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RESUMO

Titulo: Investigacdo da Reagao de Morita-Baylis-Hillman em Reator de Micro-
Ondas Usando Aldeidos Aromaticos e Isatina como Eletréfilos: Avaliacao da
Atividade Citotoxica em Linhagem de Células de Leucemia Promielocitica
Humanas (HL-60).

Neste trabalho, nés descrevemos a investigacdo da reagcao de Morita-Baylis-Hillman
em reator de micro-ondas, sob condigdes de vaso fechado para preparacao de 40
adutos, sendo seis inéditos, utilizando 30 aldeidos aromdticos e a isatina como
eletréfilos e acrilonitrila (62a), acrilato de metila (2), acrilato de hidroxietila (62b),
acrilato de 2,2-dimetil-1,3-dioxalila (62¢) e acrilato de 2,3-diidroxipropila (62d) como
aceptores de Michael catalisada por 1,4-diazabiciclo [2.2.2] octano (DABCO). A
maioria dos adutos foram sintetizados de forma eficiente em curtos tempos reacionais
e excelentes rendimentos (70-99%) usando este protocolo reacional. No entanto, esta
metodologia sintética apresentou limitagbes para substratos menos reativos, devido a
formacado de subprodutos e em alguns casos a nao formacao do aduto desejado. A
aplicacao de baixa temperatura e / ou protocolo convencional a temperatura ambiente
conduziram a preparagdo dos adutos de forma quimiosseletiva. Provamos que a
reacdo de formacado do acrilato de 2-hidroxi(4-bromofenil)metila (43) € reversivel a
120° C, fato que explica a limitacdo observada na preparacao de alguns adutos
usando aquecimento por irradiagdo de micro-ondas e o0 sucesso no emprego de
protocolo a temperatura de 0% C. A avaliacao preliminar da atividade citotoxica contra
linhagem de células de leucemia humana HL-60 foi realizada, onde os adutos
nitrilados derivados da isatina (56a e 56b) foram os mais ativos. Estudos preliminares
da atividade antimitética em células embrionarias de ourico do mar (Echinometra
lucunter) realizados com adutos nitrilados contendo anéis piridinicos (49, 47, 20),
grupo nitro (16, 38, 15) e atomo de bromo ligados ao anel aromatico (42) revelaram
que, exceto 47, todos os adutos investigados inibiram fortemente os estagios de
desenvolvimento embrionario de primeira clivagem e moérula. Além disso, observagoes
experimentais ndo demonstraram inibicdo da organizagcdo dos microtubulos, indugéao
de necrose celular e toxicidade por parte dos adutos, sugerindo como mecanismo de
acao o bloqueio da sintese protéica e/ou de DNA.

Palavras chave: Adutos de Morita-Baylis-Hillman. Reator de Micro-ondas. Atividade
citotoxica e antimitética e Reversibilidade.



ABSTRACT

Title: Investigation of Morita-Baylis-Hillman Reaction on Microwave Reactor
using Aromatic Aldehydes and Isatin as Eletrophiles: Evaluation of Cytotoxic
Activity in cell line human promyelocytic leukemia (HL-60).

In this work, we describe the investigation of the Morita-Baylis-Hillman reaction in
microwave reactor, under closed vessel conditions to prepare 40 adducts, six novel,
using 30 aromatic aldehydes and isatin as electrophiles and acrylonitrile (62a) , methyl
acrylate (2), hydroxyethyl acrylate (62b), 2,2-dimethyl-1 ,3-dioxalyl acrylate (62c) and
2,3-dihydroxypropyl acrylate (62d) as Michael acceptors catalyzed by 1, 4-diazabicyclo
[2.2.2] octane (DABCO). Most adducts were synthesized efficiently in short reaction
times and excellent yields (70-99%) using this reaction protocol. However, this
synthetic methodology showed limitations for less reactive substrates due to formation
of byproducts and in some cases the formation of the desired adduct was not obtained.
The application of low temperatures and / or conventional room temperature protocol
led to the adducts preparation in a chemoselective manner. We proved that the
formation of 2-hydroxy (4-bromophenyl) methyl acrylate (43) is reversible at 120 ° C,
which explains the restriction observed in the preparation of certain adducts using
heating by microwave irradiation and successfully protocol employing temperature of 0
¢ C. Preliminary evaluation of cytotoxic activity against cell lines of human leukemia HL-
60 was performed, where the nitrilated isatin derivatives adducts (56a and 56b) were
the most active. Preliminary studies of antimitotic activity in embryonic cells of sea
urchin (Echinometra lucunter) performed with nitrilated adducts containing pyridine
rings (49, 47, 20), nitro group (16, 38, 15) and bromine atom attached to the aromatic
ring (42) revealed that except 47, all investigated adducts strongly inhibited stages of
embryonic development of the first cleavage and morula. Moreover, experimental
observations showed no inhibition of microtubule organization, induction of cell
necrosis and toxicity of the adducts, suggesting that the blocking mechanism of action
of protein synthesis and / or DNA.

Keywords: Morita-Baylis-Hillman adducts. Microwave Reactor. Citotoxic and
antimitotic activities and Reversibility.
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1 INTRODUCAO

A reacao de Morita-Baylis-Hillman (RMBH) é uma das reacdes de
formacao de ligacdo C-C que vem ganhando relevante destaque na quimica
organica sintética. Desde a sua descoberta por Morita (1968), Baylis e Hillman
(1972), as aplicacdes dos adutos polifuncionalizados como intermediarios na
sintese de produtos naturais s6 aumenta ano apés ano (BASAVAIAH et al.,
2010).

Muitos dos adutos oriundos desta reagcdo vem apresentando amplo
espectro de atividades biolégicas, tais como antimalarial, leishmanicida,
antitumoral, herbicida, antifungica, antibacteriana entre outras, demonstrando
ser uma potencial fonte de candidatos a farmacos na busca por quimioterapia
mais potente e seletiva, principalmente para o tratamento do cancer e de
doencgas classificadas como negligenciadas e extremamente negligenciadas
(LIMA-JUNIOR e VASCONCELLOS, 2012).

Uma das limitagdes referentes a obtencédo destes compostos decorre da
velocidade desta reacado, sendo relatados, em alguns casos, tempos reacionais
acima de 65 dias. Varios protocolos tém sido descritos com o objetivo de
melhorar os rendimentos e acelerar a reagdo, tais como a utilizacao de
ultrassom, altas pressdes e liquidos iénicos.

A irradiacdo por micro-ondas aplicada a sintese organica vem se
destacando na comunidade cientifica nos ultimos anos, principalmente por
gerar compostos em curto tempo reacional e com melhores rendimentos,
minimizando muitas vezes a formacao de produtos colaterais. Aliados a este
fato, quimicos medicinais tém aplicado esta tecnologia em uma ou mais etapas
chave na sintese de novos farmacos, acelerando o processo de
desenvolvimento de novas drogas e também na geracao de novas bibliotecas
de compostos para futura avaliacdo bioldgica e posteriores estudos da relacao
estrutura atividade (REA).

Embora algumas investigacbes ja tenham sido realizadas de forma
isolada para a reagao de Morita-Baylis-Hillman, somente um pequeno numero
de substratos foi até o momento investigado (De Souza e Miranda, 2010). Além
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disso, 0 uso de fornos de micro-ondas doméstico em alguns destes trabalhos
torna os processos sintéticos nao reprodutiveis e sem controle de parametros
reacionais importantes, tais como a temperatura (KUNDU et al., 1994).

O uso de reatores de micro-ondas especificos para sintese orgéanica
vem se apresentando como uma importante ferramenta para a busca de
protocolos reacionais mais simples do ponto de vista operacional, seguro e
reprodutivel, sendo de grande uso na preparacao de substancias com interesse
bioldgico, tanto na industria quanto na academia (Sa et al., 2010).

Neste contexto, este trabalho tem como meta a investigacao a reacéao de
Morita-Baylis-Hillman (RMBH) em reator de micro-ondas para preparag¢do de
40 adutos aromaticos, usando aldeidos aromaticos e isatina (1-H-indol-2,3-
diona) como eletrofilos e a avaliacdo da atividade citotoxica frente a linhagem
de células de leucemia promielociticas humanas (HL-60).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Reacao de Morita-Baylis-Hillman

2.1.1 Aspectos gerais

A reacao de Morita-Baylis-Hillman (RMBH) é uma reacao de formacéao
de ligacao C-C entre um carbono eletrofilico (aldeidos, cetonas ou iminas) e a
posicdo a de um alceno (ou Alcino) ligado a grupos retiradores de elétrons
(GRE) catalisada por aminas terciarias ou alquil(aril) fosfinas, sendo o DABCO
o catalisador mais utilizado (BASAVAIAH et al., 2007) (Esquema 2.1). Esta
reacao gera compostos polifuncionalizados chamados adutos de Morita-Baylis-
Hillman (AMBH), que vém sendo amplamente utilizados como intermediarios
na sintese de produtos naturais e nao naturais com interesse biolégico
(BASAVAIAH et al., 2010).

Esquema 2.1 Reacdo de Morita-Baylis-Hillman

XH
j(\ GRE catalisador GRE
N W » R
R H

R = alquil, aril, heteroaril AMBH
X =0, NCO5R, NTs, NSO,Ph etc.
GRE = COR, CHO, CN, COR etc.

N
catalisador = [’6\‘\7 SN/ [I\@ '|':ph3

DABCO INDOLIZINA QUINUCLIDINA  TRIFENILFOSFINA

Esta reacao apresenta caracteristicas importantes, tais como a completa
economia de atomos, a possibilidade de ser realizada em meio aquoso ou na
auséncia de solventes e o fato de ser uma reagdo organocatalisada. Estas
caracteristicas tém recebido grande atencado dos quimicos organicos sintéticos
atualmente devido a busca pelo desenvolvimento de processos ecologicamente
satisfatorios.

Um inconveniente associado com esta reagdo sao os longos tempos
reacionais. Devido a utilidade sintética do adutos, varios protocolos vém sendo

desenvolvidos para acelerar a reagdo e melhorar os rendimentos, tais como o
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uso de micro-ondas (KUNDU et al., 1999), ultra-som (COELHO et al., 2002),
altas pressoes (HILL e ISAACS, 1988), uso de liquidos ibnicos (De SOUZA et.
al., 2006) entre outros.

2.1.2 Aspectos mecanisticos

A primeira proposta mecanistica para a reacdao de Morita-Baylis-Hillman
foi publicada por Hoffman e Rabe (1983a) e estudos cinéticos foram realizados
sete anos depois (HILL e ISAACS, 1990). A primeira etapa desta reacao
consiste numa adicao de Michael do catalisador (amina terciaria) 1 ao alceno
ativado 2 gerando um enolato zwitteribnico 3. A etapa posterior consiste numa
adicao alddlica do intermediario 3 ao aldeido 4 gerando o intermediario 5,
sendo esta etapa considerada como a controladora da velocidade. A etapa
posterior envolve um prototropismo intramolecular de 5 para formar 6 que gera
o AMBH final 7 ap6s eliminag&o do catalisador 1 que retorna ao ciclo catalitico
(Esquema 2.2).

Entretanto, em 2005 os grupos de pesquisa liderados por McQuade e
Aggarwal reavaliaram o mecanismo usando estudos cinéticos e teoricos, onde
propuseram a etapa lenta como sendo a etapa de transferéncia de préton
(PRICE et al., 2005a; AGGARWAL et al., 2005). De acordo com McQuade e
colaboradores, a RMBH é de segunda ordem com relacdo ao aldeido,
mostrando significante efeito isotdpico cinético (Ki/Kg = 5.2 em DMSO). Estes
autores propuseram a etapa lenta como sendo a etapa de transferéncia de
préton intramolecular com formacdo de um estado de transicido de seis
membros 8, gerando o intermediario 9 que se converte no AMBH 7 (PRICE et
al.,, 2005b). Aggarwal e colaboradores propuseram que na presenca de uma
fonte de prétons, ocorre formacao de um estado de transicdo onde o solvente

atua como um transportador de préton do carbono para o oxigénio 10.
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Esquema 2.2 Principais propostas mecanisticas para a RMBH

2

~:

2

o

I----00

o

8

®Z

w

o
\

A

R,CHO

e——
~—

etapa lenta

Proposta de McQuade

Amarante e colaboradores (2009) conseguiram interceptar e caracterizar
alguns novos intermediarios da RMBH entre benzaldeido e acrilato de metila
pela técnica de ESI-MS (/MS). Dentro destes novos intermediarios, dois
intermediarios chaves (m/z 433) e (m/z 449) propostos por McQuade e

Aggarwal foram interceptados e caracterizados, demonstrando a natureza

R
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dualistica do mecanismo da RMBH (Figura 2.1).
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Figura 2.1 Espectro de Massas (ESI-MS) para a reacéo entre benzaldeido e acrilato
de metila, em presenca de 3-naftol apds 10 minutos de reagéao
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(Adaptado de Amarante et al., 2009)

Recentemente, uma investigacdo experimental e computacional das
propriedades termodindmicas e do mecanismo da RMBH foi realizada por
Cantillo e Kappe (2010). Os autores demostraram inicialmente que a reacgao
entre o benzaldeido 11 e o acrilato de metila 2 foi reversivel a 120° C, fato que
demonstrou a dependéncia da temperatura para a constante de equilibrio.
(Esquema 2.3).

