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RESUMO

Titulo: Sintese de novos adutos aromaticos de Morita-Baylis-Hillman: Hibridac&o
molecular como metodologia para obtencao de drogas Leishmanicidas.

Descrevemos neste trabalho a sintese de sete novos adutos aromaticos de
Morita-Baylis-Hillman, as metodologias empregadas e a avaliacdo da atividade
Leishmanicida in vitro contra Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi. Este
trabalho foi idealizado a partir do conceito de hibridacdo molecular, unindo o
Salicilato de metila, farmaco conhecido por suas propriedades analgésicas e
antiinflamatdrias e a por¢do comum de adutos de MBH previamente avaliados contra
espécies de Leishmania. Inicialmente, foi realizada a sintese do 2-acriloiloxi
benzoato de metila (48), um acrilato inédito na literatura, em 71% de rendimento,
gue serviu de aceptor de Michael para a sintese dos adutos de MBH. Oito aldeidos
aromaticos foram utilizados nas reacdes de MBH e os produtos desejados foram
obtidos em rendimentos satisfatorios: Benzoato de 2-{2-[(4-nitrofenil)-hidroxi-metil]-
acriloiloxi}-metila (49), 70%; Benzoato de 2-{2-[(3-nitrofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-
metila (50), 61%; Benzoato de 2-{2-[(2-nitrofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila (51),
74%; Benzoato de 2-[2-(hidroxi-piridin-4-il-metil)-acriloiloxi]-metila (52), 67%;
Benzoato de 2-[2-(hidroxi-piridin-3-il-metil)-acriloiloxi]-metila (53), 60%; Benzoato de
2-{2-[(4-bromofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila (55), 52%; Benzoato de 2-[2-
(Hidroxi-naftalen-2-il-metil)-acriloiloxi] metila (56), 65%. Todos os adutos foram
caracterizados através dos métodos fisicos de Infravermelho e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN'H e RMN*3C). Propusemos também a formacdo de um
anel indolizinico (65) como produto majoritario formado in situ a partir do aduto
Benzoato de 2-[2-(hidroxi-piridin-2-il-metil)-acriloiloxi]-metila (54), que n&o foi isolado,
mas caracterizado por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.
Todos os adutos obtidos no trabalho apresentaram atividade Leishmanicida, com
Clso menores que 60,0 uM, sendo o aduto 51 aquele que apresentou a menor Clsp,
tanto em L. amazonensis como em L. chagasi, ambas com valores menores que 15

uM.

Palavras chave: Adutos de Morita-Baylis-Hillman, Hibridacdo molecular e Atividade

Leishmanicida.
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ABSTRACT

Title: Synthesis of new aromatic Morita-Baylis-Hillman adducts: Molecular
hybridization as a tool to obtaining Leishmanicidal drugs.

We described herein the synthesis of seven new aromatic Morita-Baylis-Hillman
adducts, the methodologies and the evaluation of the in vitro Leishmanicidal activity
against Leishmania amazonensis and Leishmania chagasi. This work was conceived
from the concept of molecular hybridization, uniting Methyl salicylate, a drug known
for its anti-inflammatory and analgesic properties, and a common moiety of the MBH
adducts previously evaluated against Leishmania species. Initially, the synthesis of
methyl 2-(acryloyloxy) benzoate (48), a new acrylic ester, was performed in 71%
yield, which was used as a Michael acceptor for the MBH adducts synthesis. Eight
aromatic aldehydes were used in the MBH reactions and the desired products were
obtained in satisfactory yields: methyl 2-[2-(hydroxy(4-nitrophenyl)methyl)acryloyloxy]
benzoate (49), 70%; methyl 2-[2-(hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)acryloyloxy] benzoate
(50), 61%; methyl 2-[2-(hydroxy(2-nitrophenyl)methyl)acryloyloxy] benzoate (51),
74%; methyl 2-[2-(hydroxy(pyridin-4-yl)methyl)acryloyloxy] benzoate (52), 67%;
methyl 2-[2-(hydroxy(pyridin-3-yl)methyl)acryloyloxy] benzoate (53, 60%; methyl 2-[2-
((4-bromophenyl)(hydroxy)methyl)acryloyloxy] benzoate (55), 52%; methyl 2-[2-
(hydroxy(naphthalen-2-yl)methyl)acryloyloxy] benzoate (56), 65%. All the adducts
were characterized by physical methods as infrared and Nuclear Magnetic
Ressonance (‘*HNMR and **CNMR). We also proposed the formation of an indolizine
(65) as a major product formed in situ from the adduct methyl 2-[2-(hydroxy(pyridin-2-
yl)methyl)acryloyloxy] benzoate (54), which was not isolated, but characterized by
Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry. All the adducts obtained in this
work showed Leishmanicidal activity with ICso lower than 60,0 uM, and the adduct 51
showed the lowest ICsp, both in L. amazonensis and L. chagasi, with values below 15
uM.

Keywords: Morita-Baylis-Hillman  adducts, = Molecular  Hybridization  and

Leishmanicidal activity.
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1. Introducao



1. INTRODUCAO

Em sua trajetoria durante a vida, o homem experimenta diferentes situacoes e
sensacOes. Todas elas, mesmo aquelas que aparentam ser demasiadamente
prejudiciais, servem para que ele suba mais um degrau durante a evolucdo da

consciéncia.

A ciéncia, referindo-me especificamente a Quimica, através de suas
concepcoes tedricas, da observacao e da sua experimentacao pratica, dd ao homem
subsidios para que ele entenda um pouco da sua prépria natureza. O trabalho em
um laboratério ndo é mais do que a materializacdo de uma mente que se questiona
e também questiona o0 mundo, tentando compreendé-lo para quem sabe poder dar
certa contribuicéo para o progresso de todos. E uma idéia que se concretiza, porém,

s6 terd valia se for empregada em beneficio coletivo.

Nosso trabalho nasceu de tentativas e erros, o que nos ajudou muito em
nossa formacdo intelectual e também moral. Descobrimos o quéo esquecidos séo
agueles que apresentam um quadro infeccioso de Leishmaniose. Pudemos perceber
a falta de investimentos e de pesquisas para tratamentos menos dolorosos e mais
eficientes por parte da Industria Farmacéutica, que visa o lucro em grande parte dos
casos. Sendo assim, pudemos dar uma pequenissima contribuicdo aos que desejam

ajudar aqueles que sédo acometidos por tal enfermidade.

1.1 Investimentos para Doencas Negligenciadas.

O desenvolvimento tecnoldgico e cientifico cada vez mais traz conforto e
melhor qualidade de vida para humanidade, pelo menos para uma parcela dela. No
que diz respeito a saude mundial e ao surgimento de novas e eficientes terapias
contra as mais diversas doencas, o desenvolvimento cientifico de novas drogas tem
sido parcial e conivente com a industria farmacéutica, quando se trata de
investimentos em pesquisa, em nao contemplar terapias para doencas
caracteristicas de paises em desenvolvimento, as chamadas doencas

negligenciadas.

Tais doencas como a Malaria, a Febre amarela, a Dengue, a Leishmaniose, a

Esquistossomose e a Doenca de Chagas, ocorrem de forma endémica® em varios



paises em desenvolvimento e muitas vezes sdo esquecidas pelos 6rgaos de
pesquisa e desenvolvimento de novas drogas. Outro ponto importante para se
destacar € o fato de que o publico alvo, pertencente aos paises em
desenvolvimento, ndo representa uma parcela significante nos lucros das Indastrias
farmacéuticas, uma vez que as pessoas acometidas pelas chamadas Doencas
negligenciadas sé&o, na grande maioria, de classes sociais menos favorecidas e de
baixo poder aquisitivo.

Corroborando com este panorama, podemos perceber na Figura 1.1 que
entre os anos de 1975 e 2004 que 1.556 novos medicamentos foram desenvolvidos,
sendo que apenas 21 foram destinados ao combate de doencas negligenciadas,
uma porcentagem de somente 1,3%2.

Novos medicamentos desenvolvidos
entre 1975 e 2004: 1.556

tropicais 1.3%
Tuberculose

@3

Apenas 21 novos medicamentos, dos 1.556 desenvolvidos
para doencas negligenciadas nos uftimos 30 anos

Figura 1.1 Numero de novos medicamentos desenvolvidos entre 1975 e 2004
(Disponivel em: <www.dndi.org.br/Portugues/doencas_negligenciadas.aspx>.
Acessado em: 25 de setembro de 2010).

Nos Estados Unidos da America (EUA), por exemplo, se encontram as
maiores industrias farmacéuticas do mundo. Para se ter uma idéia, no ano de 2007,
a receita destas industrias chegou a soma de 315 bilhdes de dodlares. Em 2008, as
grandes industrias americanas despenderam algo em torno de 65 bilhdes de dolares
em pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos medicamentos. No mesmo ano,
aproximadamente 2.900 novas drogas estavam em andamento nas pesquisas,
porém, 750 delas eram antineoplasicas, 312 para doencas do coracdo, 150 para
diabetes, 109 para Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e varias outras

para Alzheimer e doencas senis®.



No Brasil, os investimentos em relacdo as doencas negligenciadas foram
iniciados pelo Ministério da Saude (MS) em 2003, com o primeiro edital tematico em
tuberculose, seguido pelos editais de dengue (2004) e hanseniase (2005) — todos
editais nacionais que seguiram definicdes das oficinas de prioridades realizadas em
Brasilia, DF. Em 2006, priorizaram-se investimentos em doencas negligenciadas,
com o inicio do Programa de Pesquisa e Desenvolvimento em Doencas
Negligenciadas no Brasil, no ambito da parceria do MS com o Ministério da Ciéncia
e Tecnologia (MCT). Nova oficina de prioridades em doencas negligenciadas foi
realizada em 2008, visando langcamento de edital na 4rea. Por meio desse programa,
foram lancados dois editais tematicos que financiaram 140 projetos com um

investimento total de R$ 39 milhdes*.

Com o incremento de investimentos em doencas negligenciadas e de
publicacbes na area, surgiu a demanda de transformar os conhecimentos
produzidos em produtos para a populacdo acometida por doencas negligenciadas.
Com esse objetivo, o Ministério da Saude, e a Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz),
realizaram, em 2008, um encontro com representantes de diversas instituicdes e
paises, para definir estratégia de pesquisa translacional em doencas negligenciadas,
de forma a transformar resultados de pesquisas em aplicagcbes médicas para
atender a populacéo brasileira. A partir do encontro, foi elaborado um documento,
entregue ao Ministro da Saude José Gomes Tempordao, visando a criacao efetiva do

Programa Translacional do Brasil em Doencas Negligenciadas.

1.2. Leishmanioses

1.2.1 Agentes etiolégicos:

As Leishmanioses sdo doencas parasitarias causadas pelas diversas
espécies do protozoario Leishmania spp., que pertencem a ordem Kinetoplastidae,
familia Trypanosomatidae®. S40 microorganismos unicelulares que se apresentam

em duas formas celulares, a primeira é denominada amastigota (Figura 1.2).

As formas amastigota apresentam formato redondo ou oval, possuindo

didmetro entre 2 e 3 um e um nadcleo de localizagédo excéntrica. S&o encontradas no



interior dos fagolisossomos das principais células fagociticas dos mamiferos, os
macréfagos.

Figura 1.2 Formas amastigotas de Leishmania spp., fagocitadas por macréfagos.
(Disponivel em:<http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Leishmaniasis_il.)

J4 as formas promastigotas (Figura 1.3), que sdo as formas infectantes,
apresentam medidas aproximadas de 10 a 20 um de comprimento e 1,5 a 3 um de
didmetro. Possuem um Uunico flagelo, que geralmente é maior que o corpo do
parasita, que se estende de uma bolsa flagelar no interior do citoplasma e d4 uma
grande mobilidade ao protozoario. Estas formas evoluem a partir das formas

amastigotas dentro de um periodo de 1 a 2 semanas®.
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Figura 1.3 Formas promastigotas de Leishmania spp., em meio extracelular.
(Disponivel em:<http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Leishmaniasis_il.)

Existem varias espécies de Leishmania e a maioria delas parasita 0 homem.
Todas sdo morfologicamente indistinguiveis e geralmente a diferenciacdo das
espécies é feita por andlise de isoenzimas, anticorpos monoclonais especificos ou
andlise genética®. Entre as espécies, podemos destacar aquelas que comumente

causam os diferentes quadros clinicos da Leishmaniose: L. donovani, L. infantum, L.
5



chagasi, L. mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis, L. tropica, L. major, L.

aethiopica, L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis e L.peruviana.

1.2.2 Ciclo de vida dos parasitas

Como ja dito, a Leishmania spp. existe em duas formas celulares e em seu
ciclo de vida nao foi identificado nenhuma fase sexual®. As formas promastigotas sdo
encontradas no intestino do vetor, a fémea de varias espécies do mosquito do
Género Lutzomyia, pertencente a Ordem Diptera, Familia Psychodidae e Subfamilia
Phlebotominae. Sdo também conhecidos como flebotomineos e popularmente como
mosquito-palha, birigui, tatuquira, etc. Quando adultos, os mosquitos vetores estao
prontamente adaptados para viverem em diversos ambientes, entretanto, na fase
larvaria desenvolvem-se em ambientes terrestres iamidos, ricos em matéria organica
e de baixa incidéncia luminosa. Ambos 0s sexos necessitam de carboidratos,
geralmente extraidos de frutos, como fonte energética, porém as fémeas se

alimentam principalmente de sangue para o desenvolvimento de seus ovos’.

Figura 1.4 Vetor da Leishmaniose (Lutzomyia longipalpis) durante o repasto
sanguineo. (Disponivel em: < http://en.wikipedia.org/wiki/Lutzomyia>. Acessado em:
29 de setembro de 2010).

O ciclo de vida da Leishmania spp. se inicia quando o mosquito fémea, no
momento do repasto sanguineo, utilizando sua probdscide, lacera os vasos
sanguineos do hospedeiro vertebrado infectado e as formas amastigotas, contidas

no interior dos macréfagos, sdo sugadas para o intestino do vetor juntamente com o
6



sangue consumido (item 1 da Figura 1.5). Os principais tipos de hospedeiros
vertebrados da Leishmania spp. sdo mamiferos como os roedores, espécies de
canideos, marsupiais, primatas ou mesmo um ser humano. No intestino do inseto
vetor, as formas promastigotas passam por um processo denominado
metaciclogénese, que € o processo pelo qual estas formas param a fase reprodutiva
e tornam-se infectantes (promastigotas metaciclicas). As formas reprodutivas, ndo
infectantes (prociclicas), prendem-se a parede do tubo digestivo do inseto vetor.
Durante a metaciclogénese, as promastigotas sofrem modificacdes bioquimicas em
sua superficie, perdendo assim sua capacidade de adesédo ao epitélio do intestino
médio do fleb6tomo. Como resultado, as promastigotas metaciclicas destacam-se,
migrando para a faringe e cavidade bucal, de onde elas sdo transmitidas ao

hospedeiro vertebrado, durante o préximo repasto sanguineo.®

Durante um novo repasto sanguineo (tem 5 da Figura 1.5) as formas
promastigotas adentram na pele do vertebrado e as promastigotas precisam
sobreviver aos mecanismos inatos de defesa do hospedeiro. As mudancas
bioquimicas ocorridas durante a metaciclogénese conferem as promastigotas uma
resisténcia aumentada a lise pelo sistema complemento. Substancias presentes na
saliva dos flebotomineos também favorecem a infeccdo. Depois de serem
fagocitadas pelo macrofagos do hospedeiro vertebrado, as promastigotas sofrem
diferenciacdo para a forma amastigota. Apds este estagio de diferenciacdo ocorre
intensa multiplicacdo das amastigotas no interior do macréfago até resultar na
ruptura da membrana plasmética e consequente liberacdo dos parasitas, que serdo
novamente fagocitados por outros macréfagos como também se disseminardo

através da circulacdo sanguinea.’

O processo de ruptura da parede celular do macréfago infectado leva a
liberacdo de particulas antigénicas que serdo apresentadas ao sistema imune,
gerando a resposta especifica. Aquelas formas promastigotas que nao forem
internalizadas serdo destruidas no meio extracelular pela resposta inata e as
particulas antigénicas produzidas neste processo também poderdo ser utilizadas
pelas células apresentadoras de antigeno no processo de reconhecimento
antigénico. E provavelmente neste momento que caracteristicas como intensidade e
qualidade da resposta imune sdo definidas, influenciando assim a evolugéo da
doenca para cura espontanea.’



Havendo entdo um novo repasto pelo mosquito vetor em um hospedeiro

vertebrado infectado, reinicia-se o ciclo de vida do parasita.

Ciclo no Flebotomineo Ciclo no vertebrado

O 0 Flebotomineo realiza o repasto e Promastigotas

o Promastigotas sanguineo infroduzindo no local da sdo fagocitadas
multiplicom-se e

picada promastigotas por maciéfagos
migram pora o / & 4 J
probéscide ; /\ ( & \

\% Promastigotas se

fransformam em

0 omosﬁqotuf dentro do
macrétago
As amastigotas se ransfoomam

em promastigotas

)
Amastigotas se multiplicam em

® oé'b @ : :ﬁl
- 2l /\ , g muphc
'~ J células de vdrios tecidos
- \ N v inclusive macréfagos)
e No estdmago os 6

mactétagosse @) bl

rompem e Flebotomineo reakza
liberam as repasto sanguineo
amastigotas ingerindo macréfagos
parasitados com
amasfigotas

Figura 1.5 Modelo esquematico do ciclo de vida das espécies de Leishmania
spp.(Adaptado de: <  http://www.dpd.cdc.gov/DPDx/html/Leishmaniasis.htm>.
Acessado em: 1 de outubro de 2010).

1.2.3 Formas clinicas da infeccao

As formas clinicas conhecidas da Leishmaniose sdo denominadas:

Leishmaniose tegumentar americana (LTA) e Leishmaniose visceral (LV).

A LTA é uma forma clinica da infeccdo, ndo contagiosa, causada por
diferentes espécies da Leishmania spp., que acomete pele e mucosas.
Primariamente, € uma infeccdo zoonotica, afetando outros animais que ndo o ser
humano, o qual pode ser envolvido secundariamente, tornando-a uma doenga com

caracteristicas antropozoonaoticas.

Nas Américas, sado atualmente reconhecidas 11 espécies dermotropicas de
Leishmania causadoras de doenca humana e oito espécies descritas, somente em

animais. No entanto, no Brasil ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do

8



subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sao:
L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as
espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram
identificadas em estados das regides Norte e Nordeste. A distribuicdo das principais
espécies de Leishmania spp. responsaveis pela transmissdo da LTA no Brasil &

mostrada na Figura 1.6°,

Espécies de Unidades Federadas

leishmanias AC |AL |AM (AP |BA |CE |DF |[ES |GO | MA |MG |MT |MS |PA |PB |PE |PI|PR | RJ |RN |RO |RR |RS |SC |SE |SP|TO
L. (V) braziliensis X | X | X [X|X|X|[X|X]|X X X [ X | X [X|X|X|X[X]| X [X | X|[X[X | X[|X|X|X
L. (V.) lainsoni X X
L. (V.) naiffi X X
L.(V.) shawi X X X
L. (V.) guyanensis X X | X X X
L. (1) amazonensis X X X | X X X X X | X [X X X X
L. (V.) utingensis X
L. (V.)lindenberg X
Leishmania (L.) X X
forattinii
Leishmania (L.) X X
enriettii
L. (L.) deanei X

Figura 1.6 Distribuicdo das principais espécies de Leishmania causadoras da LTA
no Brasil.

Classicamente, a LTA se manifesta sob duas formas: Leishmaniose cutanea
(LC), que pode ser de forma localizada ou difusa, e a Leishmaniose mucosa (LM),

também denominada de mucocutanea.

A Leishmaniose cutdnea apresenta uma Ulcera tipica e indolor, que se
desenvolve num periodo de 1 a 3 meses apés a picada do mosquito vetor®. A Ulcera
costuma localizar-se em areas expostas da pele; com formato arredondado ou
ovalado; mede de alguns milimetros ate alguns centimetros; base eritematosa,
infiltrada e de consisténcia firme; bordas bem delimitadas e elevadas; fundo
avermelhado e com granulacdes grosseiras. A infec¢cdo bacteriana associada pode
causar dor local e produzir exsudato seropurulento que, ao dessecar-se em crostas,
recobre total ou parcialmente o fundo da Ulcera. Adicionalmente a infeccao
secundaria pode causar eczema na pele ao redor da ulcera, modificando seu
aspecto (forma ectiméide). As Figuras 1.7 e 1.8 mostram como se apresentam estas

manifestacdes clinicas no homem?®.



Figura 1.7 LTA, lesdo ulcerada, unica, arredondada, com bordas elevadas,
infiltradas e com fundo granuloso.

=5

Figura 1.8 LTA, lesé@o cutanea com aspecto ectimoide, localizada no punho e com
hiperemia e infiltragéo nas bordas.

Ja a forma cuténea difusa constitui uma forma clinica rara, porém grave, que
ocorre em pacientes com anergia e deficiéncia especifica na resposta imune celular
a antigenos de Leishmania. Inicia de maneira insidiosa, com lesao Unica e ma
resposta ao tratamento; evolui de forma lenta com formacéo de placas e mdultiplas
nodulacdes nao ulceradas recobrindo grandes extensdées do corpo, geralmente,
causando deformidade em alguns membros como méos e pés. No Brasil, a doenca
e causada pela L. (L.) amazonensis. As Figuras 1.9 e 1.10 mostram exemplos de
casos clinicos da doenca®.

