoato de (R)-
((R)-2-ciano-1-(3-nitrofenil)alil) 3,3,3-trifluoro-2-metodxi-2-fenil (39).



120

97,5/
%T _|
|
- il
%0 i I'.'I
3 k
7 T & l;
825—) d ]
. |
: : s
75— = . £
d L t
g i [
] 17 |
67,5— \ 6 L | = -
5 P all| |8
] 18 1 ?l 10 § 8[| (=
] C oy L
60— 19 F3C 1.3 14 9 | I l 2
] N 1 1 O Fi\\ 4 8 ! | é B
s25— 20 o) H6 * ! 8
i 5 |5 £
] 3 1 o
45—_ N02
L B e I B I e B e
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Mosher-S-m-no2 1/em
Comment; No. of Scans; Date/Time; 4/12/2012 14:50:03
Mosher-S-m-no? Resolution; User; FTIR
Apodization;

Espectro 41 Espectro de Infravermelho em cm™ do Propanoato de (R)-((R)-2-
ciano-1-(3-nitrofenil)alil) 3,3,3-trifluoro-2-metdxi-2-fenil (39).
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Espectro 42 Cromatograma do Propanoato de (S)-((R)-2-ciano-1-(4-
nitrofenil)alil) 3,3,3-trifluoro-2-metoxi-2-fenil (37).
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Espectro 43 Expansdo do Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) de (37) na
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regiao de 7,00 a 8,6.

na



122

¢ ¢ i
_— _ _
12 11
10
X
MeO~ g 4
o H 1
NO
3 2 2
6 7 8
3 g g
6.‘65 6.‘60 6.‘55 6.‘50 6.‘45 6.‘40 6.‘35 6.‘25 6.20 6.‘15 6.‘10 6.‘05 6.‘00 5.‘95

6.30
f1 (ppm)

Espectro 45 Expansdo do Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) de (37) na
regiao de 5,95 a 6,65.
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Espectro 46 Espectro de RMN*3C-APT (CDCl;, 50MHz) do Propanoato de (S)-
((R)-2-ciano-1-(4-nitrofenil)alil) 3,3,3-trifluoro-2-metdxi-2-fenil (37).
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Espectro 47 Espectro de Infravermelho em cm™ Propanoato de (S)-((R)-2-
ciano-1-(4-nitrofenil)alil) 3,3,3-trifluoro-2-metéxi-2-fenil (37).
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Espectro 48 Cromatograma do Propanoato de (R)-((R)-2-ciano-1-(4-
nitrofenil)alil) 3,3,3-trifluoro-2-metoxi-2-fenil (40).
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Espectro 49 Expansdo do Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) de (40) na
regiao de 3,2 a 8,8.
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Espectro 50 Expans3o do Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) de (40) na
regiao de 7,00 a 8,50.
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Espectro 51 Expans3o do Espectro de RMN'H (CDCl;, 200 MHz) de (40) na
regiao de 6,00 a 6,64.
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Espectro 52 Espectro de RMN**C-APT (CDCl;, 50MHz) do Propanoato de (R)-
((R)-2-ciano-1-(4-nitrofenil)alil) 3,3,3-trifluoro-2-metdxi-2-fenil (40).
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Espectro 53 Espectro de Infravermelho em cm™ do Propanoato de (R)-((R)-2-
ciano-1-(4-nitrofenil)alil) 3,3,3-trifluoro-2-metéxi-2-fenil (40).