Esquema 2.3 Reversibilidade para a RMBH
0 OH O

0
DABCO ~
H ’)‘\o/ (0]
o
metanol
2

11

Cantillo e Kappe (2010) também observaram através de estudos tedricos
que, dependendo das condicbes empregadas e da quantidade de espécies
préticas adicionadas no meio reacional, os dois mecanismos recentemente
propostos (McQuade e Aggarwal) ocorrem simultaneamente. Esta
caracteristica dualistica para o0 mecanismo da RMBH j& tinha sido observada
em trabalho anterior de Amarante e colaboradores, usando a técnica de ESI-
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MS (/MS), onde mesmo em meio prético (3-naftol), o intermediario proposto por
McQuade foi interceptado e caracterizado.

Devido a um grande numero de variacdes de parametros envolvidos
nesta reacao com relacdo a todos os trés componentes essenciais (eletrdfilo,
alceno ativado e catalisador), e ainda outros efeitos, tais como aditivos,
solventes e temperatura, a compreensado deste mecanismo € realmente uma
tarefa desafiadora que ainda exige producao intelectual (BASAVAIAH et al.,
2010)

2.1.3 Crescimento e presente status

Apbs sua descoberta em 1972, a reacdo de Morita-Baylis-Hillman nao
ganhou muito interesse por parte dos quimicos sintéticos. S6 apés dez anos,
surgiram as primeiras aplicacbes dos adutos na preparacdo de produtos
naturais. Em 1982, Drewes e Emslei realizaram a sintese, a partir de um
AMBH, do acido integerrinécico, um monoterpeno natural encontrado em varias
espécies de plantas, sendo um constituinte acido de varios alcalbides
pirrolizidinicos encontrados na natureza. Um ano depois, Hoffman e Rabbe
(1983b) publicaram a sintese racémica do acido Mikanécico, um monoterpeno
dicarboxilado encontrado em alcalbéides de espécies de Senecio sp. (familia

Asteraceae) (Figura 2.2).

Figura 2.2 Produtos naturais sintetizados por Drewes e Emslei (1982) e Hoffman e
Rabe (1983b) a partir de um AMBH

0]
HO CO5H
R=CHecH, QH O R = C(CHa)3 OH
N - R —> Q
CO,H - o — |
- L HO
Acido Integerrinécico AMBH Acido Mikanécico
(1982) (1983)

Estas duas publicacdes levaram os quimicos a um maior interesse pela
investigacdo e utilizacdo das potencialidades desta reacdo. Basavaiah e
colaboradores (2007) publicaram uma revisdo dando uma maior atengao para

as versdes intramolecular e assimétrica da reagao.
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A (ltima revisdao acerca desta tematica foi recentemente publicada
(BASAVAIAH et al, 2010) e traz 1028 referéncias mostrando as varias
contribuicbes desta reagdo para a quimica organica sintética, além dos
avancos desta reacdo com relacdo a busca de novos catalisadores
assimétricos, aplicacdo de derivados sintéticos produzidos a partir desta
reacdo, versdo intramolecular, sintese de heterociclicos e avancos na
compreensao mecanistica.

Um recente livro publicado por Shi e colaboradores (2011) intitulado
“The Chemistry of the Morita-Baylis-Hillman Reaction” também demonstra o
grande interesse da comunidade cientifica em difundir o tema, tanto entre os
estudantes de graduacdo quanto a todos os quimicos que trabalham em
laboratérios académicos e industriais. O livro traz 563 paginas onde relata nao
somente aspectos histéricos relacionados a reacdo como também a aplicagdes
sintéticas, mecanismo de reacdo, versdo assimeétrica e utilizagdo de AMBH e
derivados na construcao de heterociclicos e produtos naturais.

O crescente interesse pela RMBH vem se traduzindo em um aumento no
nuamero de publicacées de artigos cientificos a cerca desta tematica. A Figura
2.3 abaixo mostra o numero de publicacdes de artigos cientificos de 2004 até o
ano de 2010.

Figura 2.3 Grafico representando a evolugdo no numero de publicacdes por ano
(2004-2010) usando pesquisa informatizada (programa ScifinderTM Scholar 2007)
usando como palavra chave “Baylis-Hillman reaction”.

Numero de publicagtes porano (2004-2010)
220 o em RMBH

180 H

N°Publicagoes

140 -

120 I T T T I T T T I T I T T
2004 2005 32006 2007 200B 2008 2010

ano

10



Claudio Gabriel Lima Junior Tese de doutorado

Pelo grafico, podemos observar que nos ultimos anos, um aumento
linear no numero de publicagdes, confirmando a relevante importancia desta

versatil reacao de formacéao de ligacdo C-C.

2.1.4 Adutos de Morita-Baylis-Hillman e atividade biolégica

A partir dos trabalhos de Drewes (1982) e de Hoffman (1983b), os
adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) passaram a ser utilizados pelos
quimicos como intermediarios sintéticos. Diversos produtos naturais e
moléculas de interesse biolégico foram sintetizados a partir de adutos ou
utilizando a reacdao de MBH como etapa chave para a preparacdo de um
determinado composto com interesse bioldgico. A Figura 2.4 abaixo mostra
alguns compostos derivados de AMBH com atividade biolégica.

Figura 2.4 Derivados de AMBH com atividade biolégica
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No entanto, a bioavaliacdo de adutos simples de Morita-Baylis-Hillman
oriundos de aldeidos arométicos e alcenos ativados sé foi explorada 3 décadas
apds publicacdo do trabalho de Morita (1968). O primeiro relato de atividade
biolégica de AMBH data de 1999, quando Kundu e colaboradores reportaram a
significante atividade antimalarial de 11 adutos e 3 derivados contra P.
falciparum in vitro e P. berguei in vivo (Figura 2.5) . Os adutos 15 e 20 foram os
que demonstraram maior poténcia, onde ensaios in vivo em P. berguei

apresentaram atividade dos mesmos em dose de 80mg/Kg.

Figura 2.5 Adutos de Morita-Baylis-Hillman bioavaliados por Kundu e colaboradores
(1999)

OH OH OH OH
©)\”/C02CH3 ©)\”/CN mCOQCH3 /©)\H/CN
02N O2N
12 13 14 15
NO, OH oH oH QH
cN  HsCO CN HsCO CN N CO,CH,4
L.
H,CO HsCO N
16 17 OCHz 18 19
OH OH OH
N CN o CO,CHs MCN
| \ / \ /
N
20 21 22

Em 2005, Narender e colaboradores sintetizaram AMBH entre 2-
cloronicotinaldeidos substituidos e acrilonitrila ou acrilato de metila. Os adutos
foram sintetizados em excelentes rendimentos (97-98%) e em curtos tempos
reacionais (10 — 15 minutos). A bioavaliagdo destes adutos frente a cepas de P.
falciparum sensiveis e resistentes a cloroquina (FLD-B e FLD-NG) revelaram
significante atividade antimalarial para todos os compostos sintetizados, sendo

0s adutos 23a, 23b e 23c os mais ativos em ambas as cepas (Figura 2.6).

12
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Figura 2.6 AMBH sintetizados e bioavaliados por Narender e colaboradores (2005)
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Um ano ap6s o trabalho de Narender e Colaboradores, Vasconcellos e
colaboradores (2006) publicaram a atividade de adutos aromaticos de Morita-
Baylis-Hillman contra Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do
Schistosoma mansoni. A Figura 2.7 mostra o0s adutos sintetizados e
bioavaliados neste trabalho. Dos compostos bioavaliados, os adutos 15, 24 e
28 foram os que demonstraram maior atividade moluscicida com CLso de 7.50,
6.64 e 17.1 ug/mL, respectivamente. A importancia da presenca do grupo nitro
ligado ao anel aromatico para a significante atividade moluscicida assim como
a presenca do grupo nitrila foi observada. E importante ressaltar que resultados
anteriores publicados por Kundu (1999) e Narender (2005) para a atividade
antimalarial dos adutos 15-20 e 23a-23c também ja apontavam a importancia

da presenca do grupo nitrila para o0 aumento da atividade biol6gica.

Figura 2.7 Adutos de Morita-Baylis-Hillman sintetizados e bioavaliados contra
Biomphalaria glabrata
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Yu e colaboradores (2006) publicaram um interessante trabalho
relatando a atividade antifungica e herbicida de alguns 3-cloro-5-(trifluorometil)-
piridin-2-iloxi) fenil contendo derivados de acrilonitrila e acrilatos. O
planejamento sintético dos derivados e dos novos adutos foi baseado na
estrutura do Haloxyfop® (Figura 2.8), um herbicida comercial que, quando
adicionado ao AMBH, formou o composto 31 que apresentou excelente
atividade herbicida em safras de monocotiledéneas. Através da estratégia de
simplificagdo molecular, 15 compostos foram sintetizados, onde os adutos 31a
e 31c¢ apresentaram pronunciada atividade fungicida controlando 80 e 70% de
mildio em pepinos a 400 g /ha. Ja o aduto 31b foi efetivo contra brusone em
arroz com 85% de controle a 25 g /ha. Neste trabalho, foi observada também a
perda da atividade fungicida apds a eterificacdo do grupo hidroxila dos AMBH

sintetizados, fato que demonstrou a importancia deste grupo funcional.

Figura 2.8 Design dos AMBH fungicidas apresentados por Yu e colaboradores (2006).
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X
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OH
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Em 2010, Sandes e colaboradores apresentaram também de forma
inédita o estudo do aduto 15 em relacdo a sua atividade contra as formas
epimastigota e tripomastigota de Tripanossoma cruzi (Figura 2.9). Este
composto apresentou potente inibicdo do crescimento tanto da forma
epimastigota quanto da forma tripomastigota, apresentando valores de Cls, de

28.5 uM e 25.5 uM respectivamente. Andlise ultra-estrutural foi realizada,

14



Claudio Gabriel Lima Junior Tese de doutorado

mostrando relevantes mudancgas morfolégicas em ambas as formas de T. cruzi
quando tratadas com o aduto 15 (Figura 2.10). Dentre as alteragcdes
observadas, destacou-se o aumento no volume e arredondamento do corpo
celular, intensa desorganizacado celular e ruptura da membrana nuclear com
perda do material nuclear, indicando que mecanismos diferentes de morte
celular estavam ocorrendo como apoptose, necrose e autofagia.

Figura 2.9 Estruturas quimicas dos antichagassicos Benznidazol, Risedronato e do
aduto 15

Z04R_POs*
OH
OH
(j\/H /EOZ N
\ﬂ/\N SN |
0 \=/ ZNH O,N
Benznidazol Risedronato 15

Estes resultados levaram a proposta de dois mecanismos de agao
simultaneos para este aduto, sendo o primeiro a influéncia do potencial redox,
ja que se trata de um nitrocomposto e atuagédo na inibicdo da enzima T. cruzi
farnesil pirofosfato sintase (TcFPPS). Estudos de docking molecular foram
realizados tanto com o inibidor conhecido desta enzima (Risedronato) quanto
com o aduto 15, usando o Benznidazol (ndo inibidor de TcFPPS) para
validagdo do estudo (Figura 2.10). O aduto em estudo apresentou moderada
afinidade em TcFPPS (PMF SCORE = -77.543 Kcal mol™) quando comparado
ao Risedronato (PMF SCORE = -119.142 Kcal mol™), indicando a inibigao

desta enzima um dos possiveis alvos deste AMBH.

15
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Figura 2.10 Docking molecular em TcFPPS e alteragdes morfolégicas observadas nas
formas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi quando tratadas com 15
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(Adaptado de SANDES et al., 2010).

Recentemente, foram publicados dois artigos, onde novos AMBH foram
sintetizados usando estratégias em Quimica Medicinal. O primeiro artigo
(SILVA et al., 2011) relatou a sintese de 8 adutos obtidos pela reacdo entre
aldeidos aromaticos e acrilato de propila e 8 adutos bioisdsteros classicos,
como mostrado na Figura 2.11. O aumento da lipofilicidade dos adutos foi
realizado com o objetivo de observar a influéncia deste parametro na
potencialidade ou ndo da atividade leishmanicida.