10



Figura 1.9 LTA, Forma cutanea difusa — Polimorfismo lesional (Lesdes em placa
infiltrada, com ulceracéo, tubérculos em face, orelha e membro superior. Tempo de
doenca 3 anos).

Figura 1.10 LTA, Forma cutanea difusa — Polimorfismo lesional (Lesdes em placa
infiltrada com deformidades nas extremidades. Tempo de doenca 11 anos).
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Estima-se que 3 a 5% dos casos de LC desenvolvam lesdo mucosa.
Clinicamente, a LM se expressa por lesbes destrutivas localizadas nas mucosas das
vias aéreas superiores. A forma classica de LM é secundéria a leséo cutanea. Na
maioria dos casos, a LM resulta de LC de evolugéo cronica e curada sem tratamento
ou com tratamento inadequado. Pacientes com lesGes cutaneas multiplas, lesbes
extensas e com mais de um ano de evolucéo, localizadas acima da cintura, sdo o
grupo com maior risco de desenvolver metastases para a mucosa. Acomete com
mais freqiéncia o sexo masculino e faixas etérias usualmente mais altas do que a

LC, o que provavelmente se deve ao seu carater de complicacdo secundaria.

Acredita-se que a forma mucosa da leishmaniose seja, geralmente, causada
por disseminacdo hematogénica das Leishmanias inoculadas na pele para as
mucosas nasal, orofaringe, palatos, labios, lingua, laringe e, excepcionalmente,
traquéia e arvore respiratéria superior. Mais raramente, podem também ser atingidas
as conjuntivas oculares e mucosas de 6rgdos genitais e anus. As lesbes de pele,
proximas aos orificios naturais, também podem, por contiguidade, invadir as
mucosas. Em 1% dos casos de forma mucosa, a manifestacdo pode ser s6 na

laringe. Na Figura 1.11 é mostrado um exemplo de Leishmaniose mucocutanea®.

Figura 1.11 Leishmaniose mucocutanea, paciente apresentando placa ulcero-
crostosa abrangendo labios e mento.

A LTA é uma doenga que acompanha o homem desde a antiguidade,
existindo relatos e descricdes encontrados na literatura desde o séc. | d.C.***. Nas
Américas, foram encontradas ceramicas pré-colombianas, datadas de 400 a 900

anos d.C., feitas pelos indios do Peru, que apresentam mutilacbes de labios e
12



narizes, caracteristicas da espundia, hoje conhecida como a forma mucosa da
Leishmaniose.’> A doenca é capaz de produzir, além das suas manifestacdes
clinicas, um grande efeito psicologico e social na vida do paciente, transformando-se
em um verdadeiro estigma para aqueles que sao acometidos por tal quadro clinico,

sendo muitas vezes excluidos da sociedade.

Outra manifestacdo clinica causada por espécies do protozoario é a
Leishmaniose visceral (LV), ou calazar, uma doenca crénica grave, potencialmente
fatal para o homem, cuja letalidade pode alcancar 10% quando ndo se institui o
tratamento adequado. E causada por espécies do género Leishmania, pertencentes
ao complexo Leishmania (Leishmania) donovani. No Brasil, o agente etiologico € a
L. chagasi, espécie semelhante a L. infantum encontrada em alguns paises do

Mediterraneo e da Asia.*®

Na América do Sul, o conhecimento da doenca data de 1913, quando Migone,
em Assuncdo, no Paraguai, descreve 0 primeiro caso em necropsia de paciente
oriundo de Boa Esperanca, Corumba - MS.* Posteriormente, em 1934, a partir de
um estudo realizado por Penna® para o diagnéstico e distribuicdo da febre amarela
no Brasil, 41 casos positivos para o protozoario foram identificados em laminas de
viscerotomias praticadas post-mortem. Esses individuos eram oriundos das regides

Norte e Nordeste.

Tanto no Brasil como nas Américas, encontramos o cdo doméstico (Canis
familiaris) como sendo o principal reservatério da L. chagasi em ambientes rurais e
urbanos.>*® J4 em ambientes silvestres, como matas e florestas, os reservatorios
gue se destacam sdo as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os
marsupiais (Didelphis albiventris). No Brasil, raposas infectadas foram encontradas
nas regides Nordeste, Sudeste e Amazbdnica (Figura 1.12). Os marsupiais

didelfideos (Figura 1.13) foram encontrados infectados no Brasil e na Colémbia.*’
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Figura 1.13 Marsupial didelfideo: reservatorio silvestre da L. chagasi.

De modo didatico, a LV pode ser dividida em trés diferentes estagios,
considerando a evolucado clinica da doenca. Sao eles: periodo inicial, periodo de
estado e periodo final.

O periodo inicial é caracterizado pelo inicio da sintomatologia, que pode variar
de paciente para paciente, mas na maioria dos casos inclui febre com duragéo
inferior a quatro semanas, palidez cutaneo-mucosa e hepatoesplenomegalia. O
estado geral do paciente esta preservado, o ba¢co geralmente ndo ultrapassa a 5 cm
do rebordo costal esquerdo (Figura 1.14). Esta fase da doenga, também chamada

de “aguda” por alguns autores.*’
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Figura 1.14 Fase aguda da Leishmaniose visceral.

A segunda fase, o periodo de estado, caracteriza-se por febre irregular,
geralmente associada a emagrecimento progressivo, palidez cutaneo-mucosa e
aumento significativo da hepatoesplenomegalia. Apresenta um quadro clinico
arrastado geralmente com mais de dois meses de evolug¢do, na maioria das vezes

associado a comprometimento do estado geral (Figura 1.15).

Figura 1.15 Crianca no periodo de estado da Leishmaniose visceral.
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Caso nao seja feito o diagnéstico e tratamento, a doenca evolui
progressivamente para o periodo final, com febre continua e comprometimento mais
intenso do estado geral. Instala-se a desnutricdo, com cabelos quebradicos, cilios
alongados e pele seca (Figura 1.16). Outras manifestacfes importantes incluem
hemorragias (epistaxe, gengivorragia e petéquias), ictericia e ascite. Nestes
pacientes, o Obito geralmente é determinado por infeccbes bacterianas e/ou

sangramentos®’.

Figura 1.16 Crianca no periodo final da Leishmaniose visceral.

De acordo com a Figura 1.17, podemos perceber, de maneira comparada, as
relacdes entre as manifestacfes clinicas da doenca e cada uma das fases de sua

evolucao®’.

Evolucao clinica

Manifestagé €5 lenic as Perfodo llliCi{ll Perfodo de EStﬂdO Perfodo Fil’l{ll

Febre Presente Presente Presente
Emagrecimento  Ausente Moderado Acentuado
Palidez  Discreta Moderada Acentuada
Hepatomegalia  Discreta Moderada Acentuada
Esplenomegalia  Discreta Moderada Acentuada
Manifestagoes Hemorrdgicas  Ausente Incomum Freqiiente

Figura 1.17 Quadro comparativo da evolucao clinica da Leishmaniose visceral®’.
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1.2.4 Perfil epidemiolégico mundial e nacional

Todo ano, estima-se um numero entre 1,5 e 2 milhdes de criancas e adultos

apresentam os sintomas da Leishmaniose, sem contar a incidéncia da infecgéo

quando estd se apresenta de maneira subclinica, ou assintomética, onde esses

nameros podem oscilar ente 2 e 4 milhées de pessoas no mundo. Em torno de 90%

dos casos da forma cutdnea de Leishmaniose ocorrem em paises como 0O

Afeganistao, Pakistdo, Siria, Ardbia saudita, Argélia, Iran, Brasil e Peru, enquanto

que 90% dos casos de LV ocorrem na india, Bangladesh, Nepal, Sud&do e Brasi

1
118,

As Figuras 1.18 e 1.19 mostram a distribuicdo geografica da Leishmaniose em

alguns Paises que apresentam regifes endémicas.

‘ Paises endémicos

Figura 1.18 Mapa com paises endémicos de casos de LC. (Disponivel em:

<http://emedicine.medscape.com/article/998804-media>. Acessado em:
outubro de 2010).

10 de
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Figura 1.19. Mapa com regifes endémicas (em amarelo) de casos de LV em paises
do novo e velho mundo. (Disponivel em: <
http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/>. Acessado em: 10 de
outubro de 2010).

De acordo com o perfil geografico mundial, a doenca ainda permanece
inserida na pobreza, como uma doenca negligenciada. Dentre os quase dois milhdes
de novos casos anuais, aproximadamente 1.500.000 casos séo atribuidos a LC e
cerca de 500.000 sdo da LV, no caso desta ultima, o nimero de ébitos pode chegar

a 50.000 anuais®®.

O Ministério da Saude do Brasil, anualmente, divulga o nimero de casos
registrados de varias doencas, entre elas, a Leishmaniose. Para se ter uma idéia do
namero de casos da LTA e da LV, podemos observar as Figuras 1.20 e 1.21 que
mostram os numeros referentes as duas Ultimas décadas. Ja a Figura 1.22 destaca

0 numero de Gbitos ocorridos em pacientes com LV do ano 2000 ao ano de 2009.

De acordo com os dados divulgados, no Brasil, assim como no panorama
mundial, ha sempre um grande numero de casos de Leishmaniose a cada ano.
Entretanto, as formas clinicas da doen¢a ndo apresentam uma propor¢cdo numérica
equivalente de casos. O numero de casos de LTA € sempre muito maior, chegando
a uma proporcao de pelo menos 10 casos da doenca para cada caso de LV em
determinados anos no nosso pais. Porém, é importante observar que a maior parte
dos casos de LV ocorre em estados do Nordeste, devendo-se entdo dar um maior
enfoque a esta forma da doenga nessa regido do pais. J& a LTA ocorre com maior

incidéncia tanto em estados do Nordeste como estados do Norte do pais.
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Regido e UF 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009**

Regido Norte B 5 B4 118 M7 138 152 112 333 437 543 684 847 747
Rondonia’ o] ol ol ol o] o] o of o o] o] o o 0 2 0] o0 3 0 0
Acre! o| of of o of o o of of o o o o o of o o 0 0 0
Amazonas' ol of of o] o o of o0 ol ol o] 3 o 0 i i 1 0 0
Roraima 6| 41| 62| 39| 20| 49| 19| 12| 8| 2| 13 4| 8 9o 15| 12| 4 2 2 6
Para 2| 12| 31| 33| 64| 20| 45| 43| 46| 88| 71| 140| 134| 191| 372| 471 452|  403| 379 300
Amapé' o| of of o o o o of o o 1| of o o o 2 1 0 0
Tocantins 7 ol 6| 12| 33| 48| 69| 97| 58| 185 i82| is4| 188 | 237| 154 176| 235| 437| 434 441
Reqido Nordeste y ) |
Maranhao 91| 61| 14| 55| 53| 263 144| 106| 483 | /24| 842 490| 555 747 | 615| 55| 477]  392] 560 432
Piai 201 8| 19| 701| 78| 407| 239| 205| 85| 48| 04| i20| 127| 252| 48| 306| 242| 264| 252 160
Ceard 140| 150| 159| 248| 486| 49| 200| 130| 158| 421| 49| 231| 221| 212| 296| 391| 599 559 508 636
RoGrandedoNote | 74| 147| 236| 32| 135 8| 7| ns| 16| 26| 33| 18| e8| 62| 55| 48| 70 65 72 86
Paraiba 0| | 81| 46| 91| 17| 89| 72 22| 61| 108] 94| 20| 31| 28| 31| 3 2 27 16
Pemambuco or| 80| 60| 82| 18| 273 208| 61| 10| 68| 539 28| 86| 79| 85| 91| 9% 76 73 64
Alagoas s6| 32| 40| 58| 71| 11| 03| 87| 35| 71| 285 234| 16| 49| 57| 57| 49 32 2 31
Sergipe g2| 78| 19| 98| 203| 266 20| 7| 1| 02| 42| a1| 3| 18] 32| 42| 69 32 39
Bahia 849 | 654 | 652 467| 697| 1489| i648| i254| 568 694| 881| 287| 64| 315| 433 490| 36|  261] 189 334
Regido Sudeste 23 76 9% 59 9 171 166 140 89 189 314 240 425 534 78 6% 704 679  723| 666 |
Minas Gerass 26| 62| 95| 58| 83| 164| 66| 138| 88| 160 218| 145| 298| 349| b620| 484| 430|  421| 471 485
Espirto Santo 5 13| o o o of of o1 1 9| 4 7| 1] 4l 4| 4| 1 0 2 6
Rio de Janeiro 2| 1 0| 1 2 70 0| 1 0| o 4] 4 1] 2] 3| 3l 9 2 0 3
S Paulo ol ol ol ol ol ol ol 0ol o0l o0l 8| 84 25 79| 15| 165] 264] 256 250 172
Rgisi 0 00 0000 00 o0 0 s 2 2 s 3 3 s o &
Parana o] o ol o] o] o] of o 0] 0] o0 3 2 1 3 3] 3 2 0 0
Santa Catarina o| of of o of o o of of o o o o o 2/ o o 1 0 0
Rio Grande do Sul ol ol ol o] o] ol of 0ol 0] 0| 0 0] 0 i ol 0l 0 0 0 8
Mato Grosso do Sul 51 1 3] 3 27| 59| 12| 18] 53| 47| 8| 87| 176| 190| 232| 204| 209|  249] 231 185
Mato Grosso o| of of o of of of of 3 26| 23 18 8 13 2| 2| 2 4 1 69
Goids 11 o| 15| 17| 8| 19| 3| 3l 22| 22| 44| 18| 17| 28| 28| 26| 3 35 25 33
Distrto Federal ol ol ol o]l o ol o ol 0 ol o ol o 9] 9| 5 13 5 5

1944 1510 1870 2570 3426 3885 3246 2570 1977 3624 4858 2549 2450 2971 3580 3597 3651 3.604 3.841

Figura 1.20. Mapa de Casos de Leishmaniose visceral no Brasil. Fonte: BRASIL. Ministério da saude. Secretaria de Vigilancia em
Saude. (Disponivel em: < http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/2_Iv_casos_14 10 _10.pdf>. Acessado em: 14 de outubro
de 2010.
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Rondénia
Acre
Amazonas
Roraima

Tocanting

1990

7.318
1346
59
1733
170
3269
185
596

1991
9.359

1992
9.720
2220
403
3424
492
2236
475
470

1993
9.739

1994
11.306

1995
13117
2499
365
1557
251
7064
645
736

1996
9987

1997
11.058
1.465
413
2.250
308
5.038
902
542

1998
6.078
1.317

280
713
244
2177
892
453

1999
9.129
1.737

490

146
5.051

821

2000
11.140
1.421
903
1.744
352
5.965
592
563

2001
8.107
1.963

i
2.153
454
2.921
52
6547

2002
10.207
1.812
1.076
2.130
451
3.741
a7
520

2003
13.908
1.980
1.385
3.816
303
4.862
555
607

2006
8.833
1.204
1.124
1.554
285
3.554
595
517

2007
9.890

2008

Regido Nordeste
Maranho

Piaui

Ceara

Rio Grande do Norte
Paraiba
Pemambuco
Alagoas

Sergipe

Bahia

3109
249
3848

85

2027
161
1358

342
378
53
24
2797

4725
40
4262
15
196
89
114

3992

4.634
102
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Figura 1.21 Casos de Leishmaniose tegumentar americana no Brasil. Fonte: BRASIL. Ministério da saude. Secretaria de Vigilancia
em Saude. (Disponivel em: < http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/casos_lta_br_gr_uf 1990 2008.pdf>. Acessado em: 14
de outubro de 2010.
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Figura 1.22 Obitos em decorréncia da Leishmaniose visceral no Brasil. Fonte: BRASIL. Ministério da saide. Secretaria de
Vigilancia em Saude. (Disponivel em: < http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/5_Iv_obitos 14 10 10.pdf>. Acessado em: 10
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Apesar da forma visceral da doenca ser aguela que pode levar ao 6bito, ndo
devemos negligenciar ainda mais a LTA por nao ser letal. Como mostrado nos
dados do Ministério da Saude, é grande o niumero de casos de pessoas acometidas
pela LTA, sendo assim, devemos também dar atencéo a esse tipo da infeccdo por
causar muitas vezes deformac¢des no corpo, transformando-se em um verdadeiro

estigma social para os portadores da doenca.

1.2.5 Repertdrio terapéutico para o tratamento das leishmanioses

A partir do ano de 1940, os derivados antimoniais pentavalentes (Sb*°) foram
introduzidos na terapéutica, desde entdo, os mesmos tém sido considerados como
drogas de primeira escolha no tratamento dessa protozoose. Existem no mercado
atualmente duas formulacdes de Sb* disponiveis: Estibogluconato de sédio (Figura
1.23) e o antimoniato de N-metil glucamina (Figura 1.24), ndo parecendo existir
diferencas quanto a eficacia terapéutica destas formulacdes. No Brasil, a Unica
formulacdo disponivel € o antimoniato de N-metil glucamina, que vem sendo
distribuida pelo Ministério da Satde em ampolas de 5 ml, contendo 405mg de Sb*°
(1 ml = 81mg de Sb*™). As ampolas devem ser armazenadas em local fresco e ao

abrigo da luz, para evitar problemas na estabilidade do medicamento.

OCH Na O
HO 0O
O
C,T/C)H
O—S$b-0:Sb—-0 .9 H,0
/ O_ \
O . 0
Na
@] OH
O'Na' HO

Figura 1.23 Estrutura Quimica do Stibogluconato de sodio (Pentostan®).
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Figura 1.24 Estrutura Quimica do antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®).

No Brasil, apesar de nao existir documentacdo da presenca de cepas de L.
chagasi resistentes in vitro aos antimoniais, recomenda-se o tratamento da
leishmaniose visceral com a dose de 20mg de Sb* kg/dia, com aplicacdo
endovenosa ou intramuscular, por no minimo 20 e no maximo 40 dias, utilizando-se
o limite méaximo de 2 a 3 ampolas/dia do produto com bons indices de cura’. Nos
casos de LTA, as doses dos antimoniais pentavalentes sdo administradas de forma

semelhante®.

Embora sejam drogas de primeira escolha para o tratamento, elas se
mostram toxicas, nem sempre efetivas, e na LV sdo usadas em esquemas
prolongados. O principal efeito colateral do Glucantime® é sua acédo sobre o aparelho
cardiovascular, sendo desaconselhavel sua utilizacdo durante os dois primeiros

trimestres de gravidez*®.

Existem propostas de mecanismos de acdo para 0s antimoniais
pentavalentes, uma delas € que eles se ligam a grupos sulfidrilas em proteinas dos
parasitas. Algumas evidéncias sugerem que a forma pentavalente do antimoniato é
reduzida a forma trivalente in vivo antes de se ligar aos grupos sulfidrila. Antimoniais
trivalentes inibem a fosfofrutocinase, enzima importante para o desenvolvimento e

crescimento dos parasitas®.

Como drogas de segunda escolha, no arsenal terapéutico contra as
Leishmanioses, sao oferecidas a Anfotericina B (Figura 1.25) e as pentamidinas
(Figura 1.26), quando o tratamento com antimoniais ndo proporciona resposta

satisfatoria.

O desoxicolato de Anfotericina B e um antibiético poliénico, da classe dos
macrolideos, com excelente atividade in vitro na destruicdo de Leishmania intra e
extracelular. Seu uso é limitado por suas reacdes adversas, principalmente no que

diz respeito aos danos causados na funcéo renal®’.
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Figura 1.25 Estrutura Quimica da Anfotericina B.

Recentemente, novas formulagdes da anfotericina B (anfotericina B
lipossomal e anfotericina B dispersdo coloidal) tornaram-se disponiveis
comercialmente. A Anfotericina B Lipossomal apresenta menor toxicidade e maior
eficacia, porém, custo elevado, impossibilitando o seu uso na rotina do servi¢co. Esta
sendo indicada aos pacientes graves de leishmaniose visceral, que desenvolveram
insuficiéncia renal ou toxicidade cardiaca durante o uso do Glucantime® e de outras
drogas de escolha ndo obtendo melhora ou cura clinica. Para o tratamento de
leishmaniose visceral, a dose recomendada é de 1,0 a 1,5 mg/Kg/dia durante 21

dias, ou como alternativa a dose de 3,0 mg/Kg/dia durante 10 dias™’.

O~ °

H,N NH,

NH NH

Figura 1.26 Estrutura Quimica da pentamidina.

A pentamidina é usada principalmente na Europa e Africa. Sua eficacia é
inferior a dos antimoniais pentavalentes e anfotericina B e seus efeitos colaterais
maiores. A dose utilizada é de 4mg/kg/dia em dias alternados no total de 15 doses,
nao devendo ultrapassar a 2g como dose total. Seus efeitos colaterais mais
comumente encontrados sdo anorexia, astenia, nausea, dor abdominal, hipoglicemia
prolongada, taquicardia e outras arritmias, insuficiéncia renal em 25% dos pacientes,
geralmente reversivel e pancreatite que pode levar ao aparecimento de diabetes
mellitus, em 10 a 15% dos casos'’.
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A mais recente droga na terapéutica contra a Leishmaniose € a miltefosina
(Figura 1.27), é a primeira droga de uso oral para o tratamento da Leishmaniose.
Sendo assim, “abre-se um porta” para um tratamento mais eficaz, menos doloroso e
que pode ser administrado pelo proprio paciente. A droga foi bem sucedida em
casos de LV na india, onde foi aprovada em 2002 e na Colémbia em 2005, onde
mostrou uma eficacia de cura em mais de 90% dos casos de LC causados por L.
panamensis, mas ndo mostrou grande eficacia em casos na Guatemala, causados

por L. brasiliensis*®. Existem poucos efeitos adversos tais como vomito e diarréia.

HsC, CH3z 'O, o

\/\/\ /\/\/\/
_N R CH
HaC ™+ > 0" g eha

5

Figura 1.27 Estrutura quimica da miltefosina.

Recentemente, resultados de um estudo de fase 2 de um creme para
combater LC causada por L. major mostrou-se bastante eficaz, com mais de 90% de
taxa de cura em 20 dias de tratamento topico. No futuro, esta podera ser uma
excelente alternativa para combater as lesdes, uma vez que muitos tratamentos sao

feitos de maneira dolorosa, com injecées intralesionais.*?

1.3 Reacao de Morita-Baylis-Hillman

Em sintese orgéanica, a construcdo de estruturas quimicas mais complexas
através da formacéo de ligacbes carbono-carbono € uma das etapas fundamentais e
necessarias. Além disso, o desenvolvimento de estratégias sintéticas para a
construcdo de estruturas a partir de ligagbes carbono-carbono continua sendo um

dos mais desafiadores esforcos empregados pelos quimicos organicos.

Véarias reacbes de formacdo de ligagbes carbono-carbono foram
desenvolvidas e suas aplicagcbes sintéticas em quimica organica estdao bem
documentadas. Entre as mais importantes podemos citar: a reacao aldolica, reagéo
de Reformatsky, rearranjos de Claisen, reacdes de Friedel-Crafts, Diels-Alder,

Grignard, Wittig, Heck, acoplamento de Suzuki entre outras.?®
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Fazendo parte deste grupo de reacbes, uma estratégia sintética pratica, e
recente, para a aquisicdo de moléculas mais complexas a partir da formacédo de
ligacbes carbono-carbono € o emprego da reacdo de Baylis-Hillman, que data de
1972,%* quando o quimico britanico Anthony B. Baylis e o quimico alemé&o Melville E.
D. Hillman relataram a reacdo de alcenos ativados, tais como ésteres o.f3-
insaturados, amidas, nitrilas e cetonas, com uma variedade de aldeidos e catalisada
por aminas terciarias biciclicas como o DABCO, quinuclidina ou indolizina (Esquema
1.1). O produto da reacéo foi um aduto polifuncionalizado, o que é de interesse para

sintese organica.

o OH
| GRE cat. GRE
+ | —_— R
R
ABH

R = H, Alquila ou Arila
GRE = Grupo retirador de elétrons (COOR, CN, et.)
ABH = Aduto de Baylis-Hillman

cat. = CNQI C@ 6311

DABCO Indolizina Quinuclidina

Esquema 1.1 Reacdo de Morita-Baylis-Hillman, esquema geral.

A reacdo também é conhecida como Morita-Baylis-Hillman (MBH), pois houve
a contribuicdo do quimico japonés Ken-ichi Morita quando no uso de
tricicloexilfosfina como catalisador (Esquema 1.2) ao invés de aminas terciarias.?

2.
J . 90

R = Alquila ou Arila GRE = CN ou CO,CH,4

Esquema 1.2 Reacdo de empregada por Morita, uso de tricicloexilfosfina como
catalisador.

A reacdo de MBH foi definida como uma reacédo que resulta na formacao de
uma ligagcao carbono-carbono entre a posicdo o de um alceno ativado e um eletrofilo

contendo um carbono sp? deficiente de elétrons sobre a influéncia de um catalisador,
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particularmente  aminas  terciarias, tendo como  produto = moléculas
polifuncionalizadas.”® Recentemente, essa reacdo foi também definida como uma
combinagdo “one pot’ das reagdes de Michael, aldol (Michael ou alquilagdo) e
eliminacdo de maneira sucessiva. Sendo assim, essa € uma reacdo com trés
componentes envolvidos na formacéo da ligacdo carbono-carbono, a posi¢cdo o do

alceno ativado, o eletréfilo e o catalisador.?’

Além disso, € uma reacdo que atende muito bem 0s requisitos para se
desenvolver uma estratégia sintética eficiente, uma vez que ela apresenta as

seguintes caracteristicas experimentais:?®

+. Na maioria dos casos, ndo ha necessidade de solventes. Quando sé&o
necessarios, os mais usados séo: metanol, diclorometano, tetraidrofurano e
dioxana, sem tratamento prévio, ou secagem. A agua também é utilizada

guando o aldeido é soluvel;

+. Temperatura: a maioria das reacdes ocorre a temperatura ambiente, sem que

este fator afete a seletividade da reacéo, no caso da verséo assimeétrica;

+. Atmosfera: também ndo ha necessidade de atmosfera inerte, sendo
recomendada apenas a troca de atmosfera quando o aldeido é muito sensivel

ao oxigénio atmosférico;

4. No caso de necessidade de ultrassom, equipamentos simples do tipo Cleaner,
utilizados na limpeza de instrumentos, funcionam bem, e para irradiacao

microondas, um equipamento doméstico é suficiente;
+. Escala: pode variar de 1 mmol até 0,5 mol,
+. Catalisador: utilizado na propor¢ao de 10 a 30%, podendo ser recuperado.

+. Rendimentos quimicos: embora ndo sejam muito altos (~70%), na maioria dos
casos o0 aldeido é recuperado quase quantitativamente, podendo ser
reciclado. Os adutos costumam ser estaveis frente as técnicas rotineiras de
purificagdo, como por exemplo, coluna cromatografica a pressdo normal ou

reduzida;

4. Considerada como quimica verde, uma vez que todos os atomos dos
reagentes se encontram incorporados ao produto, portanto, com total

economia de atomos.
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Apesar de ser conhecida desde 1972, foi apenas dez anos depois, em 1982,

que se fez uma das primeiras aplicacdes desta reacdo para a sintese de moléculas

provenientes de produtos naturais, quando Drewes e Emslie®® utilizaram um aduto

de Baylis-Hillman como

intermediario sintético para a sintese do acido

integerrinécico (Figura 1.28), um monoterpeno de origem natural encontrado em

varias espécies de plantas, como por exemplo, Senecio jacobaea. O &cido

integerrinécico constitui uma porcdo acida de varios alcaldides pirrolizidinicos

encontrado na natureza. No ano seguinte, em 1983, Hoffmann e Rabe*® publicaram

a sintese racémica de outro composto proveniente de produtos naturais, o acido

mikanécico, que € um monoterpeno dicarboxilado encontrado em alcaldides de

espécies de Senecio sp. (familia Asteraceae).

COH

2
W
COH

Ac. Integerrinécico

Figura 1.28 Estrutura quimica do acido integerrinécico.

A cada ano, o crescente numero de artigos publicados sobre metodologias e

aplicagbes da reagcdo de MBH enriquece o tema. Na tabela 1 podemos perceber o

aumento significativo do nimero de publicacdes sobre a reagdo entre os anos de

2001 e 2010 em relacéo aos anos de 1991 e 2000.

Tabela 1.1 Namero de publicacbes sobre a reacdo de MBH de 1991 a 2010.

Ano N° de Publicagdes Ano N° de Publicagdes
1991 3 2001 94
1992 7 2002 135
1993 10 2003 117
1994 13 2004 158
1995 13 2005 168
1996 11 2006 212
1997 14 2007 232
1998 34 2008 206
1999 43 2009 240
2000 55 2010 185

Fonte: SciFinder (Chemical Abstract), acessado em 15 de outubro de 2010.

28



1.3.1 Propostas e aspectos mecanisticos da reacéo

Como dito, a reagcédo de MBH utilizando fosfinas como catalisador € conhecida
desde 1968, entretanto, é importante perceber que em 1963, Rauhut e Currier?®,
descreveram a dimerizacdo de alcenos ativados catalisada por fosfinas (Esquema
1.3). Talvez tenha sido a partir desta patente que Morita percebeu a possibilidade da

construcdo de novas moléculas utilizando um aldeido como eletrofilo.

GRE R = Alquila ou Arila
ﬁGRE PR, GRE  GRE =CN ou CO,CH;
—_—
Dimero
GRE
GRE 0
PR, \WGRE ()
GRE
RE
©_GRE @ﬂ/e ()
@ (V) PR;
PR;
©) GRE
GRE
GRE
® 1
PR

3

Esquema 1.3 Dimerizagédo de Rauhut e Currier utilizando alcenos ativados.

A reacao descrita por Rauhut e Currier envolve uma adi¢do, do tipo Michael,
da fosfina (I) ao sistema a,p-insaturado (I1), gerando um zwitterion (lll). Segue-se
entdo uma nova adigcdo de Michael entre a posicdo o ao GRE do zwitterion e a
posicdo  de um novo alceno ativado, gerando um novo zwitterion (1V), que sofre um

prototropismo seguido de eliminacéo para liberar a fosfina e formar o dimero. 32

Em 1983, com a publicacdo de Hoffmann e Rabe,*® as propostas
mecanisticas da reacdo de MBH ganham espaco entre as publicacfes sobre o tema.
Neste trabalho, os autores propdem dois estados conformacionais (2 e 3) possiveis

para o zwitterion (1), antes da eliminacdo do DABCO.
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Figura 1.29 Conformacg@es propostas por Hoffmann e Rabe para o aduto antes da
eliminagdo do DABCO.

A proposta mecanistica de Hoffmann e Rabe foi acrescentada de dados
cinéticos realizados por Hill e Isaacs® (Esquema 1.4). A primeira etapa da reacdo
envolve uma adicdo de Michael da amina terciaria (5) ao alceno ativado (6) gerando
um intermediario zwitterionico (7). Em uma segunda etapa, ocorre uma adicdo
alddlica de (7) ao aldeido (8) gerando um segundo intermediario zwitterionico (9).
Numa terceira etapa ha transferéncia de préton intramolecular de (9) formando (10).
Numa quarta e Ultima etapa ocorre a eliminacdo da amina terciéria, devolvendo-a ao
ciclo catalitico e gerando o aduto de MBH (11). Estudos cinéticos realizados por Hill
e Isaacs (kn/kp= 1.03 + 0.1, usando acrilonitrila como aceptor de Michael para a
reacao de MBH), mostraram que a etapa determinante da velocidade da reacado de
Morita-Baylis-Hillman corresponde ao ataque nucleofilico do azaenolato (7) ao
aldeido (8) (Etapa Il).

R e o
NR3 6 R-N_~=C=N
5 R
Etapa | 7
)\W Etapa IV Etapa Il RyCHO
8
©
OH 0]

C CN
)\f al
@
NR; Etapa 1 NR,

Esquema 1.4 Primeiro ciclo catalitico proposto por Hoffmann/Hill e Isaacs para a
reacao de Morita-Baylis-Hillman.
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Entretanto, em 2005, em estudo realizado pelo grupo de pesquisas liderado
pelo McQuade, foi proposto um mecanismo envolvendo um estado de transi¢cao de
seis membros formado por um intermediario do tipo hemiacetal (16). Eles
demonstraram que em solventes aproéticos a reacdo € de segunda ordem para o
aldeido (13) (mostrando um efeito isotdpico cinético significante, ku/kp= 5.2 £ 0.6 em

DMSO) e de primeira ordem para o acrilato de metila e o DABCO%. (Esquema 1.5).

Me\o

H
Yol
®
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13

N
@N K
12 o
a Ar)LH
Ar _ _
Me~o OJ\OH ec.’j/’” ¥ j‘:
0 Ar A7 6 Mexo'é‘o . ¥%0 0700
O .' Ar 4 @) Ar
® | RDS (\)&j)\
N N
o s

Esquema 1.5 Mecanismo proposto por McQuade, mostrando a formacdo do
hemiacetal durante a transferéncia de préton no estado de transicao.

Com base nessas observacgoes, a proposta de McQuade agora apontava para
a etapa de transferéncia de proton, sugerindo esta etapa (ks) como determinante da
velocidade da reacdo. A proposta de McQuade mostra as duas primeiras etapas
como sendo as mesmas propostas por Hill e Isaacs. Na terceira etapa ocorre a
adicdo a um segundo equivalente do aldeido (13) gerando um intermediario do tipo
hemiacetal (15). A etapa determinante da reacéo (etapa lenta) seria a transferéncia
de proton intramolecular que ocorre num estado de transicdo de seis membros (16),
diferente do modelo proposto por Hill e Isaacs. Em seguida, ocorre a eliminacao da
amina e, subsequentemente, a formacdo do produto (17), que posteriormente &

convertido no aduto de Morita-Baylis-Hillman.

Aléem disso, a proposta de McQuade explica o fato de serem obtidas
dioxanonas (18) como co-produtos da reacdo de Morita-Baylis-Hillman.***° Essas
de uma transesterificacao

dioxanonas sao formadas a partir reacdo de
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intramolecular sofrida pelo intermediario (17), formando um anel de seis membros.

(Esquema 1.6).

~
O OH No 07 A o~ o
- E—— + MeOH
O)ﬁ‘)\Ar O)ﬁ‘)\Ar O)ﬁ‘)\Ar
Aduto de MBH 17 18

Esquema 1.6 Proposta de McQuade para a formacdo do Aduto de MBH e a
dioxanona a partir do produto (17).

Outro ponto importante para se destacar, em relacdo ao desfavorecimento da
reacdo, € quando a reacdo se processa com a utilizacdo da Fenil vinil cetona (19)
como o aceptor de Michael para o DABCO. Em trabalho realizado por Shi e
colaboradores*, os produtos formados na reacdo entre a Fenil vinil cetona e
aldeidos aromaticos na presenca de DABCO e DMF como solvente ndo foram os
adutos esperados para a reacdo de MBH. Duas espécies de co-produtos foram
formados, sendo um deles resultado de uma nova adicao 1,4 de Michael ao aduto
por outra molécula do alceno ativado (20), bem como o dimero do alceno ativado

(21), como ja havia sido verificado por Rauhut e Currier (Esquema 1.7).

0O
0 DABCO
I+
R 5
| DMF, 20 °C
19

Esquema 1.7 Formacao de co-produtos da reagcdo de MBH utilizando Fenil vinil
cetona como alceno ativado.

Recentemente, um detalhado estudo computacional envolvendo o0 mecanismo
da reacdo de Morita-Baylis-Hillman foi feito por Aggarwal e colaboradores **. Durante
o estudo eles observaram que em auséncia de um solvente prético, como o metanol,
a desprotonacdo da posicdo alfa € a etapa determinante da velocidade e ocorre
através de um estado de transicédo ciclico (16), como mostrado no Esquema 1.5,
corroborando os dados experimentais obtidos por McQuade. Em contrapartida,

guando a reacao se processa utilizando metanol como solvente para a reacgao, eles
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observaram um caminho reacional ligeiramente menos energético na etapa lenta,
onde o metanol serve de carreador para a transferéncia do préton do carbono para o

oxigénio (22), como mostrado no Esquema 1.8.

Neste estudo computacional foram calculadas as respectivas energias dos
estados de transicdo com solvente aprotico e com metanol, chegando-se aos
valores de 28,7 kcal/mol no primeiro caso (16) e 25,8 kcal/mol no segundo (22), que

foi um pouco menos energético que o estado de transi¢cado proposto por McQuade.
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Esquema 1.8 Transferéncia de proton realizada pelo metanol para a formacao do
aduto de MBH.

Em 2009, um estudo realizado na Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), coordenado pelos professores Fernando Coelho e Marcos Eberlin®?,
investigou 0 mecanismo da reacdo de MBH utilizando como ferramenta de analise a
técnica de espectrometria de massas com ionizagao por eletronebulizagéo (ESI-MS).
A utilizacdo da técnica permitiu aos pesquisadores a possibilidade de caracterizar
intermediarios importantes da reacdo de MBH. Por ser rapida e de alta sensibilidade,
a técnica de ESI-MS permitiu que intermediarios sintéticos da reagcdo, com curta
duracdo de formacdo, fossem transferidos de maneira eficiente da solucdo de
reagcdo para a fase gasosa. A técnica utilizada pelos autores proporcionou
“fotografias” instantaneas e coerentes da composicao ibnica de cada solugcao de
reacdo analisada, funcionando assim como um interessante método de
caracterizagao de ions (“pescador de ions”). A técnica de ESI-MS mostrou-se uma

ferramenta importante para a solucao de estudos mecanisticos e suas proposi¢coes.
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Utilizando acrilato de metila e benzaldeido como reagentes e o DABCO como
catalisador, os pesquisadores observaram que na reagdo sem solvente, portanto
sem fonte de proétons, o intermediario proposto por McQuade (16) foi atribuido ao ion
de razdo massa carga (m/z) 433, em uma analise feita 10 minutos apds o inicio da
reacao (Figura 1.30). A estrutura do ion m/z 433 foi entdo caracterizada através da

andlise dos ions filhos pela técnica ESI-MS/MS.

4,

H/I\’)\ocﬂ,
H

199
100
i
;N‘ [
A {
+ H
i LET "
113 I
H‘V. 'OCH,4
9% H HaGi
HO'
Fh
\ Na' O Ph
305 433 «
T T T LI T l L T fu lI r'l ?1?3 I\. T leil?gJ I‘LI II1 l] IZ
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500"

Figura 1.30 Espectro de massas (ESI-MS) da reacdo de MBH utilizando
benzaldeido (3 equiv.), acrilato de metila (1 equiv.) e DABCO (1 equiv.) ap6s 10
minutos de reacao.

Dando continuidade ao estudo mecanistico e considerando a proposta de
Aggarwal, a reacdo foi repetida utilizando metanol como solvente. Logo apds a
mistura dos reagentes, uma aliquota foi submetida a técnica de ESI-MS, sendo um
novo ion, de razdo massa carga m/z 337, interceptado e caracterizado via ESI-
MS/MS (Figura 1.31). O ion perde metanol para fornecer o fragmento m/z 305, o que

corrobora com os dados tedricos de Aggarwal para a formagéo do intermediario 22.
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Figura 1.31 Espectro de massas (ESI-MS/MS) da reagdo de MBH utilizando
benzaldeido (3 equiv.), acrilato de metila (1 equiv.) e DABCO (1 equiv.) e metanol
como solvente.

As conclusdes dos autores foram que caracterizacdo estrutural dos
intermediarios-chave exemplifica 0 complexo equilibrio que acontece durante as
reacdes de MBH. A interceptacdo dos intermediarios 16 e 22 confirma a natureza
dualistica da etapa lenta de transferéncia de proton. Estes resultados podem
também ajudar a desenvolver versdes gerais assimétricas da reacdo de MBH, que
poderdo considerar todos os principais equilibrios, e usar um rapido e eficiente

transferidor de prétons.
1.3.2 Adutos de Morita-Baylis-Hillman e atividade bioldgica

A partir da publicacéo de Drewes e Emslie?®, em 1982, iniciou-se o interesse
pelos adutos de MBH como intermediarios sintéticos pelos quimicos. Varios
produtos naturais e moléculas de interesse biolégico foram sintetizadas a partir de
adutos ou utilizando a reacdo de MBH como etapa chave para a sintese de um

composto biologicamente importante.***’

Entretanto, adutos simples de MBH, oriundos da reacdo entre um alceno
ativado e diversos aldeidos aromaticos, s6 foram diretamente bioavaliados trés
décadas depois da reacgdo realizada por Morita, em 1999. No trabalho realizado por
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Kundu e colaboradores,*® os adutos de MBH 23 e 24 foram 0s que mostraram uma

alta atividade contra Plasmodium falciparum, o protozoario causador da malaria.
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Figura 1.32 Adutos de MBH com maior atividade contra Plasmodium falciparum
testados por Kundu.

Ja no ano de 2005, Narender e colaboradores também sintetizaram e
testaram alguns adutos de MBH, a partir da reacdo de acrilonitrila e acrilato de
metila com 2-cloronicotinaldeidos, em cepas de P. falciparum.*® No total foram seis
adutos (25, 26, 27, 28, 29 e 30) sintetizados e testados, todos apresentaram
atividade antimalarica, sendo que trés deles (26, 27 e 29) apresentaram significante
atividade antimalarica contra as cepas de P. falciparum resistentes a cloroquina.
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Figura 1.33 Adutos de MBH com atividade antimalarica testados por Narender.
J4 em 2006, Narender e colaboradores utilizaram alguns adutos acetilados,
derivados dos 2-cloronicotinaldeidos, para a sintese de quinolinas com atividade

antimicrobiana.®

Também em 2006, Vasconcellos e colaboradores publicam o primeiro artigo
brasileiro relacionando adutos de MBH (sintetizados a partir da reacéo do acrilato de
metila e acrilonitrila com aldeidos aromaticos) com atividade bioldgica, no caso,
atividade moluscicida contra o Biomphalaria glabrata, um caramujo de agua doce

gue serve de hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni, helminto
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trematddeo causador da esquistossomose. A Figura 1.34 apresenta as estruturas
quimicas dos adutos sintetizados e bioavalidos durante o trabalho.*
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Figura 1.34 Adutos de MBH com atividade moluscicida contra Biomphalaria
glabrata.

Ainda em 2006, Kohn e colaboradores®? investigaram e relataram a atividade
antiproliferativa que alguns adutos de MBH (da reagédo de acrilato de metila com
aldeidos arométicos e alifaticos) apresentaram sobre linhagens de células tumorais
humanas. Neste trabalho, os resultados apontaram para uma relacdo estrutura-
atividade significativa dos adutos que apresentava uma porcdo aromatica,
substituida com grupos retiradores de elétrons em relacdo aos aroméaticos com
grupos doadores de elétrons e derivados de aldeidos alifaticos.