Figura 2.11 Design dos AMBH usando o conceito de bioisosterismo classico

aumento Bioisosterismo
OH H lipofilicidade oH Q classico OH O

OH
R)\VHLO/ C———> R OCH,CH,CH, C———» R o\

Embora nenhuma relagdo entre lipofilicidade e atividade leishmanicida
tenha sido encontrada, os adutos 32a e 32b ilustrados na Figura 2.12 foram os
mais ativos frente as formas promastigota de Leishmania amazonensis com
valores de Clsy de 28.38 e 20.52 uM respectivamente. Além disso, ambos os
compostos apresentaram indices de seletividade (IS) de 4.75 e 5.43

respectivamente.
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Figura 2.12 AMBH mais ativos contra formas promastigota de Leishmania
amazonensis sintetizados por Silva e colaboradores

NO, OH O NO, OH O
oS O/\/OH
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No segundo artigo publicado (BARBOSA et al., 2011), o planejamento
dos adutos foi baseado no conceito de Hibridacdo Molecular (Figura 2.13),
onde aldeidos aromaticos e o acrilato do salicilato de metila reagiram sob
catdlise de DABCO, gerando adutos em moderados rendimentos. Os adutos
foram bioavaliados contra as formas promastigota de Leishmania amazonensis
e Leishmania chagasi, sendo o aduto 33 o mais ativo com valores de Clsg de

7.65 uM 10.14 uM respectivamente.

Figura 2.13 Design de AMBH leishmanicidas usando a abordagem de Hibridagao
Molecular
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2.2 Cancer

2.2.1 Definigbes e estatisticas atuais

O cancer é uma doenca caracterizada pelo crescimento descontrolado
de células transformadas, sendo o termo neoplasia aplicado especificamente
aos tumores malignos (de ALMEIDA et al., 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o céancer é a
segunda maior causa de morte depois das doencas cardiovasculares na
maioria dos paises desenvolvidos e ha evidéncias epidemiolégicas que essa
tendéncia emergente no mundo menos desenvolvido. Estima-se que o numero
de mortes por cancer globais devera aumentar 45% entre 2007 e 2030 (de 7,9
milhdes para 11,5 milhdes de mortes), influenciadas em parte pelo aumento da
populacdo e o envelhecimento global e que novos casos de cancer neste
periodo sao estimados para saltar de 11,3 milhdes em 2007 para 15,5 milhdes
em 2030 (WHO, 2012).

No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional do Céancer (INCA)
apontam para 518.510 novos casos neste ano, sendo 257.870 homens
acometidos e 260.640 mulheres. A Figura 2.14 abaixo mostra o numero de

novos casos de cancer estimados no Brasil em 2012 por regiao.

Figura 2.14 Gréafico da estimativa de novos casos de cancer em 2012 por regiao
brasileira
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(Dados: INCA, 2012a)
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Podemos observar que as regides brasileiras com maior nimero de
casos estimados neste ano sdo a regiao Sudeste, com 272.890 novos casos,
seguido da regido Sul, com 90.940 novos casos. Para a regido Nordeste, a
estimativa é de 88.350 novos casos e a regidao Norte € a que possui 0 menor

ndmero de Nnovos casos.

2.2.2 Classificacao do cancer

O cancer é classificado de acordo com o tipo de célula normal que o
originou, sendo que quase todos os tipos podem ser classificados como
carcinomas (tecidos epiteliais), sarcomas (tecidos conjuntivos), linfomas
(sistema linfatico), leucemia (células da medula d&ssea), melanomas
(melanécitos), gliomas (tecidos de suporte cerebral ou da medula espinhal),
mielomas (malignidades nas células plasmaticas da medula éssea que
produzem os anticorpos) e neuroblastomas, sendo esta Ultima classificagao
geralmente dada a tumor pediatrico derivado de células malignas embrionarias
advindas de células neuronais primordiais (de ALMEIDA et al., 2005).

2.2.2.1 Leucemia

A leucemia é uma doenca maligna dos glébulos brancos (leucécitos),
geralmente, de origem desconhecida e que tem como principal caracteristica o
acumulo de células jovens anormais na medula 6ssea, que substituem as
células sanguineas normais (INCA, 2012b).

As leucemias podem ser classificadas de duas maneiras, uma com base
em quéo rapidamente a doenca evolui e torna-se grave ou com base nos
glébulos brancos que elas afetam. Quando analisamos a evolucdo na
gravidade da enfermidade, a doenca pode ser do tipo crénica (agrava-se
lentamente) ou aguda (agrava-se rapidamente). Se a classificacdo for dada
com relacdo nos tipos de globulos brancos que elas afetam, podem ser
linféides ou mieldides. As que afetam as células linféides sdo chamadas de
linféide, linfocitica ou linfoblastica. A leucemia que afeta as células mieldides

sao chamadas mieldide ou mieloblastica (INCA, 2012b).
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Combinando as duas classificagdes, existem quatro tipos mais comuns
de leucemia: linféide crénica, mieldide crénica, linféide aguda e miel6ide aguda.

As pessoas que sao acometidas por esta enfermidade apresentam como
principais sintomas anemia, fadiga, palpitacdo, sangramentos das gengivas e
pelo nariz, manchas roxas na pele ou pontos vermelhos sob a pele. Além disso,
o0 paciente pode apresentar ganglios linfaticos inchados, mas sem dor,
principalmente na regido do pescoco e das axilas; febre ou suores noturnos;
perda de peso sem motivo aparente; desconforto abdominal; dores nos 0ssos e
nas articulagbes. Quando a doenca afete o Sistema Nervoso Central (SNC),
podem surgir dores de cabeca, nduseas, vomitos, visdo dupla e desorientagéo
(INCA, 2012b).

Segundo dados do INCA, em 2010 foram 5.935 mortes, sendo 3.202
homens e 2.733 mulheres. A estimativa de novos casos de leucemia para este
ano chega a 8.510, sendo 4.570 homens e 3.940 mulheres. As regides
brasileiras com maior estimativa de novos casos sado a regidao Sudeste com
4.020 e a regiao Nordeste com 1.840 casos (INCA, 2012a).

2.2.3 Tipos de tratamento para o cancer

O tratamento para o cancer consiste numa terapia combinada, como por
exemplo, cirurgia, radioterapia e quimioterapia (BRANDAO et al., 2010). A
cirurgia consiste na remocao de tumores e pode ser eficaz, se ndo houver a
ocorréncia de metastase. A radioterapia € uma metodologia antineoplasica
muito usada, sendo comumente usada juntamente com a cirurgia. Embora
ocorra diminuicdo de tumores grandes com a utilizacdo da radioterapia, 0s
efeitos colaterais gerados tornam o método limitado. A quimioterapia tem por
objetivo a destruicdo das células neoplasicas, preservando as células normais.
Sua limitacao é a atuacao nao especifica dos agentes quimioterapicos, lesando
tanto células malignas quanto células normais. De forma particular, as células
de rapido crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema
imunolégico sdo muito afetadas, explicando assim a maior parte dos efeitos
colaterais da quimioterapia, tais como nauseas, perda de cabelo e
susceptibilidade maior as infeccoes (de ALMEIDA et al., 2005).
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Alguns agentes anticancerigenos de origem vegetal recentemente
descoberto vém sendo aplicados com sucesso no tratamento de alguns tipos
de cancer. Como exemplo, podemos citar os alcaléides Vimblastina e
Vincristina que vem sendo utilizados no tratamento de linfoma de Hodgkin,
sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e testiculos e leucemia linfoblastica
aguda infantil. J& o Taxol apresentou capacidade de regredir o cancer de
mama e de ovario, resistentes a terapia tradicional (MANN, 2002; BRANDAO et
al., 2010). Na Figura 2.15 abaixo apresentamos a estrutura quimicas destes

agentes anticancerigenos obtidos de plantas.

Figura 2.15 Estruturas quimicas dos agentes anticancerigenos Vimblastina (A),
Vincristina (B) e Taxol (C)
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(Adaptado de Brandao et al., 2010)

2.2.4 Classificacao dos agentes antineoplasicos

Os agentes antineoplasicos podem ser divididos em Ciclo Celular
Especifico (CCE) e Ciclo Celular Nao Especifico (CCNE). Os farmacos
especificos atuam em uma das fases do ciclo célula em mitose: GO, G1, S, G2
e M (Figura 2.16). Ja os farmacos CCNE tém a capacidade de exterminar as
células tumorais independentemente de estarem atravessando o ciclo ou de
estarem em repouso (de ALMEIDA et al., 2005).
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Figura 2.16 Ciclo de divisao celular para célula em mitose

« (@

(Adaptado de de ALMEIDA et al., 2005)

Dentro dos agentes classificados como CCE, podemos citar os
alcaldides Vimblastina, Vincristina e Taxol (Figura 2.15), que inibe o fuso
mitotico, ligando-se as proteinas microtubulares e, posteriormente,
interrompendo a divisdo celular na metafase, e os farmacos antimetabolitos
(analogos de bases nitrogenadas). Estes dultimos exercem seus efeitos
principalmente por bloquearem bioquimicamente a sintese do DNA e, portanto,
sdo restritos a fase S do ciclo celular (de ALMEIDA et al., 2005). Na Figura 2.17

sao apresentados alguns antimetabdlitos usados no tratamento de neoplasias.

Figura 2.17 Alguns agentes antimetabdlitos antineoplasicos
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Os principais agentes classificados como CCNE sdo representados
pelos complexos de coordenagédo de platina, antibidticos naturais e as acridinas
(Figura 2.18). Estes agentes atuam geralmente como eletréfilos sobre

macromoléculas nucleofilicas, formando ligagcbes covalentes por reacao de
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alquilagao, principalmente com o DNA, nas bases purinicas e pirimidinicas,

conduzindo a posterior morte celular.

Figura 2.18 Estruturas quimicas de Bleomicina (A), Dactinomicina (B), Plicamicina
(C), Cisplatina (D), Carboplatina (E), Acridina (F) e Proflavina (G)
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(Adaptado de De Almeida et al., 2010)

Estes farmacos atuam interagindo com o DNA por formacao de ligagdes
cruzadas ou por intercalacdo. No caso das ligacdes cruzadas, estas podem
ocorrer intrafilamentar, interflamentar ou inter hélices. A Figura 2.19 abaixo

mostra os padrées de ligacdes cruzadas entre os agentes e o DNA.

Figura 2.19 Tipos de ligagbes cruzadas
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(Adaptado de De Almeida et al., 2010)
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No caso dos agentes antineoplasicos que agem por intercalagdo, o
principal alvo é a fenda menor do B- DNA. O mecanismo de agéo se baseia na
intercalacdo nos pares de bases nitrogenadas citosina-guanina (CHEN et al.,
1993). A intercalacdo apresenta uma componente eletrostatica relacionada a
interagdo do tipo m, existente entre os intercalantes e as bases Citosina-
Guanina, além de complexos de transferéncia de elétrons. Os intercalantes sao
constituidos por anéis aromaticos fundidos, apresentando alta densidade
eletrénica. A Figura 2.20 abaixo mostra alguns agentes antineoplasicos que

agem por mecanismo de intercalagao.

Figura 2.20 Alguns agentes CCNE que agem por intercalagéo
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(Adaptado de De Almeida et al., 2010)

Alguns anticancerigenos, como a camptotecina e etoposideos, possui
acao sobre a enzima DNA topoisomerase | e ll, respectivamente. Inibidores de
topoisomerases agem principalmente na etapa intermediaria da clivagem, onde
a fita de DNA permanece clivada por periodos de tempo praticamente
indetectaveis, favorecendo alteracdes que conduzem a morte celular por
apoptose (BRANDAO et al., 2010).

Além dos agentes antineoplasicos citados acima, existem outros
farmacos utilizados no tratamento clinico de diferentes tipos de cancer. Devido
a nao seletividade nos tratamentos atuais, a busca por novos agentes

eficientes e menos tdéxicos vém sendo motivacao de varios grupos de pesquisa.
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A seguir serdo apresentadas duas importantes classes de compostos que vem

sendo apresentado como potenciais farmacos antineoplasicos.

2.2.5 Adutos de Morita-Baylis-Hillman com Atividade Anticancer

O primeiro trabalho apresentando a bioavaliacdo de AMBH contra
linhagens de células tumorais humanas foi apresentado em trabalho de Kohn e
colaboradores (2006), onde 18 AMBH (aromaticos e alifaticos) e derivados
apresentaram atividade antiproliferativa in vitro. Foram investigadas neste
trabalho 8 linhagens diferentes de células tumorais: UACC62 (melanoma),
MCF7 (mama), NCI460 (pulmao), OVCAR (ovario), PC0O3 (prostata), HT29
(célon) e 786-0 (rins). Estudo de relacdo Estrutura Atividade (REA) apontaram
informacdes muito relevantes, como a importancia da dupla ligagao do sistema
a,B insaturado e de grupos elétron atratores ligados ao anel aromatico para a

atividade biolégica em estudo (Figura 2.21).