Dando continuidade aos trabalhos de investigacao da atividade biol6gica dos
adutos de MBH oriundos das reagfes entre acrilonitrila e acrilato de metila com
aldeidos aromaticos, Vasconcellos e colaboradores descreveram em 2007, pela
primeira vez, a atividade leishmanicida in vitro de dezesseis adutos de MBH contra
as formas amastigota e promastigota de Leishmania amazonensis.>® Estes adutos
apresentaram alta atividade leishmanicida e baixa toxicidade em macrofagos quando
comparada com a droga de referéncia Pentostam®. Este trabalho motivou o grupo de
pesquisas na busca de alternativas terapéuticas para o problema das doencas
negligenciadas no Brasil, principalmente a Leishmaniose, através de sintese e da

bioavaliacdo de adutos de MBH contra espécies de Leishmania.
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Em 2009, Vasconcellos e colaboradores™ relataram a forte atividade, in vitro,
de sete adutos aromaticos de Morita-Baylis-Hillman (da reag&o da acrilonitrila com
sete aldeidos arométicos) contra a forma promastigota de L. chagasi, a principal
espécie causadora de Leishmaniose Visceral no Brasil. Sendo mais um trabalho
importante do referido grupo de pesquisas. Também em 2009, no mesmo grupo,
dezesseis adutos de MBH foram sintetizados utilizando como estratégia o
bioisosterismo classico. O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da lipofilicidade
na atividade leishmanicida dos adutos. Foram testados os adutos sintetizados nas
reacoes de MBH do acrilato de propila e do acrilato de 2-hidroxietila com oito
aldeidos aromaticos, com os compostos 40 e 41 apresentando maior atividade
contra Leishmania amazonensis, sendo o primeiro com o melhor indice

terapéutico.”

NO, OH O NO, OH O
O/\/OH MO/\/
40 41

Figura 1.35 Aduto de MBH com maior atividade leishmanicida contra Leishmania
amazonensis e seu hioisdstero nao classico.

Também em 2009, Mohan e colaboradores®® relataram a sintese de onze
adutos de MBH (42) a partir da reacdo de nitroalcenos aromaticos conjugados com
formaldeido, utilizando imidazol como catalisador. Os adutos obtidos no trabalho
avaliaram a potencial atividade anticancer das moléculas através da inibicdo da
proliferacéo de células, tendo como alvo molecular os microtabulos celulares durante
a divisdo mitética. No Esquema 1.9 est4 a reacéo geral para a obtencdo dos adutos

de MBH avaliados no trabalho de Mohan.
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Esquema 1.9 Esquema geral da reacdo de MBH entre nitroalcenos aromaticos
conjugados e formaldeido.
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Em 2010, dois trabalhos envolvendo eficiéncia na sintese e avaliacdo
biolégica de adutos de MBH (proveniente da reacdo da acrilonitrila com aldeidos
aromaticos e do acrilato de metila com aldeidos aromaticos) foram realizados por
Vasconcellos e colaboradores. Um dos trabalhos enfoca a atividade dos adutos
aromaticos contra o protozoario Trypanosoma cruzi®’ (causador da doenca de
Chagas) e outro com resultados para a atividade leishmanicida contra L.
amazonensis e L. chagasi.”® E importante ressaltar que o grupo vem realizando
estudos sobre a potencial aplicacdo dos adutos de MBH derivados de aldeidos
aromaticos e alcenos ativados para o combate de doencas negligenciadas. O
grande interesse pelos adutos consiste principalmente por serem sintetizados em
apenas uma etapa reacional e nos resultados que eles vém apresentando nos testes
feitos com os agentes causadores dessas doencas. Entretanto, uma metodologia e
condicdes Unicas para a sintese de compostos ainda esta longe de ser elaborada,
visto que as particularidades inerentes de reagentes diversos e solventes utilizados
nas metodologias influenciam no mecanismo como também na formacdo dos

produtos desejados na reacao.

1.4 A Quimica Medicinal

A Quimica Medicinal, em sua esséncia, € tdo antiga quanto a Quimica e as
Ciéncias Médicas. As bases e seus conceitos antigos surgem na Grécia, com
Hipdcrates (chamado de o Pai da Medicina), época em que de maneira rustica, mas
de grande pensamento filoséfico, tentava-se entender a relacdo entre as doencas e
a cura promovida por certos tipos de materiais, geralmente as plantas ditas
medicinais. Destacam-se também Claudius Galenus, em Roma, e Paracelso na
|dade Média.>®

E importante reconhecer que a Quimica Medicinal € uma disciplina de carater
hibrido, inter e multidisciplinar. Conhecimentos de varias disciplinas como biofisica,
biologia molecular, bioquimica, clinica médica, fisico-quimica, fisiologia,
neurobiologia, patologia, quimica biolégica, quimica inorganica, quimica organica e
guimica quantica sdo necessarios para a formacédo e atuacdo dos estudos em

Quimica Medicinal.
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Segundo as recomendacdes de 1998 da IUPAC, a Quimica Medicinal pode
ser definida como: A disciplina com base na Quimica que também envolve aspectos
das ciéncias biologicas, médicas e farmacéuticas. Ela ocupa-se com a criacéo,
descoberta, planejamento, identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente
ativos, o estudo de seu metabolismo, a interpretagédo do seu mecanismo de agdo em

nivel molecular e a construcdo de uma relacéo estrutura-atividade.*

Um projeto de Quimica Medicinal compreende as etapas de descoberta,
otimizacdo e desenvolvimento do protétipo. Entende-se por descoberta a etapa
destinada a eleicdo do alvo terapéutico, Gtil para o tratamento de uma determinada
fisiopatologia. Nesta etapa, séo utilizadas estratégias de modificacdo molecular
classicas da Quimica Medicinal como ferramentas para o planejamento de novas
moléculas. Dentre os métodos de obtencdo de novos farmacos, a modificacdo ou
variacdo molecular, utilizando os conceitos de bioisosterismo, homologacéo,
simplificag&o e hibridagdo molecular, vem sendo a metodologia mais utilizada. Outra
ferramenta que vem se mostrando bastante Util na descoberta de novas moléculas é

0 emprego de técnicas computacionais como a modelagem molecular e 0 QSAR.%

A etapa de otimizacdo compreende o melhoramento da molécula protétipo,
através de modificacfes planejadas com auxilio de técnicas definidas. Estas podem
identificar os diferentes niveis de contribuicdo farmacoférica, fornecer informacdes
sobre a conformacéo bioativa e antecipar o indice de reconhecimento molecular pelo
alvo selecionado. Todas essas informacdes visam o aumento da poténcia,
seletividade, diminuicdo da toxicidade, adequacdo do perfil farmacocinético
(absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade, ADMET) e

estabelecimento da SAR.®*

A etapa de desenvolvimento do prototipo objetiva a otimizacdo de suas
propriedades ADMET e farmacéuticas (solubilidade, odor, sabor), de modo a
viabilizar seu wuso clinico em preparacbes farmacéuticas adequadas. O
conhecimento do coeficiente de particdo (Log P) e do pK, s&o propriedades
estruturais Uteis e de extrema importancia nesta etapa, uma vez que estao
relacionadas ao padrdo de estabilidade e absorcdo que os compostos em estudo

poderdo apresentar nos diferentes compartimentos bioldgicos.

Fazendo uma abordagem fisiolégica em Quimica Medicinal, é importante
destacar que uma vez comprovada a atividade farmacoldgica desejada por meio de
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protocolos farmacolégicos in vivo, tem-se um novo composto-protétipo (Figura 1.37)
2 candidato a novo farmaco. Recentemente introduziu-se o termo “hit’ para
designar ligante ou analogo-ativo de baixa afinidade ou eficacia, respectivamente,

representando uma etapa anterior a identificacdo do composto-protétipo.

O novo composto-prototipo pode ter sua eficicia otimizada por modificaces
estruturais subsequientes, planejadas de forma a preservar as propriedades
farmacocinéticas detectadas nos bioensaios in vivo. Uma vez otimizado o composto-
protétipo identificado na série congénere bioativa e com comprovada auséncia de
toxicidade, tem-se uma nova entidade quimica, estruturalmente original, que pode
ser submetida as fases de ensaios préclinicos e clinicos, resultando, finalmente,
num novo farmaco. Para levar a termo e com sucesso esta missdo, a Quimica
Medicinal dispbe de diversas estratégias de planejamento molecular. Neste
processo, embora a intuicdo quimica do quimico medicinal contribua enormemente,
identificar e preservar as sub-unidades farmacoféricas é essencial para 0 sucesso

do desenho dos novos padrdes estruturais pretendidos.®?
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Figura 1.36 Etapas hierarquicas no processo de descoberta racional de farmacos,
com base em uma abordagem fisiologica. (NCE = nova entidade quimica).®?

Dentro do contexto da Quimica Medicinal, a constante necessidade de novas

substéancias terapéuticas mais eficazes, com baixa toxicidade e maior especificidade,
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sdo desafios que impulsionam os pesquisadores a intensificar os estudos para a
descoberta de novos farmacos.

1.5 A Hibridag&o Molecular

Uma ferramenta importante para a construcdo de um novo farmaco € a
técnica de Hibridacdo Molecular (HM). Tal ferramenta € uma estratégia de
planejamento racional de novos ligantes ou composto-protétipo, baseada no
reconhecimento das subunidades farmacoforicas na estrutura quimica de dois ou
mais compostos bioativos conhecidos, e que através de uma fusdo dessas
subunidades leva a uma nova entidade quimica hibrida, com uma nova arquitetura

molecular que mantém as caracteristicas das moléculas originais.®®

Possivelmente, a primeira utilizacdo da ferramenta de HM aconteceu em
1883, quando o Professor von Nencki, na Suica, sintetizou o salicilato de fenila
através da esterificacdo do acido salicilico e fenol, batizando o novo composto de
salol (43). Em 1875, Carl Buss ja havia relatado a utilizagdo do acido salicilico como
antipirético, porém a sua palatabilidade ndo era das melhores. Na tentativa de
melhorar esta propriedade organoléptica o Professor von Nencki preparou o salol,
que se mostrou benéfico em combater a febre.** Uma vez que o salol sofria hidrélise
no intestino delgado, liberava lentamente o acido salicilico e também fenol,

resultando em uma agéo bactericida adicional por parte do fenol.

@)
O

OH
43

Figura 1.37 Estrutura quimica do salol.

Moléculas hibridas sdo de grande interesse farmacoldgico, podemos citar
também como exemplo o acetilsalicilato de quinina (44), um farmaco hibrido que

preserva tanto a atividade antimalarica como antipirética.®
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Figura 1.38 Estrutura quimica do acetilsalicilato de quinina.

Vérios trabalhos sobre Quimica Medicinal, envolvendo particularmente a HM,
foram publicados por diversos grupos no mundo. No Brasil alguns grupos se
destacam na pesquisa, como os da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ),

que recentemente publicou uma revis&o sobre o tema.®

Em 2006, um interessante trabalho sobre HM foi publicado, com o intuito de
criar novas entidades quimicas que apresentassem tanto uma atividade antipirética
como antiinflamatéria, sem provocar os danos gastrointestinais conhecidos que o0s

antiinflamatérios néo esteroidais (AINES) causam, como as Ulceras estomacais.®

O objetivo do trabalho era sintetizar e testar uma série de novas entidades
guimicas provenientes da HM do p-aminofenol (45) com varios AINES possuindo
grupos carboxilicos &cidos, como o lbuprofeno, o Cetorolac, o Cetoprofeno, entre
outros (Figura 1.40).

OH

Ibuprofeno Cetorolac Cetoprofeno

Figura 1.39 Estrutura quimica dos AINES A&cidos: Ibuprofeno, Cetorolac e
Cetoprofeno.

A estratégia de sintese dos autores foi bastante simples. Inicialmente os
AINES acidos eram transformados em cloretos dos respectivos acidos, utilizando

cloreto de tionila e em uma segunda etapa, adicionou-se o p-aminofenol (45) para a
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obtencdo das amidas (46) através de uma reagdo de Schotten-Baumann (Esquema
1.10).

(@]
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Esquema 1.10 Preparagdo das novas entidades quimica hibridas entre AINES e o
p-aminofenol.

Apesar de baixos rendimentos reacionais, 0s autores tinham os seguintes

objetivos com o trabalho:

+. Proteger o grupo carboxilico acido do AINE, transformando-o numa amida,
resistente ao processo de hidrélise em pH fisioldgico, de modo a diminuir a
irritagdo gastrica;

4. Tentar obter um produto com maior seletividade pela enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2), prevenindo o efeito ulcerogénico dos AINES;

+. Adicionar ao composto hibrido a atividade antipirética, uma vez que
incorporando o p-aminofenol ao novo composto, 0 mesmo tera, também,
uma porgéo estruturalmente semelhante a do paracetamol, que é utilizado

na farmacologia médica como antipirético.

Os resultados da avaliagéo in vitro e in vivo dos compostos hibridos obtidos
foram bastante promissores. Os novos compostos apresentaram boa atividade
antiinflamatdria e analgésica, ndo apresentaram potencial ulcerogénico estomacal,
em relacdo aos AINES &cidos correspondentes estruturalmente. Todas as moléculas
apresentaram também a atividade antipirética, e algumas delas se mostraram com

uma atividade antipirética mais elevada do que o proprio paracetamol.

O que podemos perceber da HM € que ela se apresenta como uma
ferramenta bastante versétil para a modificacdo estrutural de um composto-protétipo,
no que diz respeito a otimizacdo dos mesmos através de um incremento
farmacoforico em sua arquitetura molecular. Esta ferramenta pode nos fornecer
novas classes de farmacos mais seletivos e mais potentes na forma de derivados

hibridos, com uma possivel perspectiva de diminuicdo dos efeitos colaterais ou

44



adversos. Sendo assim, as moléculas hibridas possuem a habilidade de, utilizando
dois compostos com atividades distintas e farmacoforos diferentes, gerar novas
drogas com acgbes farmacologicas duais, como por exemplo, antipirética e
antiinflamatdria, antimicrobiana e analgésica, antitussigena e expectorante,
antitumoral e analgésica, antimalérica e antipirética ou, porque nao, leishmanicida e

antiinflamatéria.

1.5.1 A hibridagdo molecular como ferramenta para o combate da leishmaniose

Com a resisténcia cada vez maior dos microorganismos frente as drogas
usuais, 0 aparecimento de novas doencas e o numero decrescente de drogas
aprovadas para comercializacdo, a HM se apresenta como uma interessante

proposta para tentar criar novos protétipos para drogas inovadoras.®

No caso da leishmaniose, importantes contribuicbes foram feitas no sentido
de entender o mecanismo da infeccdo pelo parasita. Estudos apontam para duas
substancias presentes na saliva do flebotomineo que facilitam a infec¢do. Duas sdo
as moléculas mais investigadas. A primeira € a Maxadilan, presente nas glandulas
salivares de Lutzomyia longipalpis, que inibe as funcbes das células T e dos
macréfagos em relagdo a producao de NO, H,O, e a secrecdo de TNF-a e aumenta
a secrecdo de prostaglandina E, (PGE;). A segunda € a Apyrase, molécula
vasodilatadora mais abundante em Phlebotomus papatasi, que inibe as funcdes das
células T e também a producéo de citocinas Thl, aumentando a producao de IL-4 e
ocasionando uma infeccdo exacerbada. A resposta imunoldgica humana também é
influenciada pelas moléculas contidas na saliva dos flebotomineos, como proteinas,
enzimas e prostaglandinas. Além de serem anticoagulantes e vasodilatadores,

atuam na supressao da resposta inflamatéria e na modulacéo de citocinas.®’

s

Uma vez que a PGE, é uma molécula envolvida na participacdo da
imunossupressao do hospedeiro, a secrecdo desta pode favorecer a instalagéo e a
propagacdo do parasita durante a infeccdo. A biossintese das prostaglandinas
ocorre a partir do acido araquidénico, numa etapa inicial de oxidacdo envolvendo a

enzima ciclo-oxigenase (COX).%®
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Sendo assim, a incorporacdo de uma porgdo proveniente de um inibidor da
COX em um farmaco que j& possui atividade leishmanicida, podera dificultar a
instalacéo e proliferacdo do parasita no hospedeiro vertebrado. No nosso presenta
trabalho, a incorporacédo de uma porcédo proveniente de um farmaco antiinflamatorio,
inibidor da COX, ao aduto de Morita-Baylis-Hillman podera favorecer uma resposta
de defesa mais eficaz por parte do hospedeiro, uma vez que a producdo de PGE,

sera reduzida pela inibicdo da COX.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar a sintese e a avaliacdo in vitro de oito adutos de Morita-Baylis-
Hillman contra a forma promastigota de Leishmania amazonensis e Leishmania

chagasi, fazendo-se uma relagéo estrutura atividade (SAR).

2.2 Objetivos Especificos

+. Utilizar a Hibridagdo Molecular como ferramenta para a sintese dos adutos de
MBH com potencial atividade Leishmanicida in vitro;

+. Sintetizar o composto 2-acriloiloxi benzoato de metila (salicilato de metila
acrilado = 48);

+. Sintetizar adutos de MBH hibridos a partir do Salicilato de metila acrilado (48)

e oito aldeidos aromaticos;

+. Caracterizar os adutos de MBH hibridos pelas técnicas de espectroscopia de

infravermelho e ressonancia magnética nuclear (*H e *3C);

+. Bioavaliar in vitro os adutos de MBH hibridos contra a forma promastigota dos

protozoarios L. amazonensis e L. chagasi.

+. Analisar a relacéo estrutura-atividade biolégica (SAR) dos adutos de MBH.
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3. ESTRATEGIA SINTETICA

Fazendo parte de um grupo de pesquisas que, além dos estudos de sintese
organica, objetiva a busca por moléculas inovadoras para o combate de doencas
negligenciadas, propusemos a sintese de novos adutos aromaticos de MBH
utilizando a ferramenta de Hibridacdo Molecular para uma possivel melhora na
atividade Leishmanicida.

De acordo com as publicacdes sobre adutos de MBH derivados de ésteres

53,55e 58 :
€>%in

acrilicos e aldeidos aromaticos que demonstraram atividade Leishmanicida
vitro, podemos perceber que todos os compostos sdo estruturalmente semelhantes,
variando apenas a porc¢ao alcodlica proveniente do éster acrilico (Figura 3.1). O que
pode ser inferido que a porcdo alcodlica proveniente do éster acrilico ndo exerce
uma influéncia significativa na atividade Leishmanicida, ndo sendo entdo

caracterizado como um grupo farmacoforico.

OH O NO, OH O NO, OH O

YYD YYD Ay e

47 40 41

Figura 3.1 Adutos de MBH estruturalmente semelhantes com atividade
Leishmanicida com a porcao alcodlica do éster acrilico em destaque.

O,N

Sendo assim, podemos considerar que o grupo hidroxila, formado apds a
reacdo de MBH, bem como a dupla ligacdo conjugada ao grupo carbonilico do éster
(aceptor de Michael) podem ter uma grande influéncia na atividade Leishmanicida

destas moléculas, sendo os possiveis grupos farmacoféricos dos adutos citados.

Diante dos dados e resultados obtidos em nosso grupo de pesquisas,
propusemos a sintese de novos adutos aromaticos de MBH a partir composto 2-
acriloiloxi benzoato de metila (48) e uma série de oito aldeidos aromaticos para a
obtencédo dos novos adutos (49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 e 56), como mostra a Figura
3.2.
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Figura 3.2 Adutos de MBH propostos neste trabalho.

Considerando uma analise retrossintética dos adutos de MBH propostos
neste trabalho, podemos perceber que eles apresentam a por¢cdo do éster acrilico
formada com um fenol no lugar de um alcool. Este fenol é na verdade o Salicilato de
metila (57), um farmaco bastante conhecido em formulag6es farmacéuticas devido a

sua atividade analgésica.®

Na Figura 3.3 € mostrada a andlise retrossintética dos adutos propostos neste
trabalho. Como exemplo, mostramos a retrossintese do aduto 49, que pode ser
obtido a partir da reacdo de Morita-Baylis-Hillman a partir do 2-acriloiloxi benzoato
de metila (48) e o 4-nitrobenzaldeido. O composto 48, por sua vez, pode ser obtido a
partir da reacdo de esterificacdo do Salicilato de metila (57) com o cloreto de

acriloila.
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Figura 3.3 Analise retrossintética de um aduto de MBH proposto no trabalho.

A proposta sintética, com a obtencé@o dos adutos de MBH 49-56, aborda trés

aspectos no que diz respeito a atividade Leishmanicida:

1. PorcBes importantes da estrutura quimica dos adutos de ésteres acrilicos ja
bioavaliados e com atividade Leishmanicida foram mantidas, de modo a
preservar os possiveis grupos farmacoforicos;

2. A substituicdo de um alcool do éster acrilico pelo Salicilato de metila, uma
molécula de funcdo farmacoldgica conhecida, que podera incrementar a
atividade Leishmanicida dos novos adutos de MBH, reduzindo a biossintese
da PGE; através da inibicdo da COX, favorecendo a resposta imune por parte
do hospedeiro vertebrado;

3. O aumento da lipofilicidade dos adutos em relagdo aqueles que possuiam
uma porgéo alcoolica, facilitando a difusdo através da membrana plasmatica

do parasita.

A lipofilicidade é definida pelo coeficiente de particdo (P) de uma substancia
entre a fase aquosa e a fase orgéanica (P= Cqg/Cyq). Os farmacos que apresentam
maior Log P tendem a ultrapassar a bicamada lipidica da membrana plasmatica,

aumentando sua biodisponibilidade, podendo influenciar no seu efeito farmacoldgico,
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gue no caso de Leishmanicidas, acessar o citoplasma celular do parasita de maneira
mais eficiente. Na Tabela 3.1 estdo elencados os valores calculados dos
coeficientes de particdo dos respectivos adutos hibridos de MBH propostos neste
trabalho.

Tabela 3.1 Adutos propostos neste trabalho e seus respectivos coeficientes de
particdo calculados.

Aduto hibrido de MBH Log P calculado
49 2,24
50 2,24
51 2,24
52 1,79
53 1,79
54 1,79
55 4,12
56 2,73

Célculos realizados com o programa ChemDraw®

Por fim, as avaliacbes da atividade Leishmanicida foram realizadas no
Laboratério de Leishmanioses, coordenado pela professora Dra. Méarcia Rosa de
Oliveira, pesquisadora do Departamento de Biologia Molecular da UFPB (DBM),
gue, em parceria com 0 hosso grupo de pesquisas, desenvolve trabalhos
relacionados ao uso de novas drogas para avaliacdo da atividade leishmanicida.
Com os resultados da atividade leishmanicida dos compostos, poderemos entdo
procurar entender melhor a relacdo entre estrutura quimica e a atividade dos adutos
propostos neste trabalho, bem como reforcar a hipétese dos possiveis grupos
farmacoforicos contidos nas estruturas quimicas dos adutos de MBH sintetizados,
como também avaliar se a incorporacdo de uma porcdo farmacologicamente ativa,

atraves de hibridacdo molecular, potencializara a atividade Leishmanicida.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Preparacao do 2-acriloiloxi benzoato de metila (48)

Inicialmente, realizamos a sintese do composto 2-acriloiloxibenzoato de metila
(48) a partir de Salicilato de metila (57) e cloreto de acriloila comerciais. Para tanto
utilizamos uma metodologia sintética descrita na literatura para a obtencao de fendis
acrilados.*® O Esquema 4.1 mostra as condicbes para a sintese do composto 48.

Q CH,Cl, , Et,N 0
OH + >
\ Cl)l\” 0 °C, agitagao OJI\”
O O

57 48

Esquema 4.1 Reacdo de esterificacdo do salicilato de metila para gerar o seu estér
acrilico.

A reacéo foi acompanhada por Cromatografia em Camada Delgada Analitica
(CCDA) a cada meia hora. O tempo total da reacdo foi de duas horas, com um

rendimento de 71% apos a purificacdo do produto em cromatografia em coluna.

O produto se apresentou na forma de um dleo incolor, e a analise do seu
espectro de infravermelho (Espectro 5) foi possivel observar uma absor¢cdo em 1726
cm™, uma banda larga caracteristica de estiramento de ligagdes C=0 (carbonilas) de
ésteres conjugados. No caso, a banda larga pode ser atribuida a sobreposicdo das
duas bandas das respectivas carbonilas presentes na estrutura quimica do produto.
Uma banda em 1631 cm™ pode ser atribuida ao estiramento da ligacdo dupla
carbono-carbono (C=C) conjugado da porcdo acrilica, bem como as bandas em
1606 cm™ e 1452 cm™ pode ser atribuidas ao estiramento das ligagdes C=C do anel
aromatico. A auséncia de uma banda larga em torno de 3200 cm™ confirma que a
reacdo foi bem sucedida, uma vez que essa banda seria caracteristica de

estiramento de ligagéo O-H, presente no salicilato de metila.

Na analise do espectro de RMN'H (Espectro 4) podemos observar trés duplos
dubletos em 6 6,02; 6,35 e 6,61 ppm; que sdo atribuidos aos hidrogénios da por¢éo
acrilica da molécula. Os valores de deslocamento quimicos & 6,02 (1H, J =18 e

10,2Hz) e 6,61 (1H, J = 1,8 e 17,2Hz) podem ser atribuidos aos hidrogénios ligados
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ao carbono beta da ligacdo C=C, em relacédo ao hidrogénio da posicao alfa, uma vez
que os dois valores das constantes de acoplamento sdo caracteristicos de
hidrogénios de alcenos com duplas ligagbes terminais, sendo o primeiro valor
(1,8Hz) atribuido ao acoplamento geminal entre os hidrogénios beta e os valores
10,2 e 17,2Hz atribuidos aos acoplamentos com os hidrogénios em posicéo E e Z,
respectivamente. O sinal em & 6,35 (1H, J = 10,2 e 17,2Hz) apresentou valores de
constantes de acoplamento iguais aos dois sinais anteriormente citados,

confirmando assim suas configuracdes espaciais.

Através da anélise do espectro de RMN**C (Espectro 2) foi possivel observar
trés sinais que confirmaram a formacgédo do produto da reacado, sao eles: 6 127,5;
132,7 e 164,5 ppm. Estes sinais foram atribuidos ao carbono alfa, do carbono beta e

da carbonila da porc¢éo acrilica do produto, respectivamente.

4.2 Preparacado dos Adutos Hibridos de MBH

Para a sintese dos adutos foram utilizados aldeidos aromaticos comerciais
com bom grau de pureza. Inicialmente, foi realizada a sintese dos adutos em
condicdes aproticas, de modo a favorecer a reacdo de acordo com a proposta de
McQuade.** Uma vez que em trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo®*, o
tempo de reacdo foi bastante reduzido na preparacdo de adutos de MBH com
atividade Leishmanicida, quando ela se processa a uma temperatura de 0 °C e com
excesso do aceptor de Michael em condi¢cdes apréticas, optou-se por realizar a
sintese dos adutos 49-56 através de uma metodologia similar, acreditando ser uma

boa alternativa para as reacgoes.

4.2.1 Preparagao dos adutos 49, 50 e 51

Inicialmente, foi realizada a reacg&o entre o 2-acriloiloxi benzoato de metila e o
4-nitrobenzaldeido. Nao houve a necessidade de solvente, pois o aldeido dissolve-

se gquase por completo no excesso de acrilato.
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O o

@) OH
+ | DABCO (1 mmol)
O | R sem solvente - O R
N 0 °C, agitacao
o o gitag \O o

2 mmol 1 mmol

R =4-NO, (49) R=3-NO, (50) R =2-NO, (51)

Esquema 4.2 Reagdo de MBH entre o 2-acriloiloxi benzoato de metila e nitro
benzaldeidos.

A reacdo foi acompanhada por CCDA e ap6s 3 horas de reacéo foi
possivel observar a formacéo de dois produtos majoritarios em proporgcédo de quase
1:1 (Produto A e Produto B). Também foi possivel perceber através da CCDA que o
aldeido havia sido bastante consumido como mostrado na Figura 4.1. A reacéao foi
entdo interrompida para evitar a formacdo de outros produtos além do aduto
desejado. Apds isolamento por cromatografia em coluna, os dois produtos principais

da reacao foram analisados por RMN*H e RMN*3C.

® ©
- @ | 4-nitrobenzaldeido
o Produto A
@ Produto B

4£3 R i R =reacéo

Eluente: Acetato de etila/Hexano (3:7)

Figura 4.1 CCDA apés 3 horas de reacdo do 4-nitrobenzaldeido com 48.

O produto A foi identificado como sendo o aduto de MBH esperado para a
reacdo (49). Ap6s a andlise do seu espectro de RMN*H (Espectro 11) foi possivel

observar os seguintes sinais: dois singletos em 5,96 ppm e 6,65 ppm, atribuidos
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aos hidrogénios da posicdo beta da dupla ligacdo proveniente do acrilato. A
auséncia de desdobramento de sinais e a impossibilidade de célculo de suas
constantes de acoplamento para os valores atribuidos aos hidrogénios
correspondentes as posi¢cbes E e Z, indicam a formacao da ligacdo C-C através da
reacdo de MBH. A presenca de um dubleto em 85,79 ppm (1H, J = 3,6Hz), atribuido
ao hidrogénio do carbono carbindlico, apresenta um valor de J caracteristico de
acoplamento com o hidrogénio da hidroxila. O que pode ser confirmado pelo
aparecimento de um dubleto em 6 4,06 ppm (1H, J = 4,0Hz), atribuido ao hidrogénio

da hidroxila formada pela reacdo de MBH.

Na andlise do espectro de RMN!C (Espectro 9), dois sinais que s&o
caracteristicos para o grupo de adutos de MBH propostos neste trabalho, o primeiro
€ um sinal com deslocamento quimico 6 71,94 ppm, atribuido ao carbono carbindlico
formado e a auséncia deste sinal indica a ndo formacao do aduto. O segundo sinal
importante de se destacar apresenta deslocamento quimico & 140.94 ppm, atribuido

ao carbono alfa do sistema o,p—insaturado do acrilato.

Na anélise dos espectros de RMN'H do produto B (Espectros 7 e 8) foi
possivel observar dois dubletos § 5,38 ppm (1H, J = 1,4Hz) e 6,69 ppm (1H, J =
1,6Hz) que pelos deslocamentos quimicos e valores de constante de acoplamento
atribuiu-se a dois hidrogénios vicinais de uma dupla ligagao terminal, proveniente do
sistema a,p—insaturado do acrilato. Foi possivel observar também dois dubletos &
7,61 ppm (2H, J = 8,4Hz) e 7,76 ppm (2H, J = 8,4Hz) e um duplo dubleto em 6 8,28
ppm (4H, J = 1,8Hz e 9,0Hz), de acordo com os deslocamentos quimicos, as
multiplicidades e pelos valores das constantes de acoplamento, atribuimos os
respectivos sinais aos hidrogénios aromaticos do sistema AA’BB’ proveniente do 4-
nitrobenzaldeido. Entretanto, a multiplicidade dos hidrogénios aromaticos esta numa
proporcao de dois equivalentes do aldeido para um equivalente dos hidrogénios do

sistema a,p—insaturado do acrilato.

Durante a andlise do espectro de RMN*3C (Espectro 6) foi possivel confirmar
a presencga de dois sistemas AA'BB’, através da atribuigdo dos sinais 6 123,81 ppm e
124,24 ppm aos carbonos em posi¢ao orto ao grupo nitro do produto B e os sinais o

127,40 ppm e 128,69 ppm aos carbonos em posi¢cdo meta ao grupo nitro.
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As caracteristicas espectrais do produto B, associado ao fato da reacgéo ter
sido realizada em meio aprotico, levou-nos a comparar os dados espectrais obtidos

com os ja descritos na literatura®°

para a dioxanona citada por McQuade em seu
estudo mecanistico em meio aprético.>* Sendo assim, chegamos a estrutura de uma
dioxanona formada por 1 equivalente de acrilato para dois equivalentes do aldeido.
A Figura 4.2 mostra estrutura quimica da dioxanona formada.

NO,
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NO,

Figura 4.2 Estrutura quimica da dioxanona formada na reacdo entre o composto 48
e 0 4-nitrobenzaldeido.

Na reacdo com o 3-nitrobenzaldeido, bem como o 2-nitrobenzaldeido, foi
observado semelhante padrdo cromatografico na CCDA. As reacfGes foram
interrompidas e os produtos principais (os adutos de MBH) de cada reacdo foram
isolados. Com isso, 0s rendimentos ndo foram satisfatorios utilizando esta
metodologia para a rea¢do com os aldeidos empregados. Os tempos e rendimentos

das reacdes utilizando essa metodologia estédo dispostos na tabela 4.1.

Tabela 4. 1 Tempos de reacao e rendimentos dos adutos 49, 50 e 51 seguindo a
metodologia inicial®.

Entrada Aduto Tempo Rendimento
1 49 3 horas 27%
2 50 3 horas 15%
3 51 6 horas 26%

a. 2mmol de 48, 1Immol de aldeido, 1Immol de DABCO, sem solvente e 0°C.

4.2.2 Tentativa de otimizacao da reacdo de MBH para os adutos 49, 50 e 51
utilizando uma mistura de terc-Butanol/Agua como solvente prético.
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Foi entdo realizada uma tentativa de otimizar a reacdo de MBH para os
compostos 49, 50 e 51. Inicialmente utilizou-se como reagentes o 4-nitrobenzaldeido
e o0 acrilato 48. Entretanto, foi adicionado um solvente prético a reacéao,
considerando a proposta mecanistica relatada por Aggarwal.**

Como sistema solvente protico, escolhemos uma mistura de terc-
Butanol/Agua (t-BuOH/H,O) na propor¢do 6:4. Esta metodologia mostrou-se
extremamente eficiente para a sintese do aduto de MBH 23, com um tempo
reacional de 20 minutos e rendimento quantitativo (>99%)."

Diante disso, a reacao de preparagcado do aduto 48 foi feita com 2 mmol de 48,
1 mmol do 4-nitrobenzaldeido, 1 mmol de DABCO e 1 mL do sistema solvente (t-

BuOH/H,0) e a temperatura ambiente (T. A.), como descrito no Esquema 4.3.
0 o) 0
+ | DABCO .
o t-BUOH/H,0 (6:4) o
| T. A
\O e) NO agitacao \O
48 2

Esquema 4.3 Reacgdo de MBH entre o 2-acriloiloxi benzoato de metila e o 4-
nitrobenzaldeido, utilizando solvente protico (t-BuOH/H0).

OH

49 2

ApoOs trinta minutos de reacédo foi possivel visualizar, por CCDA, que havia
uma minima quantidade do produto desejado. Apdés duas horas de reagdo, uma
nova CCDA foi realizada e ao abrir o baldo reacional pode-se sentir um odor
caracteristico do salicilato de metila. Ap6s a realizacdo da CCDA foi possivel
observar a formacdo do Salicilato de metila (comparando-se com o padr&o), o
consumo de quase todo o composto 48 e o pouco consumo do aldeido. Houve uma

pequena formacgéo do possivel aduto, como mostrado na Figura 4.3.
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Acetato de etila/Hexano (3:7)

Figura 4.3 CCDA apés 2 horas de reacdo do 4-nitrobenzaldeido com 48, utilizando
t-BuOH/H20 como solvente.

A formacdo do Salicilato de metila pode ser explicada através de uma
hidrolise basica. Uma vez que no meio reacional havia agua (pKa = 15,7), esta sofre
ionizacao em equilibrio com o DABCO (pKa = 8,8), gerando seus respectivos base e

acido conjugados.

+

HO + N N =———— HO + N N—H
‘\/\‘ ‘\/\‘

pKa, = 15,7 DABCO pKa, = 8,8

ApKa = pKa, - pKa, AGP = 1,4 ApKa

ApKa= 15,7 -8,8 AGP = + 9,66 kcal/mol

ApKa= +6,9

Esquema 4.4 Equilibrio acido-base entre a agua e o DABCO e calculo da energia
livre de Gibbs.

De acordo com o valor do ApKa, que néo ultrapassa oito unidades, podemos
inferir que a ionizagdo da agua ocorre, mas ndo de maneira irreversivel. Esse dado
pode ser obtido de acordo com a energia livre de Gibbs calculada, ja que o valor
positivo indica que o deslocamento do equilibrio ocorre da direita para a esquerda.’
Entretanto, a pouca ionizagdo da &gua ja é suficiente para promover uma hidrélise

no éster acrilico 48.
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Esquema 4.5 Mecanismo de reagéo de Hidrolise basica do acrilato 48.

Observando o mecanismo da reagdo de hidrolise basica no Esquema 4.5
poderemos perceber que na primeira etapa ocorre o ataque nucleofilico do anion
hidroxila ao carbono carbonilico do éster acrilico, levando a um estado de transicao
carregado negativamente (59) e a subsequente formacdo de um intermediario
tetraédrico. Numa segunda etapa temos uma eliminacdo, fragmentando o
intermediario tetraédrico em acido acrilico e o fenolato do salicilato de metila. Numa
terceira e Ultima etapa ocorre a reacdo acido-base entre o fenolato e o acido acrilico.
Vale lembrar que o DABCO protonado (Esquema 4.4) também pode participar como
doador de préton para o fenolato. A Ultima etapa € altamente favorecida para a
formacao do salicilato de metila, devido a grande diferenca de pKa entre as espécies
quimicas.” Diante disso, podemos destacar que a hidrélise é favorecida no éster
acrilico e ndo no éster metilico, nas condi¢des da reagéo, devido a formacdo de uma
espécie carregada que pode ser estabilizada por ressonancia (o anion fenolato),

sendo assim, um caminho menos energético para ocorrer a hidrolise.

4.2.3 Tentativa de otimizacdo da reacdo de MBH para os adutos 49, 50 e 51
utilizando uma metanol como solvente protico

Outra tentativa de otimizar a reacdo de MBH entre o 4-nitrobenzaldeido e o

acrilato 48 foi realizada utilizando como solvente protico o metanol, ja descritos na
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literatura como agente transferidor de prétons durante a etapa lenta da reacdo de
MBH.**? Utilizamos uma metodologia semelhante para a reacéo realizada com o
sistema solvente t-BuOH/H,O (6:4), substituindo apenas este sistema solvente pelo

metanol, adicionando 0,5 mL.

Apdés uma hora de reacdo, ao abrir o baldo que continha a reacdo para
analisar o comportamento da reacéo através de CCDA, foi possivel perceber que o
meio reacional apresentava odor caracteristico do acrilato de metila. Considerou-se
entdo a hipétese de uma provavel solvolise realizada pelo metanol, através de uma
reagdo de transesterificagdo. Para confirmarmos essa suspeita preparamos uma
placa de CCDA e também aplicamos padrdes do Salicilato de metila e do aduto 47
(vide Figura 3.1). O comportamento cromatografico da reacéo esta apresentado na

Figura 4.4.

- @
4-nitrobenzaldeido <— @ —
® O
- @
R=Reacdo | 48 R 47 49 57
Eluente:

Acetato de etila/Hexano (3:7)

Figura 4.4 CCDA apo0s 1 hora de reacdo do 4-nitrobenzaldeido com 48, utilizando

metanol como solvente.

De acordo com a analise em CCDA constatamos a formacao do aduto 47 de
forma majoritaria, confirmando a suspeita de sua formacao durante a reacdo. Houve
também a formacdo do salicilato de metila, dado que corrobora a solvolise

provocada pelo metanol.
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Assim como no equilibrio acido-base entre a agua e o DABCO, existe, de
modo semelhante, um equilibrio 4cido-base entre o metanol e o DABCO. Entretanto,

neste caso, além da formacdo do acido conjugado do DABCO, ha a formacédo do

anion metoxido.

/ \ - / \ s

Ka =1 -
PKa, = 15,5 DABCO pKa, = 8,8

Esquema 4.6 Equilibrio 4cido-base entre o metanol e o DABCO.

Sendo assim, o mecanismo da reacdo € semelhante ao mostrado no
Esquema 4.5, porém, uma vez que o nucledfilo € o anion metoxido, na etapa de
eliminacdo sédo formados o acrilato de metila e o fenolato, onde este pode ser

protonado pelo acido conjugado do DABCO.

0 -
C "OCH, )\/ o
0 0 W
| —— - 5 OCH, ©
~o N0 5 OCH,

48 60

o
N N=—H
57 & o
—_— e +
OH o}
- CH,0 |
0" o o N0

Acrilato de metila

Esquema 4.7 Mecanismo de reacéo de solvolise basica do acrilato 48 pelo metanol.

Como houve a formacdo do acrilato de metila, este atuou como aceptor de
Michael que reagiu com o 4-nitrobenzaldeido, catalisado pelo DABCO, para formar o

aduto de MBH 47.

4.2.4 Tentativa de otimizagdo da reacdo de MBH para os adutos 49, 50 e 51
utilizando Salicilato de metila como fonte proténica
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Visto que a utilizacdo de solventes préticos como agua e alcodis poderiam
levar a hidrélise ou reacBes de transesterificacdo, decidimos realizar a reacao
utilizando o proprio Salicilato de metila como solvente e fonte de prétons, pois caso
ocorra a transesterificacdo, os produtos formados na reagcdo seriam 0S proprios
reagentes, o salicilato de metila e o seu acrilato (48), como esta mostrado de
maneira simplificada no Esquema 4.8.

A 0

+ 0 D) h e

oo 00" oo 0% >o”
57 48
N@NLH
0
OH e
o o} 0 o~

Esquema 4.8 Mecanismo simplificado da reacdo de transesterificacdo do acrilato 48
com o salicilato de metila.

Foi realizada a reacdo de preparagcdo do aduto 49, utilizando uma
metodologia semelhante aquela empregada para a reacdo com t-BuOH/H,O e com
metanol. Utilizamos 2 mmol de 48, 1 mmol do 4-nitrobenzaldeido, 1 mmol de
DABCO e 1 mL do salicilato de metila. Diferentemente das duas metodologias

anteriores, realizamos a rea¢cao na temperatura de 0 °C.

Andlises em CCDA foram realizadas em intervalos de uma hora, durante
quatro horas de reacao, percebemos que a reacdo prosseguia de maneira lenta para
a formacéo do produto. Apds vinte e quatro horas de reacao realizamos uma nova
analise por CCDA e observamos a formacao do produto, porém também a formacao
da dioxanona, em menor propor¢cdo do que a quando a reacao foi realizada sem

solvente.

A formacdo da dioxanona, apesar do uso de uma fonte transferidora de
prétons no meio reacional, é explicada pelo mecanismo dual da reacdo de MBH,
onde 0s mecanismos propostos por McQuade e Aggarwal competem entre si. Este

fato foi bem demonstrado por Coelho, quando identificou os dois intermediarios
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propostos para a transferéncia de prétons, utilizando o 2-naftol como fonte de
prétons, através da espectrometria de massas.” A Figura 4.5 trds o espectro de
massas com dois ions que foram atribuidos aos respectivos intermediarios propostos

tanto por McQuade quanto por Aggarwal.