Figura 2.21 Analise REA para 18 AMBH bioativos contra algumas linhagens de célula
tumorais humanas
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Mohan e colaboradores publicaram em 2006 trés artigos relatando a
atividade anticancer de varios AMBH obtidos da reacdao usando nitroalcenos
aromaticos conjugados como aceptor de Michael e catalisadas por imidazol. No
primeiro artigo publicado, 11 adutos foram obtidos pela reagdo entre
nitroalcenos aromaticos com formaldeido usando acido antranilico como
aditivo. Todos os adutos foram bioavaliados contra células de cancer cervical

(HeLa). Os adutos 34a, 34b e 34c apresentaram Clso entre 2-3 uM (Figura
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2.22). Estudos sobre 0 mecanismo de acdo mostrou que estes adutos inibiram
a formacdo de tubulina e causaram despolimerizacdo dos microtubulos

celulares.

Figura 2.22 AMBH mais ativos frente a Hela sintetizados e bioavaliados por Mohan e
colaboradores
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No segundo trabalho (RASTOGI et al, 2006), 11 adutos foram
sintetizados usando N-tosiliminas substituidas como substrato eletrofilico em
presenca de LiCl como aditivo usando 1,4 dioxana como solvente. Os adutos
sintetizados foram incubados com células humanas de cancer cervical (HelLa)
nas concentragdes de 1, 5 e 10 uM por 24 h. Os compostos 35a, 35b e 35¢
mostrados na Figura 2.23 apresentaram potente inibicdo de células de HelLa in
vitro com inibicdo de >40% a 5 puM e também inibiram a formacao de

microtUbulos in vitro.

Figura 2.23 AMBH mais ativos frente a HelLa sintetizados e bioavaliados por Rastogi e
colaboradores (2006)
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Em seguida, Dadwal e colaboradores (2006) relataram a sintese de 14
adutos, agora usando nitroalcenos aromaticos juntamente com acrilato de etila
ou metil vinil cetona como eletrofilos, sob catdlise de imidazol. Dos adutos
sintetizados, 36a, 36b e 36¢c foram os que apresentaram melhor atividade
também frente a células humanas de cancer cervical (HeLa) com inibicdo do
crescimento destas células acima de 70% na concentracdo de 5 uM (Figura

2.24). O aduto 36b demonstrou ser o mais potente com inibicdo de 80% na
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concentracéo de 5 uM e todos os adutos sintetizados apresentaram afinidade

com tubulina.

Figura 2.24 Adutos mais ativos frente a Hela com inibicdo acima de 70% na
concentracao de 5 uM bioavaliados por Dadwal e colaboradores
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Podemos observar que os adutos de Morita-Baylis-Hillman vém se
apresentando também como uma importante classe de compostos
antineoplasicos, sendo de total relevancia futuras investigacées nao somente
da atividade frente a outras linhagens de células tumorais in vitro como também
no aprofundamento dos estudos in vivo e do mecanismo de acao apresentado

por estes compostos.

2.2.6 3-Substituidos 3-hidréxi-2-Oxindol Como Potenciais Antineoplasicos

Muitos produtos naturais vém sendo utilizados no tratamento de
inumeras enfermidades no ser humano. Metodologias recentes cada vez mais
modernas de isolamento e identificacdo de compostos de fontes naturais tém
propiciado aumento no numero de novas estruturas quimicas bioativas para
inimeras indicacdes terapéuticas (BRANDAO et al., 2010).

Recentemente, diversos produtos naturais contendo a porcao 3-
substituidos 3-hidréxi-2-oxindol vém despertando grande interesse dos
quimicos medicinais, devido a potentes atividades bioldgicas apresentadas
contra alguns tipos de neoplasias, inspirando assim, alguns grupos de pesquisa
para o planejamento e sintese de andlogos mais potentes e seletivos
(PEDDIBHOTLA, 2009). A Figura 2.25 apresenta alguns produtos naturais

anticancerigenos que contém a porcao 3-Substituidos 3-hidroxi-2-Oxindol.
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Figura 2.25 Produtos naturais anticancer contendo a porcao 3-Substituidos 3-hidréxi-
2-oxindol.
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A Convolutamidina A, mostrada na Figura 2.25, € um alcalbdide
oxinddlico isolado do briozodrio Amathia convoluta, um organismo marinho que
foi coletado do Nordeste do Golfo do México por Kamano e colaboradores
(1995). Esta substancia contendo um esqueleto 4,6-dibromo-3-hidroxioxindol
apresentou atividade na diferenciagcdo de células de leucemia promielocitica
humanas HL-60.

Paratunamidas A - D foram isoladas de Cinnamodendron axillare
(KAGATA et al., 2006), onde a Paratunamida D (Figura 2.25) se demonstrou
moderadamente citotoxica contra células de carcinoma epidermdide in vitro
(Clsp = 6.0 ug/mL). J& o alcaléide Maremicina B, isolado do caldo de cultura de
espécies marinhas de Streptomyces B 9173, apresentou atividade citotdxica na
linhagem de célula humana de leucemia K562 e células de cancer cervical
(Hela) com valores proximos de 50 ug/mL (TANG et al., 2001).

Koguchi e colaboradores (2000) isolaram 4 inibidores do proteossoma
20S, um importante alvo na quimioterapia do cancer (ALMOND e COHEN,

28



Claudio Gabriel Lima Junior Tese de doutorado

2002), a partir do caldo de fermentacdo de Angiospora montagnei Sacc. TC
1093, sendo que o TMC-95A (Figura 2.25) demonstrou ser um inibidor
reversivel (ndo covalente) com valor de Clsg de 5,4 nM, inspirando assim a
busca por analogos mais simples como potenciais agentes terapéuticos (YANG
et al., 2003).

Observa-se claramente que a porcédo 3-substituidos 3-hidroxi-2-Oxindol
representa um terreno fértil para o planejamento racional e descoberta de
novas drogas antineoplasicas. Tendo em vista a grande complexidade
estrutural da maioria dos produtos naturais apresentados, a busca por
moléculas mais simples do ponto de vista operacional sintético e mais seletivos

continua sendo objetivo de pesquisas na area de Quimica Medicinal.

2.3 Radiacao de Micro-ondas

2.3.1 Aspectos tedricos

Micro-ondas sao radiagcdes eletromagnéticas nao ionizantes que
possuem uma freqiéncia que vai de 300 a 300.000 MHz, correspondendo a
comprimento de onda de 1 metro a 1 milimetro. A regido de micro-ondas situa-
se entre a regido de infravermelho e ondas de radio, como mostrado na Figura
2.26 (SANSEVERINO, 2002). A frequéncia utilizada em fornos comerciais € de
2.450 GHz, correspondendo a um comprimento de onda de 12.25 centimetros.
Nesta freqliéncia, a energia associada a esta onda eletromagnética € muito
baixa (0.0016 eV), diferentemente do observado para a radiagéo ultravioleta e

visivel, utilizada nos processos fotoquimicos (De Souza e Miranda, 2011).

Figura 2.26 Regides do espectro eletromagnético
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(Fonte: De Souza e Miranda, 2011)
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A utilizacdo da irradiacdo de micro-ondas, ao invés do aquecimento
convencional nas reagdes quimicas, vem conduzindo, na maioria das vezes, a
uma diminuicdo nos tempos reacionais e na minimizagdo de produtos
colaterais. Este aquecimento, por sua vez é completamente diferente do tipo de
aquecimento que ocorre em um forno de cozinha convencional (De Souza e
Miranda, 2011).

No aquecimento convencional, a transferéncia de energia depende das
correntes de conveccdo e da condutividade térmica de varios materiais que
devem ser penetrada, e geralmente, a temperatura do vaso de reacao é mais
alta do que na mistura reacional. De forma adicional, gradiente de temperatura
pode se desenvolver na amostra, ocasionando superaquecimento local e
subsequiente decomposicado de produto, substrato ou reagente. Por outro lado,
a irradiacdo por micro-ondas produz um aquecimento eficiente interno pela
direta interagcdo da energia de micro-ondas com as moléculas (solventes,
reagentes, catalisadores) que estdo presentes na mistura reacional. Como os
vasos empregados nos reatores de micro-ondas modernos sao fabricados com
materiais transparentes as micro-ondas (vidros de borossilicato, quartzo ou
teflon), a radiacao passa através das paredes do vazo e inverte o gradiente de
temperatura, quando comparado com o aquecimento convencional (Kappe,
2009, p. 19). A Figura 2.27 ilustra a diferenca de transferéncia de energia entre
0 aquecimento realizado de forma convencional e sob irradiacdo de micro-

ondas.

Figura 2.27 Diferengca de padrées de transferéncia de energia para o etanol em
aquecimentos promovidos por irradiagdo de micro-ondas e banho de 6leo
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(Adaptado de KAPPE e DALLINGER, 2006)
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O aquecimento por micro-ondas também é chamado de aquecimento
dielétrico e este depende da habilidade de um material especifico (por
exemplo, um solvente ou reagente) de absorver energia de micro-ondas e
converté-la em calor. Para que isso seja possivel de ocorrer, este material deve
possuir um momento dipolar. A habilidade de uma substancia especifica de
converter energia elétrica em calor a uma dada freqiéncia e temperatura é
determinada pelo fator de dissipacdo (tan ). Este fator & expresso pelo
quociente entre o fator de perda dielétrica (€"°), que indica a eficiéncia da
conversao de energia eletromagnética em calor e a constante dielétrica (€),
medida que indica a polaridade de uma molécula. Uma substancia ou meio
reacional com um alto fator de dissipacdo (tan &) € necessario para uma
eficiente absorcao e, conseqlientemente, para um rapido aquecimento. A
Tabela 2.1 mostra algumas substancias com seus respectivos valores de fator
de dissipacao (tan 9), fator de perda dielétrica (€"") e constante dielétrica (€°) a
25°2C e 3 GHz.

rr

Tabela 2.1 Valores de fator de dissipagao (tan 9), fator de perda dielétrica (€) e
constante dielétrica (€") para algumas substancias

Material o g tan 5 x 10*
Gelo 3.2 0.00288 9
Agua 76.7 12.0419 1570

NaClaq 0.1 M 75.5 18.12 2400
Etilenoglicol 12.0 12.0 10000

Heptano 1.9 0.00019 1

CCl4 2.2 0.00088 4

(Adaptado de SANSEVERINO, 2002)
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Como podemos ver na Tabela 2.1, substancias polares, tais como agua
e etilenoglicol absorvem bem microondas (altos valores de tan §), enquanto
que substancias menos polares (heptano) ou substadncias com momento de
dipolo nulo (CCls) absorvem microondas fracamente. Ja materiais cristalinos
altamente ordenados também sao pouco aquecidos por microondas, como por
exemplo, o gelo, que possui baixo valor de fator de dissipacéo (tan & x 10* = 9).

Dois sdo 0os mecanismos principais para a transformacédo de radiagao
eletromagnética em calor: polarizagdo dipolar e conducéao i6nica. No primeiro
mecanismo citado, moléculas possuidoras de momento dipolo permanentes ou
induzido, s&o alinhadas com o campo elétrico aplicado. Ao remover o campo
eletromagnético, as moléculas retornam a um estado desordenado, fazendo
com que a energia absorvida para a orientagdo seja dissipada na forma de
calor (LIDSTROM et al., 2001). Como o campo elétrico na freqiiéncia de 2,45
GHz oscila 4,9 x 10° vezes por segundo, ocorre um pronto aquecimento destas
moléculas. A Figura 2.28 abaixo mostra a influéncia do campo elétrico oscilante

na orientagdo de moléculas dipolares.

Figura 2.28 Mecanismo de polarizagéo dipolar
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No mecanismo de conducéo idnica, as particulas carregadas dissolvidas
na amostra (normalmente ions) se movem devido ao campo elétrico oscilante,
colidindo com moléculas vizinhas, causando aumento da taxa de colisdes,
convertendo energia cinética em calor (PERREUX e LOUPY, 2001). A Figura
2.29 abaixo mostra uma particula carregada sob influéncia de um campo

elétrico oscilante.

Figura 2.29 Particula carregada negativamente seguindo o campo elétrico aplicado

(Fonte: LIDSTROM et al., 2001)

2.3.2 Micro-ondas em Sintese Organica: breve historico, aplicagdes e principais
efeitos.

Embora o desenvolvimento da tecnologia de micro-ondas tenha iniciado
nos anos 40, os primeiros relatos da utilizagdo desta ferramenta em sintese
organica s6 surgiram em meados dos anos 80, com os trabalhos
independentes de Gedye e Guiguere (GEDYE et al., 1986; GUIGUERE et al.,
1986). Nestes trabalhos, os autores realizaram reagdes de Diels-Alder, Claisen
e esterificacdo usando forno de micro-ondas doméstico e frasco selado como
vaso de reagado. Em seus resultados, foi observado um aumento da velocidade
de reacao e reducao de formacao de produtos colaterais quando comparado
com experimentos sob aquecimento convencional.

Apés estas pioneiras publicacdes, o numero de publicacdes utilizando a
irradiacao de micro-ondas em reacdes organicas s6 aumentou, chegando a
mais de 4.000 publicacbes entre 1986 - 2008. Em muitos dos exemplos
apresentados, o aquecimento por micro-ondas promoveu reducdes dramaticas
nos tempos reacionais, aumento nos rendimentos e minimizacao de produtos
colaterais (KAPPE e DALLINGER, 2009),
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Atualmente, podemos observar que varias reagdes organicas vém sendo
investigadas usando o aquecimento por micro-ondas, tanto em sistemas
homogéneo quanto em heterogéneo, conduzindo a bons rendimentos. Dentre
elas, podemos citar as reacoes de Mizoroki-Heck, Suzuki-Miyauara, Mitsunobu,
cicloadicoes, reducdes, hidrogenacoes, metateses, substituicdes nucleofilicas
aromaticas, reagdes de protecdo e desprotecdo e sintese de heterociclos
(KAPPE e DALLINGER, 2009).

Alguns efeitos que justificam o sucesso obtido nas reagcbes orgéanicas
assistidas por micro-ondas podem ser racionalizados através de trés diferentes
propostas: efeitos térmicos; efeitos especificos de micro-ondas e efeitos nao
térmicos de micro-ondas (PERREUX e LOUPY, 2001).

Efeitos térmicos sdo conseqiéncias das altas temperaturas reacionais
que sao rapidamente alcancadas quando materiais polares ou misturas
reacionais sao irradiados sob condi¢cdes de vaso fechado em um campo de
micro-ondas (PERREUX e LOUPY, 2006, p. 134-218). Ja4 o denominado efeito
especifico, que ainda é um efeito de natureza térmica, é definido como a
aceleracao das transformagdes quimicas em um campo de micro-ondas que
nao podem ser realizados ou duplicados por aquecimento convencional. Este
mecanismo pode ser evidenciado, por exemplo, no superaguecimento de
solventes a pressao atmosférica e na eliminagdo do efeito de vaso causado
pela inversao de gradiente de temperatura (PERREUX e LOUPY, 2001).

O efeito ndo-térmico é resultado da interagdo direta do campo elétrico
com moléculas especificas geradas no meio reacional. Como moléculas
polares se orientam com o campo elétrico oscilante aplicado, ocorre mudanca
no fator pré-exponencial A ou energia de ativacao (termo entropico) da
equacado de Arrhenius para certos tipos de reacdo (PERREUX e LOUPY,
2001). De forma analoga, tem sido discutido que similar efeito € observado
para mecanismos de reacado polar, onde o aumento da polaridade durante o
caminho racional até o estado de transicdo resultando na diminuicao da
energia de ativacdo, como ilustrado na Figura 2.30 (PERREUX e LOUPY,
2001; HERRERO et al., 2008).
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Figura 2.30 Abaixamento da energia do estado de transicdo polar pelo campo de
micro-ondas

A+B &—&/]/ [P.m--B_B];.

(Adaptado de BOGDAL, 2005, p. 19)

Mesmo com as propostas acima citadas, muita discussdo e algumas
controvérsias persistem entre os pesquisadores que estudam a racionalizacao
dos efeitos de micro-ondas. Mesmo assim, devido as inUmeras vantagens, a
utilizagdo do aquecimento controlado por micro-ondas em sintese vem sendo
nao somente explorado pelos quimicos organicos como também tem penetrado
no campo da Quimica Medicinal (KAPPE e DALLINGER, 2006).

2.3.3 Reatores de Micro-ondas

A maioria dos trabalhos pioneiros em sintese quimica usando micro-
ondas foi executada usando forno de micro-ondas doméstico. Devido a falta de
controle de parametros reacionais (pressdo, temperatura e poténcia) e por
questdes de seguranca operacional, surgiram em meados dos anos 90 os
aparelhos de micro-ondas construidos especificamente para uso pelos
guimicos organicos sintéticos. Os reatores de micro-ondas, assim chamados,
conduziram a comunidade cientifica a realizar experimentos com maior
seguranca e reprodutibilidade, devido ao controle de parametros reacionais,
podendo realizar tanto experimentos sob pressdo de 20 bar quanto em
condices criogénicas (De SOUZA e MIRANDA, 2011).
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Em geral, um reator de micro-ondas consiste de uma fonte de micro-
ondas (magnétron), uma linha de transmissdo que distribui micro-ondas do
magnétron até uma antena e posteriormente até a cavidade, onde serd inserido
o vaso reacional. Atualmente, dois tipos de reatores de micro-ondas vém sendo
construidos e utilizados em sintese organica: multimodo e monomodo.

Nos instrumentos multimodo (conceitualmente similar aos aparelhos de
micro-ondas domésticos), as micro-ondas que entram na cavidade séao
refletidas pelas paredes e sado carregadas pela larga cavidade. Em muitos
instrumentos multimodo, um agitador interno garante que a distribuicao do
campo seja a mais homogénea possivel. Em reatores monomodo, a cavidade é
muito menor, permitindo que somente um modo seja apresentado e a
irradiacao eletromagnética seja aplicada diretamente no vaso reacional, através
de uma linha de transmissao retangula ou circular. As diferencas chaves entre
os dois tipos de reatores é que, enquanto na cavidade de reatores multimodo,
existe a possibilidade de véarios vasos de reacdo ser irradiados
simultaneamente, em reatores monomodo, somente um vaso reacional pode
ser irradiado (KAPPE et al., 2009, p. 45-51). Na Figura 2.31 abaixo mostramos

um reator de microondas monomodo (A) e um multimodo (B).

Figura 2.31 Tipos de reatores de Micro-ondas
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(Adaptado de KAPPE et al., 2009, p. 50)
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Podemos observar que a tecnologia de micro-ondas na otimizagdo de
reacdes quimicas vem tornando estes processos mais rapidos, limpos, seguro
e mais econbmico do que reacdes convencionais, fazendo com que
laboratérios académicos e industriais busquem cada vez mais a utilizacdo
destes reatores em seus programas educacionais e de pesquisa €
desenvolvimento (P&D), respectivamente.

2.3.4 Sintese Organica Assistida por Micro-Ondas e Quimica Medicinal

Com o crescimento da sintese organica assistida por micro-ondas,
pequenas moléculas passaram a serem construidas em fracdo de minutos ou
segundos, superando os protocolos reacionais classicos. Como resultado, esta
técnica tem ganhado grande aceitacdo como ferramenta disponivel para uma
aceleracao dos processos de descobrimento e desenvolvimento de drogas
(MAVANDADI e PILOTTI, 2006; SANTAGADA et al., 2009).

Muitos grupos de pesquisa vém usando de forma extensiva a tecnologia
de micro-ondas no desenvolvimento de moléculas de interesse farmacologico.
Com a chegada dos reatores especificos para reacdes organicas, 0s
problemas de reprodutibilidade, seguranca e controle de parametros reacionais
foram resolvidos. Com isso, novas tecnologias e estratégias foram
incorporadas a sintese assistida por micro-ondas, tais como, por exemplo,
sintese livre de solventes, reagdes em meio aquoso, reacgdes
multicomponentes, reacdes em fluxo continuo e reagdes em larga escala
(NASCIMENTO — JUNIOR et al., 2011).

No contexto de Quimica Medicinal, muitas subestruturas
farmacologicamente interessantes e estruturas privilegiadas (WELSCH et al.,
2010) vém sendo obtidas através da sintese organica assistida por micro-
ondas. Dentre elas podemos citar a preparacao de indodis, 1,2,4 triazbis, N-
acilhidrazonas, porfirinas e 1,2,4 oxadiazois (PATIL et al., 2011; YEUNG et al.,
2005; ANDRADE e BARROS, 2010; LUCAS et al., 2008; ADIB et al., 2006).

Recentemente, duas revisdes vém demonstrando a grande utilizacao da
sintese assistida por micro-ondas no desenvolvimento de drogas. Observa-se
que antineoplasicos, antiinflamatérios, antivirais, agentes antimicrobianos e

agentes para o tratamento de doengas negligenciadas e doencas do sistema
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nervoso central vém sendo preparados com sucesso usando a irradiagdao de
micro-ondas como fonte de aquecimento (NASCIMENTO - JUNIOR et al.,
2011; FERRO et al., 2011).

O sucesso no emprego dos reatores de micro-ondas no processo de
sintese de novos farmacos vem sendo demonstrado pelo crescente nimero de
artigos publicados nas principais revistas na area de Quimica Medicinal nos
ultimos anos, como mostrado na Figura 2.32 (NASCIMENTO — JUNIOR et al.,
2011).

Figura 2.32 Numero de artigos publicados em periédicos de Quimica Medicinal no
periodo de 2000 até agosto/2011
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(Adaptado de NASCIMENTO - JUNIOR et al., 2011)

Com base no exposto, observa-se que moléculas com interesse
biolégico estdo sendo extensivamente preparadas usando a tecnologia de
micro-ondas, diminuindo ndo somente o0s tempos reacionais, como também
contribuindo para a reducdo no tempo de desenvolvimento de uma droga,
sendo de grande beneficio na construcdao de novas bibliotecas de compostos
para posterior avaliacdo em alvos biolégicos e estudos da relacdo estrutura
atividade (REA).

A reagao de Morita-Baylis-Hillman vem demonstrando ser uma porta de
acesso a substancias de amplo espectro de atividades biolégicas e a
preparacdo de adutos bioativos usando reatores de micro-ondas torna-se de
grande relevancia na busca por métodos que apresentem simplicidade
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operacional, reprodutibilidade, altos rendimentos e curto tempo de obtencéo

dos mesmos.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

Realizar uma investigacado da reacdo de Morita-Baylis-Hillman em reator
de micro-ondas, usando aldeidos aromaticos e isatina como eletréfilos e a
posterior avaliacao citotoxica contra linhagens de leucemia (HL-60), analisando
de forma qualitativa as relacdes entre a estrutura atividade (REA).

3.2 Objetivos especificos

Neste trabalho de tese objetivamos especificamente:

v' Usar o reator de Micro-ondas na sintese de 40 adutos de Morita-
Baylis-Hillman, usando aldeidos aromaticos e isatina como eletréfilos;

v' Caracterizar os adutos sintetizados por métodos fisicos;
v' Avaliar a concentracao inibitéria (Clsg) in vitro dos adutos de Morita-
Baylis-Hillman sintetizados em células de leucemia promielocitica

humanas (linhagem HL-60);

v Discutir as relacoes estrutura-atividade (REA).
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CAPITULO 4: ESTRATEGIAS
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4 ESTRATEGIAS

4.1 Sintese dos adutos oriundos de aldeidos aromaticos como eletroéfilos
promovida por micro-ondas

Tendo em vista o grande espectro de atividades biolégicas apresentados
por adutos aromaticos de Morita-Baylis-Hillman (LIMA-JUNIOR e
VASCONCELLOS, 2012), a estratégia de trabalho inicial consiste na
preparacdo de 30 adutos, mostrados na Figura 4.1, usando reator de micro-

ondas como fonte de aquecimento.

Figura 4.1 AMBH propostos inicialmente neste trabalho usando reator de micro-ondas
como fonte de aquecimento

OH NO, OH OH OH
i O,N
13R=CN 16 R= CN 38R =CN 15R = CN
12 R = CO,CH,4 37 R = CO,CH; 39 R = CO,CH, 14 R = CO,CH,4
OH OH OH OH
F Cl Br HsC
26 R =CN 40R =CN 42R=CN ﬁgg:&";c“
27 R = CO,CHs 41 R = CO,CH 43 R = CO,CHs 2CH,
OH OH OH OH
R R
oYY O m
| _ = N A
H,CO
45R = CN 47R=CN 20R = CN 49R =CN
46 R = CO,CH; 48 R = CO,CHs 19 R = CO,CH; 50 R = CO,CHs
OH OH OH
O O
1 ,
51 R=CN 52 R = CN 24R =CN
28 R = CO,CHs 53 R = CO,CHj 54 R = CO,CH,
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A Figura 4.2 mostra a analise retro-sintética para a sintese os adutos
propostos. A desconexdo em vermelho esta baseada numa retro-reacéo de
Morita-Baylis-Hillman (RRMBH).