¢
L7

1001 199
A &
Yo W ocH, W, O,
J e, M
HO' P 8 -0
| A ,-"
1 12’3 | 30]5 43-3: 4:9
0 m/z

50 100 150 200 250 300 350 400 450

Figura 4.4 Espectro de massas (ESI-MS) da reacdo de MBH utilizando benzaldeido
(3 equiv.), acrilato de metila (1 equiv.) e DABCO (1 equiv.) e 2-naftol (3 equiv.) como
fonte de prétons.

Resolvemos isolar o produto, uma vez que poderia haver um aumento na
formacado da dioxanona. Diante de uma significativa melhora na formacao do aduto
de MBH, observado por CCDA, realizamos as reagdes tanto para o0 3-

nitrobenzaldeido como para o 2-nitrobenzaldeido. Os resultados estdo na tabela 4.2.

Tabela 4. 2 Tempos de reacao e rendimentos dos adutos 49, 50 e 51 utilizando o
salicilato de metila como fonte de prétons®,

Entrada Aduto Tempo Rendimento
1 49 24 horas 53%
2 50 48 horas 48%
3 51 24 horas 51%

a. 2mmol de 48, 1mmol de aldeido, 1mmol de DABCO, 1mL de salicilato de

metila, 0°C e agitacdo magnética.
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Os adutos 50 e 51 foram submetidos a técnicas espectroscopicas de
infravermelho, RMN'H e RMN™C. No entanto, os espectros obtidos sdo bastante
similares, destacaremos apenas sinais importantes que confirmem a formacao do

aduto desejado.

No espectro de infravermelho do aduto 50 (Espectro 18,) foi possivel observar
uma banda em 3498 cm™, atribuida ao estiramento da ligacdo O-H, uma banda em
1350 cm™ e outra em 1531 cm™, atribuidas aos estiramentos simétrico e assimétrico,
respectivamente, do grupo NO,. Em 1728 cm™ uma banda forte atribuida ao grupo
carbonila. No espectro de RMN'C (Espectro 14) dois sinais importantes foram
identificados, um em & 72,1 ppm, atribuido ao carbono carbindlico formado e 5 141,0
ppm atribuido ao carbono alfa do sistema o,p—insaturado do acrilato. Em seu
espectro de RMN'H (Espectro 16), um sinal em & 8,35 ppm (sl, 1H) foi atribuido ao
hidrogénio da posicdo 2 da porcdo do 3-nitrobenzaldeido. Sendo assim, ndo ha
desdobramento em um dubleto por ndo possuir hidrogénios em posicao orto (3
ligagbes) para o acoplamento dos mesmos, sendo entdo caracterizado como

singleto largo.

No espectro de infravermelho do aduto 51 (Espectro 23) foi possivel observar
algumas bandas de absorcdo caracteristicas, em 3479 cm™ (estiramento O-H), 1531
cm™ (estiramentos simétrico NO,), 1350 cm™ (estiramentos assimétrico NO,) e 1732
cm™ (carbonila de éster conjugado). De maneira similar aos seus isdbmeros, o
espectro de RMN*3C (Espectro 14) do aduto 51 apresentou dois sinais importantes,
umem 4 72,1 ppm, atribuido ao carbono carbindélico formado e 6 141,0 ppm atribuido
ao carbono alfa do sistema a,pB—insaturado do acrilato. Maiores detalhes sobre os
dados espectroscopicos dos adutos 49, 50 e 51 estdo apresentados nos capitulos 6
e 8.

Uma observacéo importante que podemos fazer sobre a metodologia anterior
€ que, apesar de ter sido realizada a 0 °C, os tempos de reacdo foram maiores em
relacdo a metodologia sem solvente, uma vez que a diluicdo do meio reacional com
o salicilato de metila diminui o choque molecular entre as espécies quimicas

reagentes.
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4.2.5 Otimizacao dos adutos 49, 50 e 51 utilizando excesso do acrilato 48 e menor
quantidade de DABCO.

Na tentativa de otimizar os rendimentos das reag0es de obtencdo dos adutos
49, 50 e 51, e devido ao fato que os adutos correspondentes derivados do acrilato
de metila mostraram excelente atividade antipromastigota em cepas de L.
amazonensis e L. chagasi®®, decidiu-se por usar outra metodologia para tentar

melhorar os rendimentos das reagcbes com esses adutos em particular.

Como reportado por Lee e colaboradores®, excesso de aldeido sob um
prolongado tempo de reacao leva a formacéo das dioxanonas (58). Sendo assim, foi
utilizada uma maior quantidade do excesso do acrilato 48, de modo que ele funcione
também como solvente da reacdo. A perspectiva também foi de minimizar a
formacdo da dioxanona, pois uma vez diluido o meio reacional, as dioxanonas
formadas a partir da reacdo do aduto com uma molécula do aldeido livre seriam
menos favorecidas do que no intermediario sintético formado ap6s a etapa de
transferéncia de protons, como porposto por McQuade (intermediario 17, Esquema
1.5). Optou-se também por diminuir a quantidade de DABCO para tentar evitar a

possivel formacdo de dimeros entre os acrilatos (48).

0] (0] (0] OH
+ | DABCO (0,3 mmol)
o > o
| R sem solvente R
0 °C, agitacédo
'\O o gitag ‘\O o

20 mmol 1 mmol

R =4-NO, (49) R=3-NO, (50) R =2-NO, (51)

Esquema 4.9 Metodologia de otimizacdo da reacdo de MBH para os adutos 49, 50 e
51.

As reacgOes foram acompanhadas por CCDA, e a formacéo da dioxanona foi
minimizada. Os tempos reacionais, rendimentos e porcentagem de recuperacgéo do

acrilato estdo dispostos na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3 Rendimentos e tempos de reacao para os adutos 49, 50 e 51 utilizando
excesso do acrilato 48..

Entrada Aduto Tempo Rendimento | Recuperacéo de 48
1 49 3 horas 70 91%
2 50 24 horas 61 85%
& 51 15 dias NR -

NR = néo ocorreu reacao

Foi observado que ndo houve formacgédo do produto apés 15 dias de reacao

entre o acrilato 48 e o eletréfilo 2-nitrobenzaldeido. Se analisarmos a segunda etapa

do mecanismo da reacdo de MBH, de acordo coma proposta de McQuade, pode-se

perceber uma distancia, relativamente pequena, entre o oxigénio negativamente

carregado do enolato formado e o nitrogénio do grupo nitro na posicdo orto do

intemediario 61. Neste caso particular, uma possivel interacdo entre os grupos

poderia ser considerada, de modo a diminuir a nucleofilicidade do oxigénio do

alcodxido, através da interacédo de cargas com o nitrogénio eletrofilico do grupo nitro.

Podemos considerar também o fato, aliado ao primeiro, de que o0 meio reacional por

estar bastante diluido poderia dificultar a formacdo do hemiacetal proposto por

McQuade para formacédo do aduto, ja que o choque intermolecular do intermediario

61 com outra molécula do aldeido seria mais impedido.

o (‘)D NO,
T / |\©
\O o +

S

\O o

_ O~ .0
o o Xy
O%

@j 61

Esquema 4.10 Segunda etapa do mecanismo da reagcdao de MBH proposto por

McQuade.
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Figura 4.5 Interacdo entre o alcoxido e o nitrogénio positivo do grupo nitro, distancia
entre os atomos igual a 3.1 Angstrom.

Como mostrado na Figura 4.5, os atomos em destaque (nitrogénio do grupo
nitro e oxigénio do alcooxido) apresentaram uma distancia de aproximadamente 3.1
A. Modelagem molecular foi feita utilizando o programa Chem3D Ultra 8.0®, usando
0 método AM1 para minimizar a Energia do intermediario 61.

Em reacdes sem solventes ou com solventes apréticos, o mecanismo de
reacdo de MBH ocorre preferencialmente como proposto por McQuade, onde ha
uma necessidade de duas moléculas do aldeido para a formagéo do intermediério
hemiacetal na etapa de transferéncia de préton. Visto que néo foi possivel observar
a formacéao do produto, foi adicionado ao meio reacional 1 mL de Salicilato de metila,
para servir de fonte de prétons e, deste modo, a reacdo passaria a acontecer
preferencialmente pelo mecanismo proposto por Aggarwal. Apés adicao do salicilato
de metila, a reacdo foi acompanhada por CCDA e foi possivel observar a formacao
do produto, com os resultados mostrados na Tabela 4.4. Podemos considerar
também que pode ter havido uma melhor dissolu¢do do DABCO apo0s a adicdo do
solvente proético. A repeticdo da reacdo talvez seja necessaria para observar a
completa dissolucdo de todos os componentes do meio reacional, bem como
observar a ndo formacdo do produto desejado quando na auséncia de fonte de

prétons.
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Tabela 4.4 Tempo e rendimento da reacao de obtencdo do aduto 51.

Entrada Aduto Tempo Rendimento | Recuperacéo de 48

12 51 48 horas 74% 88%

a. Metodologia empregada (Esquema 4.12) com adicdo de 1 mL de Salicilato de metila.

Este ultimo resultado foi bastante satisfatorio quanto ao rendimento da reacéo
e a metodologia empregada parece ser a mais adequada para se conseguir

melhores rendimentos dos adutos 49, 50 e 51.

4.2.6 Preparacao dos adutos 52, 53 e 54 utilizando em solvente aprético.

Para a preparacdo dos adutos obtidos pela reacdo do acrilato 48 e os
aldeidos  piridina-4-carboxaldeido, piridina-3-carboxaldeido e  piridina-2-
carboxaldeido, optou-se por utilizar o diclorometano (CH,Cl,) como solvente, uma
vez que a mistura reacional apresentava baixa solubilidade nas condicfes sem
solvente, além de que a agitacdo magnética era dificultada pela maior viscosidade
do meio reacional. O diclorometano apresenta as vantagens de poder solubilizar
bem o meio reacional, ser de facil evaporacéo e de n&o conter tragos significativos
de 4gua, o que poderia gerar hidrdlise do éster acrilico 48. O Esquema 4.11 mostra
a metodologia empregada para a obtencdo dos referidos adutos, tendo como

exemplo o aduto 52.

0] o
| O OH
+ DABCO (1 mmol)
AN >
© | | CH,Cl, o} X

N T. A., agitacao
o o = orae ~ N

2 mmol 1 mmol 52

Esquema 4.11 Metodologia para a reagédo de MBH para obtenc&o dos adutos 52, 53
e 54,

As reacdes foram monitoradas através de CCDA e ao termino das reagdes os
produtos principais foram isolados por cromatografia em coluna. Os tempos e 0s
rendimentos das reagdes estao apresentados na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5 Tempos de reacao e rendimentos dos adutos 52, 53 e 54.

Entrada Aduto Tempo Rendimento
1 52 4 horas 67%
2 53 20 minutos 60%
3 54° 3 horas %

*A discussao sobre o produto obtido encontra-se no item 4.2.8

Os espectros de infravermelho, RMN'H e RMN!C apresentaram sinais
caracteristicos para os adutos obtidos, indicando a ocorréncia da reacdo de MBH.
Os dados estdo de forma resumida na Tabela 4.6. As caracterizagOes
espectroscopicas detalhadas dos compostos estédo descritas nos capitulos 6 e 8.

Tabela 4.6 Dados espectroscépicos dos adutos 52 e 53.

Aduto | Infravermelho (cm™) | RMN™C (5 ppm) RMN'H (8 ppm)

141.4 (carbono _ .
3113 (O-H), 1728 e | zifado acrilato), 5,68 (s, 1H; hidrogénio do

= 1708 (C=0 de éster) carbono carbindlico).
69.9 (C-OH)
141.4 (carbono _ o
(C=0 de éster) carbono carbindlico).
69.9 (C-OH)

4.2.7 Preparacao dos adutos 55 e 56.

Para a preparacao do aduto 55 foi utilizada a mesma metodologia empregada
para obtencéo dos adutos 49, 50 e 51 no item 4.2.1.

O (@) O OH
+ | DABCO (1 mmol)
S | sem solvente - O
~N 0 °C, agitacédo
@] o Br \O O Br
55

2 mmol 1 mmol

Esquema 4.12 Metodologia para a reacao de MBH para obtencao do aduto 55.
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Para o aduto 56, a metodologia empregada levou em consideracéo resultados
anteriores realizados com acrilato de metila e o 2-naftaldeido.’” A reacdo, quando
realizada sem solvente, possui um tempo total de 16 dias. Sendo assim, optou-se
por fazer uso da acetonitrila como solvente aproético, uma vez que o emprego deste
solvente em reacao de varios acrilatos (alifaticos e arométicos) com o benzaldeido

resultou em uma diminuic&o consideravel do tempo reacional®.

O (@] O OH
+ I DABCO (1 mmol)
0o | Acetonitrila - o
\O o 0 °C, agitagdo \O o
56

2 mmol 1 mmol

Esquema 4.13 Metodologia para a reacdo de MBH na obtencéo do aduto 56.

Os tempos e rendimentos das reacfes de preparacdo dos adutos 55 e 56,
bem como os dados dos espectros de infravermelho, RMN*H e RMN**C desses dois
adutos, estdo dispostos nas tabelas 4.7 e 4.8, respectivamente. Os dois adutos
apresentaram sinais caracteristicos, indicando a ocorréncia da reacdo de MBH.
Apenas 0s principais picos e bandas de absorcdo de cada molécula foram
elencados, pois as caracterizagbes espectroscopicas detalhadas dos compostos

estdo descritas nos capitulos 6 e 8.

Tabela 4.7 Tempos de reacao e rendimentos dos adutos 55 e 56.

Entrada Aduto Tempo Rendimento
12 55 4 horas 52%
2P 56 24 horas 65%

a. Reacdo sem solvente. b. 0,5 mL de acetonitrila.
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Tabela 4. 8 Dados espectroscopicos dos adutos 55 e 56.

Aduto | Infravermelho (cm™) | RMNC (8 ppm) RMN'H (8 ppm)
141.5 (carbono alfa | 590 (s, 1H; hidrogénio
o 350_2 (O-H), 1716 do acrilato), do carbono
(C=0 de éster) in6li
72.2 (C-OH) carbinolico).
141.9 (carbono alfa | 574 (s, 1H; hidrogénio
56 349? (O-H), 1732 do acrilato), do carbono
(C=0 de éster) inali
72.7 (C-OH) carbindlico).

4.2.8 Discusséao sobre a reacao do acrilato 48 e piridina-2-carboxaldeido.

Apos 1 hora do inicio da reacdo, o meio reacional tornou-se de cor
esverdeada, sendo possivel perceber a formacdo de um 6leo bastante viscoso de
coloragéo preto-esverdeada e pouco soluvel no diclorometano. Com mais meia hora
resolveu-se interromper a reagdo, uma vez que o produto oleoso de cor preto-
esverdeada estava sendo formado com maior intensidade. A andlise por CCDA
revelou que o aldeido havia sido bastante consumido em relagcdo ao acrilato,

formando-se dois produtos visiveis na CCDA, em propor¢fes muito pequenas.

Acreditando-se que pudesse ter havido oxidacdo do aldeido ou formacao da
dioxanona como co-produto, a reacdo foi repetida utilizando a metodologia
empregada no item 4.2.4, onde a reacdo de MBH é feita em meio protico,
acrescentando desta vez o Salicilato de metila como solvente e fonte de protons.
Apés 4 horas de reacdo, o aspecto do meio reacional era semelhante aquele
descrito para a reacdo em meio aproético, sendo formado um Oleo viscoso de
coloragédo preto-esverdeada. Uma andlise por CCDA revelou que o aldeido havia

sido quase totalmente consumido.

Assim, uma aliquota de 0,1 mL foi retirada da reacéo e levada a filtracdo em
silica (microcromatografia), utilizando uma pipeta Pasteur como coluna de vidro,
empacotada com 0,2 g de silica e eluida com 1 mL de diclorometano, para retirar o
excesso do salicilato de metila, depois com 5 mL de acetato de etila, de modo a
filtrar a reacdo e obter os outros compostos presentes no meio reacional. Em

seguida, foi retirada uma aliquota de 1 uL da solugéo contendo os componentes do
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meio reacional e levada & andlise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, para verificar a formacdo dos possiveis produtos. No
cromatograma obtido, foi possivel identificar cinco picos com 0s respectivos tempos

de retencédo, que estéo ilustrados na Figura 4.6.

Chromatogram ACRZ_A10 REACAO2 CAGCMSsolution\DataLASOM Ticiano\4CR2_A10 REACACQ2.QGD
5,080,686 ~
K]
o
[ ] [l
] =t T
-~ i o~ )
%_ i o o L TIC*1.00
vy i i iy
1 I LI 1 1 T T
10.0 20.0 5.0
min
Peak Report TIC
Peald F. Time . Time F.Time Area  Area% Height  Height% AH Mark HNamd
! 7.507 7.475 7.550 48741 0.39 26460 0.41 134
y, 5.671 5617 5733 11512554 92.02 5068368 0166 105
3 15.520 15.483 15.567 326560 1.64 115203 346 145
4 17.247 17.20% 17.308 468087 3.79 268763 413 174
5 12.029 12.000 12.05% 33401 0.27 12355 0.3 150
12390342 100.00 6511140 100.00

Figura 4.6 Cromatograma da reacéo do acrilato 48 com a piridina-2-carboxaldeido.

No cromatograma, o primeiro pico, de tempos de retencdo 7,50 minutos,
apresentou em seu espectro de massas (Espectro 44) um ion base de m/z 120 e
outro ion de m/z 152, com aproximadamente 80% de abundéancia. Este dltimo foi
atribuido ao ion molecular do Salicilato de metila. Como o ion base apresenta uma
perda de 32 u.m.a., pode ser atribuida a uma perda de metanol (metoxila do éster e
hidrogénio da hidroxila fendlica), ja o ion de m/z 92 pode ser atribuido a perda de

todo grupo éster mais o hidrogénio da hidroxila fendlica.

O pico com tempo de retencdo 8,671 minutos apresentou em seu espectro de
massas (Espectro 45) um ion com m/z 206, atribuido ao ion molecular do acrilato
(48). O ion base, de m/z 55, corresponde ao um ion acroleina, proveniente da

quebra da ligagéo C-O entre a carbonila o,p-insaturada e o oxigénio do fenol.
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O pico com tempo de retencdo 17,24 minutos apresentou em seu espectro de
massas (Espectro 46) um ion base com m/z 144. Um ion de m/z 295 foi inicialmente
atribuido ao aduto 54 (de massa 313 u.m.a.) com a perda de 18 u.m.a., ou seja, uma
molécula de H,O. Entretanto, o espectro ndo apresentou henhum ion que pudesse
ser atribuido a um fragmento da molécula do aduto 54 sem a perda da dgua, como
por exemplo, m/z 282, que corresponderia a perda de 31 u.m.a. (CH3O¢), ou entéo o
ion de m/z 162, que corresponderia a perda de 151 u.m.a., que seria a perda do ion

do salicilato de metila, bastante estabilizado por ressonancia.

Sendo assim, diante da presenca dos ions m/z 295, m/z 264 e m/z 144,
admintimos uma hipo6tese de formacao de indolizina a partir do aduto 54 no meio
reacional. A obtencédo de indolizinas a partir de adutos de MBH ja foi descrita na
literatura, utilizando uma variedade de ésteres acrilicos ou acrilonitrila como
aceptores de Michael e a piridina-2-carboxaldeido, sendo a reacdo favorecida
quando se introduz um melhor grupo abandonador no lugar da hidroxila alcoélica.’®
No Esquema 4.14 estd ilustrada a formacao da indolizina (64) a partir do aduto de

MBH 63, obtido na reacdo entre o acrilato de metila e a piridina-2-carboxaldeido.

COR

0 1] 2 O
T+ G
N
X N o— X g o—
63 H
Esquema 4.14 Mecanismo de reacéo para a formagao da indolizina a partir de um

aduto de MBH.

Como mostrado no Esquema 4.14, a formacdo da indolizina consiste em
etapas de adicao e eliminagéo, sendo a primeira uma adi¢cao do tipo Michael 1,4 no

sistema a,B-insaturado, realizada pelo nitrogénio do anel piridinico. Apos eliminacao
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do grupo abandonador, seguido por um rearranjo alilico (etapa lll), a indolizina é

formada.

Os nudcleos indolizinicos estdo presentes em varios compostos que
apresentam diversas atividades farmacolégicas, tais como a atividade no Sistema
Nervoso Central, antiinflamatérias’™, inibidora de fosfatases’ e antiproliferativa em

células cancerigenas.”

Para a formacdo da indolizina a partir do aduto 54 teriamos as mesmas
etapas reacionais, porém, a razdo pode envolver a eliminacdo de uma molécula de
agua ou de outro grupo abandonador, o hidrato da piridina-2-carboxaldeido (69), que
se encontra na forma de um hemiacetal, como proposto por McQuade. O Esquema

4.15 mostra a formacédo da indolizidina proposta (65) a partir do aduto 59.

64 0
= (Bo
~o" Yo

Esquema 4.15 Formacao da indolizina (65) a partir do hemiacetal (64) ou do aduto
de MBH (54).

Admitindo-se a formacdo da indolizina 65, podemos atribuir alguns
fragmentos encontrados no espectro de massas do composto relativo ao pico em
17,24 minutos do cromatograma (Figura 4.6). Estas atribuicdes estao dispostas no

Esquema 4.16, que mostra as fragmentacdes da indolizina proposta.
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Esquema 4.16 Fragmentacdes e respectivas m/z da indolizina proposta (65).