Figura 4.2 Andlise retro-sintética para os AMBH

OH
RRMBH O
GRE l RE
ﬂf)ﬁ( — A + |rG
AMBH ALDEIDO ACEPTOR DE MICHAEL

Para a obtencdo dos adutos propostos, serdo utilizados como material
de partida, 15 aldeidos aromaticos e dois alcenos ativados distintos: acrilonitrila
e acrilato de metila.

4.2 Sintese dos adutos oriundos da isatina como eletréfilo promovida por
micro-ondas

A porgao 3-substituidos 3-hidréxi-2-oxindol vém se apresentando como
estrutura privilegiada, estando presente em muitos produtos naturais com
potentes atividades antineoplasicas (PEDDIBHOTLA, 2009). O derivado
oxindolico 56 (Figura 4.3), por exemplo, foi isolado de repolho inoculado com
Pseudomonas cichorii (MONDE et al., 1991; WELSCH et al., 2010) , onde o
enantibmero R demonstrou ser inibidor seletivo de algumas citoquinas. Ja o
composto 57 (Figura 4.3), isolado de farelo de trigo, inibiu células de cancer de
colon, apresentando Clso de 42.63 ug/mL (LEE et al., 2008).
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Figura 4.3 Derivados 3-substituidos 3-hidroxi-2-oxindol com atividade biolégica.

HO, CN HO CN
©f§o — 0
Estrutura privilegiada H H
HO_. R 56 56a:R=H
56b: R = CH
©\)S=o > 3
N
H
HO, HO,
3-Substituidos 3-hidréxi-2- CO,CHj CO,CHg
Oxindol e) e)
N — N
H R
57 57a:R=H
57b: R = CHj

Observa-se que os compostos 56a-b e 57a-b podem ser considerados
derivados vinélogos de 56 e 57, apresentando potencial atividade
antineoplésica. A preparacdo destes vinilogos envolve uma RMBH, usando
isatina ou N-metil-isatina 58a-b como substrato (Esquema 4.1), cuja presenca
da porcédo aceptora de Michael ja vem sendo descrita como importante para a
atividade de alguns adutos previamente investigados em algumas linhagens de
células tumorais (KOHN et al., 2006).

Esquema 4.1 Reacao de Morita-Baylis-Hillman derivados de isatina ou N-metil-isatina

o HO. GRE
GRE catalisador
0o + ||/ > 9

N N

1 1

R R
58a: R=H 56a: R = H; GRE = CN
58b: R - CH; 56b: R = CH3; GRE = CN

57a: R = H; GRE = CO,CHj
57b: R = CHg; GRE = CO,CHj

A investigagdo da RMBH em reator micro-ondas usando Isatina ou N-
metil-isatina ainda nao foi realizada até o presente momento. O potencial
biolégico destas moléculas torna a busca por metodologias mais atraentes um
processo altamente relevante.

Neste sentido, foi proposta a sintese de 10 AMBH (Figura 4.4), usando
como eletrofilos, isatina (58a) ou N-metil-isatina (58b) (Esquema 4.1) e os
aceptores de Michael 62a-62d e 2 (Figura 4.5), sob irradiacdo de micro-ondas.
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Figura 4.4 AMBH derivados de isatina propostos neste trabalho

HO
HO o HO, A~co,cH, CO,(CHg),OH
o) o) \ o
N N
R R R

56a: R=H 57a: R=H 59a: R=H
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o>< O HQ OH
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HO HO
00 00
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R R
60a: R=H 6la: R=H
60b: R = CH3 61b: R = CH3

Figura 4.5 Aceptores de Michael usados na preparagdo dos adutos derivados de
isatina ou N-metil-isatina

o] (0] 0O (0]
CN Vg ’)L A~_-OH ’)L ’)L
(@) ) ) 0 0] OH
62a 2 62b 62c 62d

Para a investigacdo em micro-ondas, as reacdes foram conduzidas em
reator monomodo CEM modelo Discover Benchmate, com controle de
temperatura (sensor de infravermelho) e agitador magnético, sob condicdes de
vaso fechado (“closed vessel”).

Todos os 40 adutos propostos neste trabalho de tese foram
posteriormente, enviados para avaliacdo da atividade citotéxica em linhagem
de células de leucemia promielocitica humanas (HL-60) pelo grupo de
pesquisas coordenado pelo professor Dr. Demétrius de Araudjo, pesquisador do
CBioTec (UFPB).
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CAPITULO 5: RESULTADOS E
DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparacao de AMBH entre aldeidos aromaticos e acrilato de metila ou
acrilonitrila sob condicoes de irradiacao de microondas

Iniciamos nosso trabalho buscando a preparacao dos AMBH oriundos da
reacao entre aldeidos aromaticos e acrilato de metila. Para isto, submetemos
primeiramente trés reacdes de preparacao do aduto 14, usando 0.1, 0.5 e 1
equivalente de DABCO como catalisador e excesso do acrilato 2 (5.3 mmol).
As reacdes foram realizadas a temperatura de 80° C sob agitacdo magnética

em tempo fixo em 5 minutos (Esquema 5.1).

Esquema 5.1 Reacdo entre p-(NO,)-benzaldeido (63) e acrilato de metila (2) sob
catélise de DABCO em diferentes proporgoes.

@] OH
rCOZCHS mol % DABCO CO,CHg
H + | V.
O.N Micro-ondas, 80° C O.N
2 63 2 5 minutos 2 14

Ao término das reacbes, as misturas reacionais foram previamente
filtradas em silica gel e a analise por Cromatografia Gasosa acoplada a
espectrometria de Massas (CG-EM) nos forneceu as conversées para estes
trés processos (Figura 5.1). Podemos observar que a conversdo maxima de 63
em 14 ocorreu quando 1 equivalente de DABCO foi utilizado, onde o produto

foi isolado em rendimento quantitativo.

Figura 5.1 Andlise da conversdo de 63 em 14 usando 0.1, 0.5 e 1 equivalente de
DABCO
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Com base nos resultados obtidos na preparacado de 14, procedemos a
sintese dos demais adutos usando 0.5 mmol de aldeidos aromaticos, 1
equivalente de DABCO como catalisador e 1mL de acrilato de metila (5.3
mmol). As reacoes foram irradiadas a 80° C sob condi¢des de vaso fechado.
Limitamos o tempo maximo de irradiacdo em 120 minutos para as reacoes. Os
resultados destes procedimentos reacionais estdo sumarizados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 Rendimentos e tempos reacionais para os adutos oriundos de aldeidos
aromaticos e acrilato de metila usando irradiacao de micro-ondas

j\ CO,CHj, 1 equiv. DABCO 'd COLCHs
A H T E Micro-ondas, 80° c Ar)\ff
Entrada Ar AMBH T(?n"i‘r‘:; Re";i/:;'f nto

1 CeHs 12 120 NR

2 0-(NO,)CeHa 37 10 99

3 m-(NO,)CeHs 39 5 99

4 P-(NO2)CeH4 14 5 99

5 p-(F)CeHa 27 120 NR

6 p-(Cl)CeHa 4 120 NR

7 p-(Br)CeHa 43 120 NR

8 p-(CH3)CeHa 44 120 NR

9 p-(OCH3)CgH, 46 120 NR

10 2-CsH4N 48 10 99

11 3-CsHyN 19 10 99

12 4-CsHyN 50 5 99

13 2-CyoH5 28 120 NR

14 1- CyoH7 53 120 NR

15 3,4-(OCH,0)CgH3 54 120 NR

?rendimento isolado; NR = néo ocorreu reacéo.
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Podemos observar que os adutos 37, 39, 14, 48, 19 e 50 foram
sintetizados em rendimentos quantitativos e em curtos tempos reacionais (5 -10
minutos). Para a preparacao dos adutos 12, 27, 41, 43, 44, 46, 28, 53 ¢ 54, a
metodologia usando irradiacdo de micro-ondas nao foi satisfatéria, nao
ocorrendo formagdo de produto, mesmo com continua irradiagdo durante 2
horas. Alguns solventes proticos e apréticos, tais como metanol, etanol, DMF,
THF e DMSO foram utilizados com o objetivo de melhorar os rendimentos, mas
os resultados nao foram satisfatérios. O aumento de temperatura também nao
foi satisfatério, fato que pode ser justificado em parte pela degradacédo do
catalisador em temperaturas acima de 90° C.

O insucesso na preparacao dos adutos 12, 27, 41, 43, 44, 46, 28, 53 e
54 pode ser racionalizado com base no recente estudo de Cantillo e Kappe
(2010) sobre a influéncia da temperatura na constante de equilibrio nas
reacdes de preparacao de 12, 14 e 46. Experimentos provaram que a reacao
entre benzaldeido (64) e acrilato de metila (2) em metanol, sob catélise de
DABCO é reversivel a 120° C, com mostra o Esquema 5.2 (CANTILLO e
KAPPE, 2010).

Esquema 5.2 Equilibrio na reacdo entre 64 e 2 sob catélise de DABCO observado por
Cantillo e Kappe (2010)

Equilibrio
0 OH
I CO,CH; DABCO ©)\”/C02CH3
A
| metanol
64 2 12

Os estudos realizados por Cantillo e Kappe (2010) também
demonstraram, tanto experimentalmente quanto por investigacdes tedricas, que
a reacao de preparagao de 12 por aquecimento torna-se endergbnica a 57° C,
fato que explica os moderados rendimentos obtidos quando as reacbes sao
realizadas a temperaturas elevadas. Similares calculos teéricos demonstraram
também que a reacdo de preparacdo de 14 s6 tornava-se endergOnica a
aproximadamente 107¢ C, fato que também explica nosso sucesso, onde o
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mesmo foi obtido com rendimento quantitativo em 5 minutos de reagao (Tabela
5.1, entrada 4).

Com o objetivo de provar o equilibrio em nossas reacées investigadas,
nés realizamos um similar experimento ao realizado por CANTILLO e KAPPE,
onde o aduto puro 43, preparado previamente por protocolo reacional descrito
em breve, foi dissolvido em 1 mL de metanol em presengca de DABCO (2
equivalentes) e posteriormente foi aquecido a 120° C sob irradiagdo de micro-
ondas por 2 horas. Em seguida, nés observamos a formacao de aldeido 65 em
consideravel quantidade, tanto por analise de Cromatografia por Camada
Delgada (CCD) quanto por CG-EM (~55%). Apds essa inicial investigacéo, a
mistura reagéo foi deixada a temperatura de 0° C sob agitacdo magnética por
24 horas, sendo observado o deslocamento do equilibrio novamente no sentido
e formacado de 43, confirmando assim a natureza reversivel desta reagéao

(Esquema 5.3).

Esquema 5.3 Caracteristica reversivel na RMBH entre 65 e 2 em metanol

0 OH
/©) COCH, DABCO mcozcm
. r D
Br | metanol g,
65 2 43

Recentemente, nosso grupo vem demonstrando que o abaixamento da
temperatura minimiza a formacéao de co-produtos na reacdo de Morita-Baylis-
Hillman (Junior et al,, 2010). Aliada a este fato, a diminuigdo de temperatura
poderia favorecer as reacbes que fossem endergbnicas ja préximas a
temperatura ambiente. Sendo assim, realizamos a sintese para os adutos
usando condicdo a baixa temperatura (0° C) sob agitacdo magnética. Em
alguns casos, a utilizagcdo de metanol como fonte de prétons foi mais efetiva,
tornando a reacdo mais rapida, considerando a proposta mecanistica relatada
por Aggarwal (ROBIETTE et al., 2007). Os resultados de tempo e rendimento
obtidos a baixa temperatura para os adutos oriundos de aldeidos aromaticos e

acrilato de metila estdo sumarizados na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2 Rendimentos e tempos reacionais para os adutos oriundos de aldeidos
aromaticos e acrilato de metila usando condi¢édo a 0° C*

Entrada Ar AMBH Tempo Reng/ior)ns nto
1 CeHs 12 48 h 99°
2 0-(NO2)CeH. 37 3h 92
3 m-(NO,)CgH, 39 2h 98
4 p-(NO,)CeHq4 14 3h 85
5 p-(F)CeHa 27 48 h 99°
6 p-(Cl)CeH,4 a 48 h 95°
7 p-(Br)CeH. 43 72 h 90°
8 p-(CH3)CgHy 44 22 dias 83°
9 p-(OCH3)CgH,4 46 23 dias 60°
10 2-CsHsN 48 5h 95
11 3-CsHsN 19 2h 98
12 4-CsH,N 50 2 h 81
13 2-C1oH7 28 16 dias 85
14 1- CyoH7 53 10 dias 60
15 3,4-(OCH,0)C¢H; 54 9 dias 63°
16 3,4-(OCH,O)C¢Hs 54 18 h 90

a Reagbes usando aldeido (0.5 mmol), acrilato de metila (5.3 mmol) e DABCO (0.5 mmol) ;

rendimento isolado; ¢ 0.5 mL de metanol foi usado como solvente; ~ 0.5 mL de DMF:H.O
(9:1) foi usado como solvente

Podemos observar na Tabela 5.2 que esta metodologia se demonstrou muito
eficiente para a sintese dos adutos propostos. Os adutos 12, 27, 41, 43, 44, 46, 28,
53 e 54 foram obtidos em rendimentos bons a excelentes, confirmando o
esperado. Observe que reagdes que nao formaram produto na metodologia de
micro-ondas foram eficientes quando o protocolo a 0° C foi aplicado. Na
preparacao do aduto 54, o melhor resultado foi obtido usando uma mistura de
DMF e H>O (9:1) como solvente, quando comparado com a utilizacdo de
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metanol como solvente, onde a reacdo se processou de forma lenta, obtendo
63% de rendimento (Entradas 15 e 16, Tabela 5.2).