No espectro de massas do composto referente ao pico 5 do cromatograma

(Espectro 47), com tempo de retencédo 18,29 minutos (Figura 4.6), ndo foi possivel

verificar a presenca do ion molecular de m/z 313, porém, foi possivel verificar um ion

de m/z 261. Consideramos a hipdtese de ser o aduto de MBH 54, uma vez que o

fragmento com 261 u.m.a. pode ser atribuido a uma perda de 52 u.m.a., como

mostra 0 Esquema 4.17. Este tipo de fragmentacdo é caracteristico em piridinas

substituidas na posicdo 2. O fragmento gerado é estabilizado por formar uma nitrila.

C17H15NO5
m/z 313

54

o+
(@] OH
O)‘\’(H% +
_— = |
N.
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l 0] OH
O)H(\%N
\O 0]

C13H11NOg

m/z 261

Esquema 4.17 Formacéao do fragmento de m/z 261.

b
S
C4H4“

52 u.m.a.

o+
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No mesmo espectro, o ion base apresentou uma m/z de 109, o que reforca a
hipotese de ser o aduto de MBH 54, uma vez que podemos atribuir este ion a um
fragmento gerado através de um rearranjo de McLafferty, também caracteristico de

piridinas substituidas na posicdo 2, como mostrado no Esquema 4.18.

- OH o
(@]
[ N
B
O % + /N _
~ H
o 70 CeH,NO
54  ¢,.H.NO C11HgO4 m/z 109
17M15NO5
m/z 313 204 u.m.a.

™

AN N Cs;HO®
¢ ~ o o 0 3
|| . o L 53
o CH30 C7H,05™ CgH703’
3l um.a. m/z 120 151 u.m.a.

Esquema 4.18 Rearranjo de McLafferty para a formacao do ion base do aduto 54.

Também é mostrado no esquema 4.18, a formacdo do ion atribuido ao
fragmento de m/z 53, que pode ser estabilizado por ressonancia. Bem como a
formacéo do ion de m/z 120, originado a partir da perda de um ion CH3O° no ion do
salicilato de metila, com 151 u.m.a. Além do ion de m/z 120, foi observado outro ion
de semelhante abundancia, com m/z 121. Este dltimo pode ser gerado a partir de
um rearranjo de McLafferty sofrido pelo ion de m/z 151, gerando também
formaldeido, como mostra o Esquema 4.19. O ion de 121 u.m.a. pode ser
estabilizado por ressonancia.

ot

. + CH,0O
0) OH z-
H)
.
~J o
o o - C/Hs0," -
CgH,05" 121

151

Esquema 4.19 Formacao do ion de m/z 121 a partir de um rearranjo de McLafferty
sofrido pelo ion de m/z 151.
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Dos produtos obtidos, o composto de tempo de retencao, 18,29 minutos, foi 0
que apresentou menor area de pico no cromatograma (Figura 4.6). Uma vez que
este pico foi atribuido ao aduto de MBH 54, como mostrado na analise do espectro
de massas, devemos considerar que o rendimento da reacdo para o produto
desejado nao foi satisfatério. Entretanto, para a indolizina 65, a area do pico 4

corresponde a uma massa mais de dez vezes maior que a do pico 5.

4.3 Avaliacao da atividade Leishmanicida

Os adutos de MBH obtidos neste trabalho foram levados a uma avaliagao da
atividade Leishmanicida in vitro contra cepas das espécies Leishmania amazonensis
e Leishmania chagasi. Foram também incluidos na avaliagcdo o Salicilato de metila

(57) e o seu respectivo acrilato (48)

Os resultados da avaliacédo da atividade foram bastante promissores e todos
0S compostos apresentaram alta atividade Leishmanicida. Os valores das Clso dos

adutos estdo apresentados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 Valores de Clsg dos adutos avaliados in vitro contra L. amazonensis e L.

chagasi.
Compostos L. amazonensis L. chagasi
avaliados
pug/mL uM pg/mL UM

57 34,73 228,5 39,74 261,44
48 22,35 108,5 24,48 118,83
49 4,05 11,34 20,48 57,36
50 8,16 22,85 14,51 40,64
51 2,73 7,64 3,62 10,14
52 7,46 23,83 10,44 33,35
53 9,75 31,15 12,11 38,69
55 3,26 8,33 14,98 38,31
56 8,58 23,70 16,78 46,35
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Como mostrado na Tabela 4.9, todos os adutos apresentaram expressiva
atividade Leishmanicida contra os dois tipos de espécies do parasita. Porém, tanto
em L. amazonensis como em L. chagasi o aduto 51 mostrou-se com alta atividade

em relacdo aos demais.

Em uma revisdo recente de Favero e colaboradores’’ destacam a importancia
de nitrocompostos na atividade antiparasitaria, incluindo algumas espécies de
Leishmania. Ao estudar os nitrocompostos, observa-se que o0 mecanismo de agéo,
em nivel molecular, ainda ndo esta totalmente estabelecido, uma vez que pode
variar de acordo com diferengas estruturais dos compostos. Em 1995, Rozenski e
colaboradores’® conseguiram relacionar a acéo antibacteriana com o potencial de
reducdo de alguns nitrocompostos, comprovando que esta bioatividade € decorrente
da reducdo do grupo nitro (Figura 4.7). Esta reducdo leva ao aumento da
concentracdo intracelular de nitrocompostos, maior quantidade de radicais livres é

gerada e, consequentemente, maior € o dano causado pelo estresse oxidativo.

le- o le- 2e- 2e-
Ar—NO, Ar— NO Ar— NHOH

Ar_ NH2

Ar_ N02

Figura 4.7 Ciclo redox do grupo nitro.

Sendo assim, os adutos de MBH sintetizados neste trabalho, e que possuem
em sua estrutura quimica um grupo nhitro que pode ser reduzido, como mostrado no

ciclo redox, favorece a atividade leishmanicida por gerar radicais livres.

Com relacdo ao mecanismo de acao, foi proposto que os antimoniais atuam
no parasito pela inducédo do efluxo de glutationa (GSH) e tripanotiona (T[SH],) e a
inibicdo da atividade da enzima tripanotiona redutase (TryR).” A glutationa (GSH) é
um abundante antioxidante que tem sido relacionado com a protecao celular. Os
tripanossomatideos como a Leishmania mantém o balanco de 6xido-reducéo (redox)
por um mecanismo singular, pois sdo desprovidos de glutationa redutase que, na
maioria dos outros organismos, é responsavel pela manutengcdo de um ambiente

intracelular redutor/protetor dependente de GSH.

Em substituicdo, eles possuem um sistema antioxidante baseado em

tripanotiona (T[SH],; duas moléculas de GSH ligadas por uma unidade de
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espermidina) como principal tiél reduzido. A tripanotiona € mantida em sua forma
reduzida pela enzima tripanotiona redutase (TryR), de modo que a TryR exerce um
papel central na protecdo de Leishmania spp. contra espécies reativas derivadas do
oxigénio e nitrogénio (produzidos pelo hospedeiro) por meio da reciclagem de
tripanotiona oxidada. Desse modo, uma funcéo fisiologica vital tem sido descrita
para a TryR na manutencdo dos niveis de T[SH],, particularmente no interior de
células do hospedeiro, sob condicbes altamente oxidantes geradas durante a

resposta de defesa.®

Outra possibilidade que merece também ser considerada para pesquisa do
mecanismo de acao dos adutos, seria uma possivel inativacdo de enzimas, como a
TryR, através de uma adicdo (tipo Michael 1,4) irreversivel de grupos nucleofilicos
(OH, NH; ou SH) a dupla conjugada. Uma vez que o grupamento fendlico do
salicilato de metila é melhor grupo abandonador que um grupo proveniente de um
alcool alifatico, a eletrofilicidade da dupla ligacdo pode ser aumentada, favorecendo

a formacéo de um ceteno.
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5. Conclusoes e
perspectivas
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Considerando os objetivos e as propostas deste trabalho, concluimos que as
reacOes de obtencdo dos adutos hibridos de MBH tiveram rendimentos satisfatorios.
Entretanto, uma metodologia Unica continua sendo um desafio para 0 nosso

trabalho, bem como para a reacao utilizando outros reagentes.

A incorporacdo do grupamento fendlico do Salicilato de metila potencializou
consideravelmente a atividade Leishmanicida dos adutos descritos neste trabalho,
em relacdo aos adutos de MBH derivados do acrilato de metila e os respectivos
aldeidos aromaticos. Isso pode ser devido ao aumento lipossolubilidade da
molécula, como também do incremento na eletrofilicidade da dupla conjugada pela
incorporacdo de um éster derivado de um fenol, sendo o mesmo um bom grupo

abandonador.

Metodologias que empregaram solventes préticos diferentes do salicilato de
metila ndo foram satisfatérias, pois provocaram solvolise, sendo assim, para testes
in vivo, essas moléculas talvez possam ser hidrolisadas no organismo do hospedeiro
antes de atingirem os parasitas. Por outro lado, os resultados em Leishmania
amazonensis foram bastante promissores nos ensaios in vitro, podendo-se
considerar testes in vivo das moléculas com preparacbes farmacéuticas do tipo

pomadas, utilizando veiculos lipossolaveis.

Apés verificacdo dos espectros de massas obtidos durante a andlise da
reacdo pela técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas, foi possivel identificar um ndcleo indolizinico formado a partir da reacéo de
obtencdo do aduto 54. Como compostos contendo este tipo de heterociclo sdo de
interesse bioldgico, temos como perspectiva a sintese de novas indolizinas a partir
de adutos de MBH para realizagdo de outros testes biologicos, além da atividade

Leishmanicida.
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6. Experimental



6. EXPERIMENTAL

6.1 Materiais e Métodos

Neste trabalho foram utilizados aldeidos adquiridos do fabricante Acros,
solventes adquiridos dos fabricantes Tedia e Vetec, cloreto de acriloida do fabricante
Merck e o Salicilato de metila da empresa Dinamica, todos com excelente grau de

pureza.

A formacédo dos produtos foi acompanhada pela técnica de cromatografia de
camada delgada analitica (CCDA), onde foi utilizado cromatofolhas de aluminio dos
fabricantes Macherey-Nagel e Whatman, suportadas em Gel de Silica 60 (fase
estacionaria), contendo indicador de fluorescéncia a 254nm, e uma mistura de
acetato de etila / hexano como fase movel, sendo irradiadas em camera de
ultravioleta com comprimento de onda de 254nm. A purificacdo dos produtos foi feita
utilizando a técnica de cromatografia em coluna do tipo relampago, utilizando gel de
silica (fase estacionaria) do fabricante Acros, apresentando uma granulometria de
0.035 - 0.070mm, e misturas de acetato de etila / hexano, como fase movel.

Os solventes foram evaporados sob pressdo reduzida e temperatura

controlada em evaporador rotatério da marca Fisaton.

Todos os adutos MBH sintetizados sao inéditos e foram caracterizados
mediante analise espectroscépica de RMN®C, RMN'H e Infravermelho. Os
espectros de RMN *H e RMN **C foram obtidos por trés tipos de aparelho: Varian
Mercury Spectra AC 20 (200 MHz para *H e 50 MHz para **C), Bruker Avance Il (400
MHz para *H e 100 MHz para *3C) e Varian Inova (500 MHz para 'H e 125 MHz para
13C) em CDCI; em Cloroférmio deuterado (CDCls) com Tetrametilsilano (TMS) como
padrao interno.

Os desdobramentos quimicos referentes a cada acoplamento dos hidrogénios
foram expressos da seguinte forma: singleto (s), singleto largo (sl), dubleto (d),
tripleto (t), duplo dubleto (dd), duplo dubleto duplo (ddd) e multipleto (m). Os
deslocamentos quimicos (6) foram medidos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As multiplicidades dos sinais dos
carbonos foram observados pelo uso das técnicas de APT, onde sdo colocados em
fase “para cima” carbonos quaternarios e metilenos e em fase “para baixo”
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carbonos de metino e metila, como também da técnica de DEPT, onde todos se

encontram “para cima”.

Os espectros de infravermelho foram obtidos no Espectrofotémetro FTIR,
modelo IRAffinity-1, do fabricante Shimadzu, instalado em nosso préprio laboratoério,
utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr). Os valores para as absor¢des sdo
referidos em ndmeros de ondas, utilizando como unidade o centimetro reciproco

(cm™).

O cromatograma e 0s espectros de massas dos compostos presentes na
reacdo de obtencdo do aduto 54 foram obtidos através do aparelho modelo GCMS-
QP2010 Series do fabricante SHIMADZU, que encontra-se em nosso laboratorio.

6.2 Preparacao do 2-acriloiloxibenzoato de metila (48)

Em um baldo de 125mL, dissolveu-se 40mmol (6,08g) de Salicilato de metila
em 20mL de diclorometano. Em seguida, adicionou-se 42mmol de trietilamina. A
mistura resultante foi mantida em agitacdo por 15 minutos em banho de gelo, logo
apos este tempo gotejou-se dentro do baldo uma solugao contendo 42mmol (3,5mL)
de cloreto de acriloila em 10mL de diclorometano. A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo e a formacdo do produto foi acompanhada pela técnica de CCDA,
utilizando com o eluente Acetato de etila/Hexano (1:9). Apds 2h de reacao, colocou-
se a mistura em um funil de separacdo e adicionou-se 30 mL de uma solucao de
NH4Cl 10% para retirar o sal de trietilambnio e em seguida, procedeu-se a extracdo
com diclorometano (3x15mL). A fase orgéanica entdo foi seca com Na,SO, anidro e o
solvente evaporado a pressdo reduzida em evaporador rotatério. O produto da
reacdo foi isolado em coluna cromatografica contendo silica gel previamente
empacotada, utilizando inicialmente Hexano como eluente (200mL), aumentando-se
em seguida a polaridade da fase moével para 1:9 de Acetato de Etila/Hexano. As
fracbes foram reunidas, e o produto foi obtido na forma de um 6leo em 71% de

rendimento apds evaporagdo dos solventes em evaporador rotatorio.
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6.2.1 Dados Espectroscopicos do 2-acriloiloxibenzoato de metila (48)

5 3 0o
6 2
1 O9|10
8
N
o 7°0 11

RMN*C-APT (CDCls, 50 MHz, § ppm):
52,14(Cg); 123,21(C4); 123,69(Cs); 126,02(Cs); 127,58(C1o); 131,73(Cs); 132,74(C11);
133,78(C4); 150,30(C>); 164,55(Cg); 164,8(C7).

RMN'H (CDCls, 200MHz, & ppm):

3,82 (s, 3H), 6,02 (dd, 1H, J = 1,8/10,2Hz), 6,35 (dd, 1H, J = 10,2/17,2Hz), 6,61 (dd,
1H, J = 1,8/17,2Hz), 7,11 (dd, 1H, J = 1,0/ 8,0Hz), 7,29 (dt, 1H, J = 1,2/7,6Hz) 7,54
(dt, 1H, J = 1,8/7,6Hz/8,0Hz) 8,00 (dd, 1H, J = 1,6/7,8Hz).

IV (cm™/KBr): 2999, 2953, 1726, 1631, 1606, 1452, 1404, 1300, 1205, 1153, 1083,
756.

6.3 Procedimento geral para obtencdo dos adutos de Morita-Baylis-Hillman 49,
50, 51, 55 e 56.

Em um baldo de 25 mL, foi adicionado 1mmol do respectivo nitro-
benzaldeido, juntamente com 1mmol (112mg) de DABCO e 2mmol (412mg) do
acrilato 48. A mistura reacional foi mantida a 0 °C e sob agitacdo magnética. A
formacao do produto foi acompanhada por CCDA, utilizando como eluente acetato
de etila/Hexano (3:7). O isolamento foi feito dissolvendo-se a mistura reacional em
1mL de diclorometano e transferido-a para uma coluna cromatografica contendo
silica gel previamente empacotada, utilizando inicialmente a mistura eluente com
Acetato de etila/Hexano (1:9), seguido do aumento gradativo da polaridade da fase
movel para 2:8 e 3:7 de Acetato de Etila/Hexano. As fragdes foram reunidas, e a
obtencdo do produto foi efetuada pela evaporacdo dos solventes em evaporador

rotatorio. Para a reacdo de obtencdo do aduto 56 adicionou-se 0,5 mL de acetonitrila
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como solvente. Todos os compostos foram obtidos na forma de um O6leo com
rendimentos de 27%, 15%, 26%,52%, e 65% respectivamente.

6.4 Tentativa de otimizacdo da reacdo dos adutos 49, 50 e 51 utilizando terc-

Butanol/Agua (6:4) como solvente.

Em um baldo de 25mL, foi adicionado 1mmol do 4-nitro-benzeldeido, 1mL de
de uma mistura 1:1 de terc-Butanol/H,O, juntamente com 1mmol (112mg) de
DABCO e 2mmol (412mg) do Acrilato 48. A mistura reacional foi mantida a
temperatura ambiente, sob agitacdo magnética. O desenvolvimento da reacado foi

acompanhada por CCDA, utilizando como eluente acetato de etila/Hexano (3:7).

6.5 Tentativa de otimizac&o da reacao dos adutos 49, 50 e 51 utilizando Metanol

como solvente.

Em um bal&do de 25 mL, foi adicionado 1mmol do 4-nitro-benzaldeido, 1mL de
metanol, juntamente com 1mmol (112mg) de DABCO e 2mmol (412mg) do Acrilato
48. A mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente, sob agitacdo magnética.
O desenvolvimento da reacao foi acompanhada por CCDA, utilizando como eluente

acetato de etila/Hexano (3:7).

6.6 Otimizagdo da reacao dos adutos 49, 50 e 51 utilizando salicilato de metila

como solvente e fonte protonica.

Em um baldo de 25mL, foi adicionado 1mmol do respectivo nitro-
benzaldeido, 1mL de salicilato de metila, juntamente com 1mmol (112mg) de
DABCO e 2mmol (412mg) do Acrilato 48. A mistura reacional foi mantida a
temperatura 0 °C, sob agitacdo magnética. A formacéo do produto foi acompanhada
por CCDA, utilizando como eluente acetato de etila/Hexano (3:7). O isolamento foi
feito dissolvendo-se a mistura reacional em 1mL de diclorometano e transferido-a
para uma coluna cromatografica contendo silica gel flash previamente empacotada,
utilizando inicialmente um eluente de acetato de etila/Hexano (1:9), seguido do
aumento gradativo da polaridade da fase moével para 2:8 e 3.7 de Acetato de
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Etila/Hexano. As fracdes foram reunidas, e a obtencao do produto foi efetuada pela
evaporacao dos solventes em evaporador rotatorio.

6.7 Otimizacdo da reacdo dos adutos 49, 50 e 51 utilizando um maior excesso

do acrilato 48.

Em um baldo de 50 mL, foi adicionado 1mmol do respectivo nitro-
benzaldeido, juntamente com 0,3mmol (37 mg) de DABCO e 20mmol (4,12g) do
acrilato 48. A mistura reacional foi mantida a temperatura 0 °C, sob agitacao
magnética. A formacdo do produto foi acompanhada por CCDA, utilizando como
eluente acetato de etila/Hexano (3:7). O isolamento foi feito dissolvendo-se a mistura
reacional em 1mL de diclorometano e transferido-a para uma coluna cromatografica
contendo silica gel previamente empacotada, utilizando inicialmente um eluente de
acetato de etila/Hexano (1:9), seguido do aumento gradativo da polaridade da fase
movel para 2:8 e 3:7 de Acetato de Etila/Hexano. As fracdes foram reunidas, e a
obtencdo do produto foi efetuada pela evaporacdo dos solventes em evaporador

rotatorio.

6.8 Otimizagdo da reag&o do aduto 56 utilizando um maior excesso do acrilato

48 e o salicilato de metila como fonte proténica.

Adicionou-se 1 mL de Salicilato de metila ao meio reacional descrito no item
6.7 para a reacdo de obtencdo do aduto 56. A formacdo do produto foi
acompanhada por CCDA, utilizando como eluente acetato de etila/Hexano (3:7). O
isolamento foi feito dissolvendo-se a mistura reacional em 1mL de diclorometano e
transferido-a para uma coluna cromatografica contendo silica gel flash previamente
empacotada, utilizando inicialmente um eluente de acetato de etila/Hexano (1:9),
seguido do aumento gradativo da polaridade da fase mével para 2:8 e 3:7 de
Acetato de Etila/Hexano. As fracdes foram reunidas, e a obtencdo do produto foi

efetuada pela evaporacao dos solventes em evaporador rotatorio.

6.9 Procedimento para reacdo de obtencdo dos adutos 57, 58 e 59, utilizando

diclorometano como solvente a temperatura ambiente.
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Em um baldo de 25 mL, foi adicionado 1mmol do respectivo aldeido,
juntamente com 1mmol (112mg) de DABCO e 1,0 mL de diclorometano como
solvente. Em seguida, foram adicionados 2mmol (412mg) do acrilato 48. A mistura
reacional foi mantida a temperatura ambiente e sob agitacdo magnética. A formacgao
dos produtos foi acompanhada por CCDA, utilizando como eluente acetato de
etila/Hexano (7:3). O isolamento foi feito dissolvendo-se a mistura reacional em 1mL
de diclorometano e transferido-a para uma coluna cromatografica contendo silica gel
previamente empacotada, utilizando inicialmente a mistura eluente com Acetato de
etila/Hexano (5:5), seguido do aumento gradativo da polaridade da fase movel para
8:2 de Acetato de Etila/Hexano. As fragées foram reunidas, e a obtencao do produto

foi efetuada pela evaporacao dos solventes em evaporador rotatorio.