Em seguida, investigamos a reacdo entre aldeidos aromaticos e
acrilonitrila (62a) em reator de micro-ondas a temperatura de 80° C. As reacdes
foram realizadas usando 1 equivalente DABCO como catalisador, excesso do
aceptor 62a (3.1 mmol) sob agitacdo magnética em condicbes de vaso
fechado, de forma analoga a realizada com aldeidos aromaticos e acrilato de

metila. Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 Rendimentos e tempos reacionais para os adutos oriundos de aldeidos
aromaticos e acrilonitrila usando irradiagcao de micro-ondas

0 CN DABCO 4
1 equiv.
Ar)LH * W Mic?o—ondas, 80° C - .
62a
Entrada Ar AMBH T(;"i'rf; Re""('f,/'se"m
1 CeHs 13 60 86°"
2 0-(NO2)CgHy4 16 1.5 992
3 m-(NO,)CgH, 38 1.5 702"
4 m-(NO,)CeH, 38 5 98%°¢
5 p-(NO,)CeH, 15 1.5 99?
6 p-(F)CeHs 26 120 g2bah
7 p-(Cl)CeHa 40 120 84°t"
8 p-(Br)CeH, 42 30 542
9 p-(Br)CeHa 42 60 632"
10 p-(CH3)CeHa 25 120 g82°
11 p-(OCH3)CgH, 45 120 Tragos
12 2-CsH4N 47 15 99°
13 3-CsH4N 20 15 99°
14 4-CsHuN 49 1.5 99?
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Tabela 5.3 - Continuacéo

Tempo Rendimento

Entrada Ar AMBH (min) (%)
15 2-C1oH- 51 120 10>9"
16 1- CyoH; 52 120 80°
17 3,4-(OCH,0)CgH3 24 120 Tragos

2 rendimento isolado; ° conversao determinada por CG-EM ; °0.5 mL de THF foi usado
como solvente ; 90.5 mL de metanol foi usado como solvente; ©> 20% de 65d foi
detectado por CG-EM; 0.5 mL de etanol foi usado como solvente; 90.5 mL de DMSO
foi usado como solvente; P outros solventes foram investigados, mas sem sucesso.

Podemos observar que alguns adutos foram obtidos em excelentes
rendimentos e em curto tempo reacional, sendo estas reacbes realizadas
usando excesso de acrilonitrila como solvente (Entradas 2, 5, 12-14, Tabela
5.3). O aduto 38 foi obtido em 70% devido a formacao de um subproduto mais
polar observado por CCD e que foi detectado por CG-EM (ver anexo),
sugerindo a formacao de 65a (Figura 5.2), similar ao observado no trabalho de
Kundu e colaboradores (1999). Na tentativa de minimizar a formacao deste
subproduto, alguns solventes foram avaliados. Satisfatoriamente, a irradiacao
de micro-ondas a 80° C durante 5 minutos usando THF como solvente foi
encontrada como as condi¢cdes étimas para a preparacao de 38 (Entradas 3 e
4, Tabela 5.3).

Figura 5.2 Subprodutos detectados por analise de CG-EM. 65a Ar = m-(NO,)CeHy;
65b Ar = p-(F)Ce¢Hy; 65¢ Ar = p-(Cl)CgH,4; 65d Ar = p-(Br)CgHy4; 65€ Ar = 2-C4,H;; 66a
Ar = 2'C10H7; 66b Ar = 3,4'(OCH20)CGH3, 66¢c Ar = p'(F)CGH4, R= CH3, CH3CH2

o ~CN Ar/\(CN
Ar)\WCN -
R

65 66

Na preparacao dos adutos 26 e 40, foi detectado por CG-EM pequena
formacao de subprodutos 65b e 65c¢ (Figura 5.2). No entanto, os solventes
utilizados nestes dois experimentos foram os que forneceram melhores

resultados. Na preparacdo de 42, observamos uma maior proporcdo do
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subproduto 65d (Figura 5.2) quando a reacao foi investigada usando somente o
aceptor de Michael como solvente em 30 minutos de irradiagdo de micro-
ondas. A mudanca de solvente para etanol conduziu a um aumento de
rendimento (Entradas 8 e 9, Tabela 5.3). Em etanol, a preparacado de 42 foi
também investigada usando irradiacao de micro-ondas a 100° C e 120° C, onde
foi observando uma diminuicdo dos rendimentos isolados para 45% e 15%
respectivamente.

Baixo rendimento foi obtido para a preparagao de 51 ap6s 120 minutos
de irradiagdo. Mesmo com a utilizagao de varios solventes, a reagdo conduziu
a formagéo em maior proporcao dos subprodutos 65e e 66a, ambos detectados
por CG-EM (Figura 5.2), sendo o DMSO o solvente que conduziu maior
formacgao de produto (Entrada 15, Tabela 5.3).

De forma analoga, a preparacao de 24 nao foi obtida nas condigdes de
micro-ondas aplicadas, conduzindo também a formacdo dos subprodutos do
tipo 65 e 66b. O aduto 45 também nao foi obtido com sucesso usando este
protocolo reacional, demonstrando que a irradiacdo de micro-ondas tem suas
limitagbes para a sintese de alguns adutos de Morita-Baylis-Hillman.

As formagbdes dos subprodutos do tipo 66 ocorreram provavelmente
devido a adicdo de Michael nucleofilica do &lcool a dupla do alceno ativado
seguido por isomerizacdo e o0s subprodutos do tipo 65 ocorreram
provavelmente devido ao ataque nucleofilico da hidroxila do aduto formado a
acrilonitrila, como mostrados na Figura 5.3.

Figura 5.3 Possivel mecanismo envolvido na formagéao dos subprodutos do tipo 65 e
66

<)
N
o " OH

- H e /N ROH N

/N —— A C Ar \
Ar c” ) ' ® R
O/
AMBH M
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Devido as limitacbes apresentadas na preparacao de alguns substratos
usando o aquecimento por irradiacdo de micro-ondas, realizamos também as
reacdes a temperatura de 0° C. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 5.4.

Tabela 5.4 Rendimentos e tempos reacionais para os adutos oriundos de aldeidos
aromaticos e acrilonitrila usando condigdo a 0° C?

Entrada Ar AMBH Tempo Ren;i/on;: nto
1 CeHs 13 20h 99
2 0-(NO2)CeH4 16 40 mim 99
3 m-(NO,)CeH4 38 25 mim 99
4 p-(NO,)CgHy 15 15 mim 99
5 p-(F)CeH,4 26 20 h 95
6 p-(Cl)CgH4 40 3.5h 99
7 p-(Br)CeH,4 42 4 h 98
8 p-(CH3)CeH4 25 24 h 99
9 p-(OCH3)CeH4 45 48 h 92
10 2-CsH;N 47 30 mim 99
11 3-CsHiN 20 50 mim 99
12 4-CsHsN 49 10 mim 99
13 2-CyoH7 51 10 h 98
14 1- CyoH- 52 8h 84
15 3,4-(OCH,0)CgHs 24 3 dias 90°

a Reagbes usando aldeido (0.5 mmol), acrilonitrila (3.1 mmol), DABCO (0.5 mmol)
. . C .
rendimento isolado; ~ 0.5 mL de metanol foi usado como solvente

Podemos observar que todos os adutos foram obtidos em excelentes
rendimentos (84-99%). O abaixamento da temperatura conduziu a minimizacao
dos subprodutos, tornando a reacao quimiosseletiva na preparagao dos adutos
oriundos da reacdo entre os aldeidos aromaticos e acrilonitrila. De forma

particular, a preparacao de 24 necessitou do uso de metanol como solvente,
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pois a reacao se tornou muito lenta quando realizada em auséncia de solvente
ou em solventes apréticos. Mesmo com a temperatura baixa, ocorreu formacao
de um subproduto mais polar do tipo 65 em pequena proporcao, detectada por
CG-EM (Figura 5.2).

Em 1997, Rafel e Leahy reportaram o n&o esperado aumento da
velocidade para a reacdo de Morita-Baylis-Hillman realizada a 0° C. Neste
trabalho, 6 aldeidos, sendo 4 alifaticos e 2 aromaticos, foram investigados. A
racionalizacao para este fendbmeno foi a maior estabilidade em 0° C do enolato
Z-aza-enolato (67a) no estado de transicdo em comparacédo ao E-aza-enolato
(67b), mostrado na Figura 5.4. Curiosamente, a aceleragdo nao foi observada
para reacgdes usando acrilonitrila como aceptor de Michael (Rafel e Leahy,
1997), fato que contraria resultados descritos por nosso grupo recentemente
(JUNIOR et al., 2010).

Figura 5.4 formac&o dos aza-enolatos Ze E

wp 0

o
® ©
RSN-\_)O\ Z “OMe
Z0Me

67a

CO,CH;

Rs

/.

(Adaptado de Rafel e Leahy, 1997)

O sucesso no emprego de RMBH em baixa temperatura pode ser agora
interpretado, se analisarmos o trabalho de Cantillo e Kappe (2010) acerca das
propriedades termodindmicas desta reacdo. A impossibilidade de acelerar a
reacao pelo aumento da temperatura foi racionalizada com base em calculos
tedricos da termodindmica da reagdo. Um leve aumento da temperatura
reacional pode deslocar o equilibrio para os reagentes. Desta forma, protocolos
reacionais a baixa temperatura deslocam o equilibrio no sentido dos produtos,

além de minimizar possiveis reagdes colaterais.
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Observe que os adutos 12, 24, 27, 41, 43, 44, 45, 46, 28, 53 e 54 nao
foram formados quando as reacbes foram conduzidas em aquecimento por
irradiacao de micro-ondas (Tabela 5.1). No entanto, rea¢des a 0 °C conduziram
a formacao destes adutos em bons a excelentes rendimentos (Tabela 5.2).
Diante destes resultados, nés observamos que dependendo dos aldeidos
usados na RMBH, a mudanca de temperatura do meio reacional pode conduzir
a formacdo ou ndo do produto esperado, sendo o aquecimento por micro-
ondas efetivo para aldeidos ativados. Ambos 0s protocolos reacionais
aplicados sédo simples do ponto de vista operacional, onde uma simples
filtracdo em silica gel, seguido de retirada de solvente por evaporador rotatério
gera adutos aromaticos em alto grau de pureza. Estes adutos, por sua vez,
vém apresentando atividades biolégicas importantes (LIMA-JUNIOR e
VASCONCELLOS, 2012).

Na Figura 5.5, ilustramos as por¢des aromaticas de cada substrato
(aldeido) com as melhores metodologias de sintese dos adutos usando acrilato

de metila (2) e acrilonitrila (62a) como alcenos ativados.

Figura 5.5 Porgdes aromaticas dos aldeidos investigados na RMBH

0°C MICRO-ONDAS 80°C

% % . !

Er’lcr MII - D;H@'
ot
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Cabe ressaltar que todos estes AMBH sintetizados foram caracterizados
por métodos fisicos (IV, RMN 'H, RMN '*C e espectrometria de massas) e
comparados com a literatura para confirmacéao estrutural (JUNIOR et al., 2010;
BARBOSA et al., 2009; de SOUZA et al., 2004).
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5.2 Preparacao de AMBH a partir da isatina sob condicées de irradiacao
de microondas

Para a realizagdo da RMBH usando isatina (58a) como eletréfilo em
micro-ondas, iniciamos pela busca na literatura de um protocolo convencional
para definirmos a escolha do solvente. No pioneiro trabalho, Garden e Kakle
(2002) relataram o uso de THF e etanol como solvente para a reacéo de isatina
e N-alquil isatinas com acrilato de metila e acrilonitrila. Optamos por usar THF
em virtude de observarmos anteriormente a formacgéao de co-produto oriundo do
ataque a dupla ligacao do aduto pelo alcool etilico apdés aguecimento por micro-
ondas a 80° C (Ver 66b, Figura 5.2).