6.10 Caracterizacdo espectroscopica do composto (1,3-Dioxanona) e dos
Adutos de Morita-Baylis-Hillman

6.10.1 Composto 5-metileno-2,6-bis(4-nitrofenil)-1,3-dioxan-4-ona

NO
13
12 12

11 11

2

RMN®C-APT (CDCls, 50 MHz, & ppm):

80,25(C3); 99,48(C4); 123,81(C1, e Cio)); 124,24(Cs e Cg); 127,40(C1y e Cip);
128,69(C; e C7); 130,64(Cs); 135,08(C;); 140,98(Cio); 144,02(Ce); 148,44(Co);
148,86(C1s); 161,23(Cy).

RMN'H (CDCls, 200MHz, § ppm):
5,38 (d, 1H, J = 1,4Hz), 5,89 (s, 1H) 6,59 (sl, 1H), 6,69 (d, 1H, J = 1,6Hz), 7,61 (d,

2H, J = 8,4Hz), 7,76 (d, 2H, J = 8,4Hz) 8,28 (dd, 4H, J = 1,8Hz/9,0Hz).
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6.10.2 Aduto 49
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RMN®C-APT (CDCls, 50 MHz, & ppm):

52,30(Cs); 71,94(C1o); 122,43(Cy); 123,42(Cis e Cis); 123,59(Cs); 126,31(Cs);
127,45(Cys € Cuia'); 129,50(Cy1); 131,80(Ce); 134,05(Ca); 140,94(Cio); 147,22(Cie);
148,49(C1s); 149,96(C,); 164,2(Cq); 164,7(C).

RMN'H (CDCls, 200MHz, & ppm):

3,76 (s, 3H), 4,06 (d, 1H, J = 4,0Hz, CHOH), 5,79 (d, 1H, J = 3,6Hz), 5,96 (s, 1H),
6,65 (s, 1H), 7,04 (dd, 1H, J = 0,8Hz/8,0Hz), 7,31 (ddd, 1H, J = 1,0Hz/7,8Hz), 7,54
(ddd, 1H, J = 1,8Hz/7,6Hz/7,9Hz), 7,63 (d, 2H, J = 8,8Hz) 8,01 (dd, 1H, J =
1,8Hz/7,8Hz) 8,19 (d, 2H, J = 8,8H2).

IV (cm™): 3478, 3001, 2954, 1732, 1612, 1531, 1446, 1400, 1346, 972, 852, 825,
756, 732

6.10.3 Aduto 50

RMN®C-APT (CDCls, 50 MHz, & ppm):
52,41(Cg); 72,10(C1,); 121,71(Cie): 122,55(C1); 122,70(Crs): 123,69(C3): 126,39(Cs);

129,27(Cy7); 129,67(Cy1); 131,92(Ce); 132,86(Cis); 134,12(Cs); 141,02(Cio);
143,40(C13); 148,29(C1s); 150,10(C,); 164,37(Cs); 164.79(C7).
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RMN'H (CDCls, 200MHz, § ppm):

3,80 (s, 3H), 5,82 (d, 1H, J = 5,4Hz), 5,97 (s, 1H), 6,69 (s, 1H), 7,07 (dd, 1H, J =
1,2/8,0Hz), 7,33 (ddd, 1H, J = 1,2/7,6/7,8Hz), 7,54 (t, 1H, J = 7,8/8,0Hz), 7,57 (ddd,
1H, J = 1,8/2,0/7,8Hz), 7,83 (d, 1H, J = 7,8Hz), 8,04 (dd, 1H, J = 1,6Hz/7,8Hz), 8,16
(ddd, 1H, J = 0,8/1,2/2,2/7,8Hz), 8,35 (s, 1H).

IV (cm™): 3498, 3078, 3020, 2951, 1728, 1608, 1531, 1435, 1350, 1300, 1083, 806,
759, 690

6.10.4 Aduto 51
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RMN®C-DEPT (CDCls, 100 MHz, & ppm):

52,50(Cs); 67,68(C1); 122,67(Cy); 124,00(C3); 124,76(C1s); 126,32(Cs); 128,42(C1s);
128,65(Cy); 129,27(Ci1); 131,95(Ce); 133,67(Ci7); 134,13(Cs); 136,13(C1a);
141,19(C1o); 147,97(Css): 150,37(C,); 164,49(Co); 165,10(C).

RMN'H (CDCls, 400MHz, & ppm):

3,85 (s, 3H), 5,66 (s, 1H), 6,44 (s, 1H), 6,56 (s, 1H), 7,17 (dd, 1H, J = 0,8/1,2/8,0Hz),
7,35 (ddd, 1H, J = 0,8/1,2/8,0Hz), 7,50 (ddd, 1H, J = 1,2/1,6/8,0Hz), 7,59 (ddd, 1H, J
= 1,6/8,0Hz), 7,71 (ddd, 1H, J = 1,2/7,6Hz), 8,00 (d, 1H, J = 8,0Hz), 8,03 (dd, 1H, J =
1,2/8,8Hz), 8,05 (dd, 1H, J = 1,6/8,0Hz).

IV (cm™): 3479, 3078, 3001, 2954, 1732, 1612, 1531, 1446, 1350, 1300, 1087, 856,
736.
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6.10.5 Aduto 52
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RMN*C-APT (CDCl;, 50 MHz, & ppm):

52,31(Cg); 71,70(C12); 121,58(C14 € Cis); 122,65(Ci); 123,64(Cs); 126,33(Cs);
129,61(C11); 131,87(Ce); 134,04(Cy4); 140,90(Cio); 149,60(Cis € Cis); 150,02(Co);
150,57(C13); 164,32(Cy); 164,81(Cy).

RMN'H (CDCls, 200MHz, & ppm):
3,74 (s, 3H); 5,68 (s, 1H); 5,99 (s, 1H); 6,64 (s, 1H); 7,01 (dd, 1H, J = 1,0/8,2Hz);
7,30 (ddd, 1H, J = 1,2/7,4/7,8Hz); 7,38 (dd, 2H, J = 1,0/4,8Hz); 7,53 (ddd, 1H, J =

1,4/1,6/8,0Hz): 8,01 (dd, 1H, J = 1,6/8,0Hz); 8,52 (dd, 2H, J = 1,4/4,4Hz).

IV (cm™): 3113, 2951, 2850, 1728, 1708, 1600, 1454, 1296, 1199, 1130, 1056, 968

6.10.6 Aduto 53

RMN®C-APT (CDCls, 50 MHz, & ppm):

51,94(Cs); 69,91(C1); 122,81(C11): 123,30(C1e); 123,50(Cs): 126,03(Cs); 128,00(Cy);
131,63(Ce); 133,76(Ca); 134,89(Ci7); 137,62(Cis); 141,47(Cyo); 148,19(Cis o 15);
149,88(C>); 164,11(Cs); 164,69(C7).

RMN'H (CDCls, 200MHz, § ppm):
3,68 (s, 3H); 5,74 (s, 1H); 6,20 (s, 1H); 6,67 (s, 1H); 7,00 (d, 1H, J = 8,0Hz); 7,24 (d,
1H, J = 7,8Hz,); 7,28 (ddd, 1H, J = 1,0/7,8Hz); 7,51 (ddd 1H, J = 1,8/7,8Hz); 7,81 (dd,
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1H, J =7,8Hz); 7,98 (dd, 1H, J = 1,6/7,8Hz); 8,39 (d, 1H, J = 4,6Hz); 8,56 (d, 1H, J =
1,8Hz).

IV (cm™): 3151, 3055, 1728, 1608, 1454, 1431, 1203, 1053, 964, 732

6.10.7 Aduto 55
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RMN®C-APT (CDCls, 50 MHz, & ppm):

52,33(Cg); 72,25(C12); 121,66(Cae); 122,82(Cy); 123,74(Cs); 126,27(Cs); 128,49(C4 €
Cid'); 128,82(Cy1); 131,44(Ci5 e Ci5); 131,80(Ce); 134,05(Cs); 140,10(Cap);
141,59(C13); 150,11(C,); 164,88(C7). O carbono Cg néo foi visualizado no Espectro
34, mas seu deslocamento quimico foi atribuido através de outro espectro de

RMN*C realizado, com valor de 164,58 ppm.

RMN'H (CDCls, 200MHz, & ppm):

3,76 (s, 3H); 5,68 (s, 1H); 5,92 (s, 1H); 6,61 (s, 1H); 7,05 (dd, 1H, J = 1,2/8,0Hz);
7,31 (1H) 7,33 (d, 2H, J = 8,6Hz); 7,48 (d, 2H, J = 8,0Hz); 7,55 (ddd, 1H, J =
1,6/7,6Hz); 8,02 (dd, 1H, J = 1,8/7,8Hz).

IV (cm™): 3502, 3078, 3001, 2951, 1716, 1604, 1485, 1435, 1404, 1300, 1041, 960,
844, 810, 756, 729.

6.10.8 Aduto 56
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RMN*C-DEPT (CDCls, 50 MHz, § ppm):

52,29(Cg); 72,79(C12); 123,03(C1); 123,81(Cs); 124,78(C1s); 125,75(C17); 126,04(C14);
126,15(Cp1) 126,21(Cs); 127,65(Cie); 128,12(Cie); 128,15(C,p); 128,78(C1y);
131,89(Ce); 133,06(Ca0); 133,28(C1s); 133,92(C,); 138,40(Ci3); 141,97(Cyo);
150,22(C,); 164,84(C5); 164,97(C5).

RMN'H (CDCls, 200MHz, § ppm):

3,69 (s, 3H); 5,90 (sl, 1H); 5,97 (s, 1H); 6,64 (s, 1H); 7,02 (dd, 1H, J = 0,8/8,0Hz);
7,28 (ddd, 1H, J = 0,8/7,8Hz,); 7,50 (m, 4H); 7,84 (m, 3H); 7,95 (s, 1H); 8,01 (dd, 1H,
J =1,6/7,8Hz).

IV (cm™): 3498, 3055, 2951, 1732, 1604, 1485, 1446, 1300, 1087, 1041, 960, 856,
817, 752.

6.10 Procedimentos da avaliacdo da atividade leishmanicida.

6.10.1 Atividade leishmanicida contra Leishmania amazonensis e Leishmania
chagasi.

A avaliacdo da atividade Leishmanicida dos adutos obtidos durante este
trabalho foi feita em parceria com a equipe do Laboratério de Leishmanioses do
Departamento de biologia Molecular da UFPB (DBM-UFPB), coordenada pela
Professora Doutora Marcia Rosa de Oliveira.

Trabalhou-se com duas espécies do género Leishmania (Ross, 1903), a
Leishmania amazonensis (IFLA/BR/68/PH8) e a Leishmania chagasi
(MCAN/BR/99/JP15). Ambas as culturas do parasita foram mantidas em meio
NNN/Schneider, o qual é suplementado com 20% de soro bovino fetal e 1% de
antibiotico (estreptomicina e penicilina), a 25°C e repicadas semanalmente.

Os experimentos foram realizados em tubos de ensaio contendo meio
Schneider nos quais foram adicionados 1 x 10° células/mL de formas promastigotas
dos parasitas em fase logaritmica de crescimento. Estes parasitas foram incubados
na auséncia e na presenca de diferentes concentracfes dos adutos estudados. Apos

72 e 96 horas de incubacdo, para L. amazonensis e para L. chagasi,
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respectivamente, as culturas foram analisadas sob microscopia 6ptica comum e
quantificadas em camara de Neubauer. Para esta quantificacdo, aliquotas das
culturas foram diluidas em solucdo de Isoton (10,59 de acido citrico, 7g de NacCl,
15mL de formol e 1L de agua destilada). Os percentuais inibitérios dos compostos
foram obtidos por comparagao direta ao grupo controle, o qual era representado
pelas culturas incubadas apenas na presenca do meio. Para a andlise estatistica
dos resultados obtidos utilizou-se o teste ANOVA através do GraphPad Prism 5.0,
sendo considerados significativos os resultados nos quais p < 0,05. Além disso, para

os calculos do ICsq utilizou-se o programa SPSS 8.0.
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Espectro 1. Espectro de RMN13C-APT(CDCI3, 50MHz) do 2-acriloiloxi benzoato de
metila (48).
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Espectro 2. Expansao do espectro de RMN**C-APT(CDCl;, 50MHz) do 2-acriloiloxi
benzoato de metila (48) na regido de 121,0 a 166,0 ppm.
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Espectro 3. Espectro de RMN'H (CDCls;, 200MHz) do 2-acriloiloxi benzoato de
metila (48).
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Espectro 4. Espectro de RMN'H(CDCls;, 200MHz) do 2-acriloiloxi benzoato de metila
(48) na regidao entre 5,90 e 8,20 ppm.
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Espectro 5. Espectro de Infravermelho do 2-acriloiloxi benzoato de metila (48) em
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Espectro 6. Espectro de RMN**C-APT (CDCls, 50MHz) da 2,6-di(4-nitrofenil)-5-

metileno-1,3-dioxan-4-ona(58).
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Espectro 7. Espectro de RMN'H (CDCls, 200MHz) da 2,6-di(4-nitrofenil)-5-metileno-
1,3-dioxan-4-ona(58).
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Espectro 8. Expanséo do espectro de RMN'H (CDCls, 200MHz) da 2,6-di(4-
nitrofenil)-5-metileno-1,3-dioxan-4-ona(58) na regiao entre 6,4 e 8,6 ppm.
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Espectro 9. Espectro de RMN'*C-APT (CDCl;, 50MHz) da Benzoato de 2-{2-[(4-
nitrofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila (49).
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Espectro 10. Espectro de RMN'H (CDCl;, 200MHz) da Benzoato de 2-{2-[(4-
nitrofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila (49).
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Espectro 11. Expansdo do espectro de RMN'H (CDCls;, 200MHz) da Benzoato de 2-
{2-[(4-nitrofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila (49) na regido entre 4.0 e 7.2 ppm.
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Espectro 12. Expansdo do espectro de RMN*H (CDCls;, 200MHz) da Benzoato de 2-
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Espectro 13. Espectro de Infravermelho do Benzoato de 2-{2-[(4-nitrofenil)-hidroxi-

metil]-acriloiloxi}-metila (49) em cm™.
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Espectro 16. Expanséo do espectro de RMN'H (CDCls;, 200MHz) da Benzoato de 2-
{2-[(3-nitrofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila (50) na regido entre 7,00 e 8,40 ppm.
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Espectro 17. Expanséo do espectro de RMN*H (CDCls;, 200MHz) da Benzoato de 2-
{2-[(3-nitrofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila (50) na regido entre 5,76 e 6,72 ppm.
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Espectro 18. Espectro de Infravermelho do Benzoato de 2-{2-[(3-nitrofenil)-hidroxi-
metil]-acriloiloxi}-metila (50) em cm™.
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Espectro 19. Espectro de RMN**C-DEPT (CDCls, 100MHz) da Benzoato de 2-{2-[(2-
nitrofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila(51).
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Espectro 20. Expansdo do espectro de RMN'C-DEPT (CDCl;, 100MHz) da
Benzoato de 2-{2-[(2-nitrofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila (51) na regido de
120,0 a 155,0 ppm.
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Espectro 21. Espectro de RMN'H (CDCls;, 400MHz) da Benzoato de 2-{2-[(2-

nitrofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila (51).
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Espectro 22. Expansdo do espectro de RMN'H (CDCls;, 400MHz) da Benzoato de 2-

{2-[(2-nitrofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila (51) na regido entre 7,1 e 8,1 ppm.




100 — BB s B T | et omle s w s i bl sneias i

%T | L “,“‘\
- Al WA |
90 ,“,U,/"“"‘W V \ ) ) /,/\‘ \ i {J /\ / \ |
i "wy A% i\ N [\
\ fi i [ V i
. \ ; ‘ | !
el ‘ | ‘C_)' \
[y ol T : J‘ + 3 ...... ‘,
7 | | i i
4 i N ‘
i ‘ ~\ M i i
4 { ¢ | ‘! V lt ‘\ ; { \ (1
70— i SETRS 2
7 / = 8 [ |
‘i \ “‘. é § g ]‘ ‘ | y
7 / s 3 | i
- / 5 | [ U
B0 — ook 3 % | \fedesres 5
ef i | o
3 i Lis o
] | ® ‘ s B
50— 4 o
ﬁ_v' T T 7% T 1T 1 1 :7'\ o L 1 T 1 T 1 ! T Ty ’\ T B8t Ad LT K '"“T' T 17T 'T'7 LI L L L L] 7’7'i‘ T T VoE T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
ACR2A4

1/em

Espectro 23. Espectro de Infravermelho do Benzoato de 2-{2-[(2-nitrofenil)-hidroxi-
metil]-acriloiloxi}-metila (51) em cm™.
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Espectro 24. Espectro de RMN*®C-APT (CDCls;, 50MHz) da Benzoato de 2-[2-
(hidroxi-piridin-4-il-metil)-acriloiloxi]-metila (52).
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Espectro 25. Espectro de RMN'H (CDCls, 200MHz) da Benzoato de 2-[2-(hidroxi-
piridin-4-il-metil)-acriloiloxi]-metila (57).
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Espectro 26. Expanséo do espectro de RMN'H (CDCl;, 200MHz) da Benzoato de 2-
[2-(hidroxi-piridin-4-il-metil)-acriloiloxi]-metila (52) na regido entre 6,07 e 7,44 ppm.
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Espectro 27. Expanséo do espectro de RMN'H (CDCls;, 200MHz) da Benzoato de 2-
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Espectro 28. Espectro de Infravermelho do Benzoato de 2-[2-(hidroxi-piridin-4-il-
metil)-acriloiloxi]-metila (52) em cm™.
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Espectro 29. Espectro de RMN*C-APT (CDCls,

(hidroxi-piridin-3-il-metil)-acriloiloxi]-metila (53).

50MHz) da Benzoato de 2-[2-
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Espectro 30. Espectro de RMN*H(CDCl;, 200MHz) da Benzoato de 2-[2-(hidroxi-

piridin-3-il-metil)-acriloiloxi]-metila (53).
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Espectro 31. Expanséo do espectro de RMN*H(CDCls, 200MHz) da Benzoato de 2-
[2-(hidroxi-piridin-3-il-metil)-acriloiloxi]-metila (53) na regido entre 7,8 e 8,7 ppm.
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Espectro 32. Expansdo do espectro de RMN*H(CDCls;, 200MHz) da Benzoato de 2-
[2-(hidroxi-piridin-3-il-metil)-acriloiloxi]-metila (53) na regido entre 5,6 e 6,8 ppm.
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Espectro 33. Espectro de Infravermelho do Benzoato de 2-[2-(hidroxi-piridin-3-il-
metil)-acriloiloxi]-metila (55) em cm™.
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Espectro 34. Espectro de RMN'*C-APT (CDCls, 50MHz) do Benzoato de 2-{2-[(4-
bromofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila (55).
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Espectro 35. Espectro de RMN'H (CDCl;, 200MHz) do Benzoato de 2-{2-[(4-

bromofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila (55).
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Espectro 36. Expanséo do espectro de RMN'H (CDCl;, 200MHz) do Benzoato de 2-

{2-[(4-bromofenil)-hidroxi-metil]-acriloiloxi}-metila (55).
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Espectro 37. Espectro de Infravermelho do Benzoato de 2-{2-[(4-bromofenil)-hidroxi-

metil]-acriloiloxi}-metila (55) em cm™.
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Espectro 38. Espectro de RMN'C-DEPT (CDCl;, 50MHz) do Benzoato de 2-[2-

(Hidroxi-naftalen-2-il-metil)-acriloiloxi] metila (56).
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Espectro 39. Expansdo do espectro de RMN®C-DEPT (CDCl;, 50MHz) do
Benzoato de 2-[2-(Hidroxi-naftalen-2-il-metil)-acriloiloxi] metila (56), na regido de 123
a 135 ppm.
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Espectro 40. Espectro de RMN*H (CDCls, 200MHz) do Benzoato de 2-[2-(Hidroxi-
naftalen-2-il-metil)-acriloiloxi] metila (56).
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Espectro 41. Expanséo espectro de RMN'H (CDCls, 200MHz) do Benzoato de 2-[2-
(Hidroxi-naftalen-2-il-metil)-acriloiloxi] metila (56) na regido entre 5,42 e 7,2 ppm.
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Espectro 42. Expanséo do espectro de RMN'H (CDCl;, 200MHz) do Benzoato de 2-
[2-(Hidroxi-naftalen-2-il-metil)-acriloiloxi] metila (56) na regido entre 7,2 e 8,06 ppm.
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Espectro 43. Espectro de Infravermelho do Benzoato de 2-[2-(Hidroxi-naftalen-2-il-
metil)-acriloiloxi] metila (56) em cm™.
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Espectro 44 Espectro de massas (70 eV) do Salicilato de metila.
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Espectro 45 Espectro de massas (70 eV) do Acrilato 48.
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Espectro 46 Espectro de Massas (70 eV) da indolizina obtida na tentativa de sintese
do aduto 54.

Spectum
Pealdts F.Time13 % 3canf 1673)
IassPeaks:10
Fawlode Averaged 15.9-18.9(1672-1674)
B ModeCale. from Peak Group | - Event 1
100
109
261
] 53 L
92
31
40 ‘
I""""'I""'""I""""'I""'""I""""'I""""'I""""'I"""" L L Lt L L B L] R Bl R LU R L B
in 4 il a0 100 120 140 160 170 190 210 230 250

fr'E]

Espectro 47 Espectro de Massas (70 eV) do aduto 54.
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