Nossos experimentos iniciaram com a preparacdo dos aceptores de
Michael 62¢c e 62d, os quais tem sido eficientemente preparados em recente
trabalho publicado por nosso grupo a partir do glicerol (68), como mostra o
Esquema 5.4 (SOUSA et al., 2011).

Esquema 5.4 Preparacao dos aceptores de Michael 62¢ e 62d a partir do glicerol

1. acetona/pentano 0
(Dean Starkk), TsOH

60°C, 90% eOH, , 60°
|£'-- 100% OH

H 9 [0]
68 l ")LC| 62c 62d
TEA, 0°C, 94%

Apos a preparacdo dos acrilatos 62¢ e 62d, partimos para a sintese de
N-metil-isatina (58b). De forma breve, 58b foi preparado pela reacdo de isatina
com NaH em DMF seco, seguido pela adicdo de iodeto de metila ao meio
reacional, produzindo 58b em rendimento quantitativo de acordo com a
literatura (Vyas et al., 2010), como mostrado no Esquema 5.5.

Esquema 5.5 Preparacao de N-metil-isatina (58b)

0 0
1. NaH, DMF seco, 02 C
O - (0]
N 2.CHgl, t.a N
H CH,
58a 58b
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De posse aos materiais de partida, iniciamos a investigagdo da RMBH
usando isatina e N-metil-isatina como eletréfilo (0.5 mmol), aceptores de
Michael em excesso, sob condicdes de micro-ondas a 80 °C usando THF como
solvente. Os valores de rendimentos e tempos reacionais encontram-se

sumarizados na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 Rendimentos e tempos reacionais para os adutos derivados de isatina ou
N-metil-isatina usando irradiagdo de micro-ondas

0 R»: aceptor de Michael Ho_Re
100% moL. DABCO
(0] (0]
N 1 mL de THF N

R, Microondas 80° C ﬁl
56a-61b
Entrada R, R, AMBH Tempo Ren(z;r:;ento
1 H 62a° 56a 20 min 99
2 CH; 62a° 56b 45 min 99
3 H 2° 57a 1h 78
4 CH; 2°  57b 2h NR (74)?
5 H 62b° 59 1h 70
6 CH; 62b° 59b 2h NR
7 H 62c° 60a 2h 82
8 CH; 62¢°  60b 2h 32
9 H 62d° 61a 2h 21
10 CH; 62d° 61b 2h 22

@ Rendimento obtido quando foi utilizado irradiagdo de microondas a 120° C
usando 1,4 dioxana como solvente; b Foram utilizados 0.2 mL (3.1 mmol) do
aceptor de Michael, € Foram utilizados 0.5 mL (5.3 mmol) do aceptor de Michael;

d Foram utilizados 1.2 equivalentes do aceptor de Michael; NR = Nao houve
formagéao de produto

Da Tabela 5.5, podemos observar inicialmente que os adutos 56a, 56b,
57a, 59a e 60a foram obtidos em bons rendimentos (70 — 99%) usando

aquecimento por irradiacdo de micro-ondas. De forma particular, os adutos 56a
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e 56b, ambos obtidos da reacéo entre isatina ou N-metil-isatina e acrilonitrila,
foram obtidos em rendimentos quantitativos e em menores tempos reacionais,
quando comparado com os tempos de reagdo para a sintese dos demais
adutos (Entradas 1 e 2 versus 3-10, Tabela 5.5). Outro ponto observado foi que
0 uso da irradiagdo de micro-ondas nao foi efetiva para a preparacao de 59b,
60b, 61a e 61b. Estes adutos foram obtidos em baixos rendimentos ou néo
houve formacao de produto, mesmo apds 2 horas de irradiacao (Entradas 6, 8,
9 e 10, Tabela 5.5).

De forma particular, a sintese de 57b nao foi eficiente usando as
condicdes iniciais de reacdo. Mesmo com 2 horas de irradiacdo a 80° C, o
produto nao foi formado. Elevamos a temperatura para 100° C e ap6s duas
horas de reagéo, 57b foi obtido em apenas 16% . Usamos 1,4 dioxana como
solvente para investigarmos a reacao a temperatura de 120° C. O aduto 57b foi
obtido em 74% apéds duas horas de irradiacao (Entrada 4, Tabela 5.5).

Observa-se que usando a metodologia de micro-ondas, as rea¢cdes onde
a isatina (58a) foi o eletréfilo de partida foram mais rapidas, quando
comparadas com as reagdes realizadas usando N-metil-isatina (58b), como
mostrado na Tabela 5.5. E conhecido que a adicdo de solventes préticos na
RMBH auxiliam a migracao de préton da etapa lenta, sendo esta espécie um
carreador para esta transferéncia (AGGARWAL et al., 2005). Alguns trabalhos
recentes vem demonstrando que fendis (pKa = 10) sdo aditivos que
proporcionam significante aceleragdo para a RMBH (FALTIN et al.,, 2004,
CANTILLO e KAPPE, 2010). Neste caso, o aditivo faz transferéncia de
hidrogénio na etapa rapida de reacao, fazendo com que a adicao alddlica seja
a etapa controladora da velocidade da reacdo (CANTILLO e KAPPE, 2010).
Como o hidrogénio da isatina € acido (pKa = 10.34), nés acreditamos que o
comportamento doador de hidrogénio da isatina é semelhante aos fenais.

Posteriormente a esta investigagdo, conduzimos as mesmas reacdes
realizadas anteriormente usando protocolo a temperatura ambiente e a 0 °C.
Os resultados estdo sumarizados na Tabela 5.6.
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Tabela 5.6 Rendimentos e tempos reacionais para os adutos derivados da isatina
usando condigbes convencionais a temperatura ambiente ou a 0° C sob agitagéo

magnética ?
0 R»: aceptor de Michael HO_ P2
©j€: 100% moL DABCO ©f8:
o) o)
N 1 mL de THF N
l|21 taou02C }'{1
Temperatura o
. Temperatura 02 C
ambiente
Rendimento Rendimento
Entrada R R. AMBH Tempo % )b Tempo % )b
1 H 62a° 56a 25h 99 5h 99
2 CH; 62a° 56b 1.5h 95 1.5h 96
3 H 2¢ 57a 18 h 93 18 h 62
4 CH, 2¢ 57b 5 dias 93 6 dias 85
5 H 62b° 59a 3.5 dias 84 2 dias 95
6 CH; 62b° 59b 1 dia 48 6 dias 88
7 H 62c°® 60a 4 dias 72 2 dias 80
8 CH; 62c°® 60b 2 dias 25 2 dias 84
9 H 62d° 61a 3 dias 64 3 dias 65
10 CH; 62d° 61b 3 dias 47 3.5 dias 75

a Reagbes performadas usando 0.5 mmol de isatina ou N-metil-isatina e 0.5 mmol de DABCO;

b

Rendimento isolado; © Foram utilizados 0.2 mL (3.1 mmol) do aceptor de Michael; d Foram utilizados 0.5

mL (5.3 mmol) do aceptor de Michael; © Foram utilizados 1.2 equivalentes do aceptor de Michael.

Observa-se que, com a diminuicdo da temperatura do meio reacional, os

adutos 59b, 60b, 61a € 61b foram preparados de forma mais eficiente, quando

comparados com os rendimentos reacionais obtidos via metodologia que

empregou aquecimento por micro-ondas (Entradas 5-8 e 10, Tabela 5.6), onde

se observou minimizacdo de subprodutos ndo caracterizados. No entanto, para

a preparagao de 57a e 57b, as reacdes a temperatura ambiente foram mais

satisfatérias, conduzindo a excelentes rendimentos (Entradas 2 e 3, Tabela
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5.6). Ja os adutos 56b e 61a foram obtidos em tempos e rendimentos
semelhantes, tanto em protocolo reacional a temperatura ambiente quanto a 0°
C, demonstrando que o comportamento dos substratos para reacdo de Morita-
Baylis-Hillman nao é geral e uniforme.

Estes adutos foram caracterizados por técnicas espectroscépicas
(Infravermelho, RMN 'H, RMN '3C e espectrometria de massas). As estruturas
dos compostos 56a-b e 57a-b foram confirmadas de acordo com a literatura
(CHUNG et al., 2002). Os compostos 59a-b, 60a-b e 61a-b sido inéditos e
destacaremos alguns sinais caracteristicos que confirmam a formacédo do
desejado aduto.

De forma geral, nos espectros de infravermelho, foi possivel observar
bandas largas entre 3291-3410 cm™ atribuidas ao estiramento da ligagdo O-H
e bandas fortes em 1717 cm™ atribuidas a presenca do grupo carbonila de
éster. A banda atribuida a carbonila de amida foi sobreposta a carbonila do
éster. Somente nos adutos 60a e 60b foi possivel observar em 1701 e 1712
cm’’, respectivamente, a banda atribuida a carbonila amidica. Nos espectros
de RMN 'H, foram observados sinais referentes aos hidrogénios vinilicos que
se apresentaram como singleto ou dubleto entre 6.5 e 6.6 ppm sinais entre
7.05 e 7.25 ppm referentes aos hidrogénios da regidao aromatica. Nos espectros
de RMN '®C, um sinal importante foi identificado com deslocamento quimico
entre 108.6 e 113.8 ppm referente ao carbono carbinélico formado.

Para os adutos 60a-b e 61a-b, observamos nos espectros de RMN 'H
uma regidao complexa de sinais (~ 3.2-4.2 ppm) provocada pela presenca de
hidrogénios diastereotdpicos, apresentando conseqlientemente deslocamentos
quimicos distintos aos dois pares de diastereoisémeros formados, estando os
sinais na maioria dos casos sobrepostos em 200 MHz. No entanto, nos
espectros de RMN 'H dos adutos 60a-b observou-se a presenca dos dois
singletos por volta de 1.3 ppm atribuidos as metilas do grupo acetal.

Espectos de massa de alta resolugdo foram obtidos para os seis
compostos inéditos estando dentro dos valores permitidos.

As caracterizagdes espectroscopicas detalhadas dos compostos inéditos
59a-b, 60a-b e 61a-b estdo descritas no capitulo 7. Os principais dados

espectroscopicos estdo sumarizados na Tabela 5.7.
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Tabela 5.7 Dados espectroscépicos principais dos adutos inéditos 59a-b, 60a-b e 61a-

b

AMBH

IV (cm™)

RMN "H (8 ppm)

RMN "3C (8 ppm)

59a

59b

60a

60b

61a

61b

3313 (O-H), 1717 (C=0)

3410 (O-H), 1708 (C=0)

3291 (O-H), 1717 (C=0
de éster), 1701 (C=0 de
amida)

3368 (O-H), 1728 (C=0
de éster), 1712 de
amida)

3406 (O-H), 1717 (C=0)

3399 (O-H), 1709 (C=0)

7.16-7.25 (m, 1H); 6.84-7.05

(m, 3H); 6.63 (d, J= 1.2 Hz,

1H vinilico); 6.51 (d, J=1.2
Hz, 1H vinilico)

7.25-7.33 (m, 1H); 6.92-7.08
(m, 3H); 6.63 (s, 1H vinilico);
6.52 (s, 1H vinilico)

7.17-7.25 (m, 1H); 6.84-7.05
(m, 3H); 6.60 (s, 1H vinilico);
6.51 (s, 1H vinilico)

7.31-7.35 (m, 1H); 6.96-7.01
(m, 3H); 6.53 (s, 1H vinilico);
6.48 (s, 1H vinilico)

7.15-7.24 (m, 1H); 6.83-7.04;
6.61 (s, 1H vinilico); 6.49 (s,
1H vinilico)

7.25-7.34 (m, 1H); 6.92-7.02
(m, 3H); 6.63 (s, 1H vinilico);
6.53 (s, 1H vinilico)

113.8 (carbono
carbindlico)

112, 5 (carbono
carbindlico)

110.8 (carbono
carbindlico)

108.6 (carbono
carbindlico)

111.4 (carbono
carbindlico)

110.0 (carbono
carbindlico)
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5.3 Avaliacao da atividade citotoxica dos AMBH sintetizados

Os adutos sintetizados neste trabalho de tese foram enviados para
avaliacao da citotoxidade na linhagem de células de leucemia HL-60. Na
Tabela 5.8, mostramos os valores de Cls, dos AMBH oriundos de aldeidos

aromaticos e acrilonitrila ou acrilato de metila.

Tabela 5.8 Valores de Clsy dos AMBH oriundos de aldeidos aromaticos e acrilonitrila
ou acrilato de metila

OH
Ar R
Entrada Ar R AMBH Clso (uM)
1 CeHs CN 13 103.5
2 CeHs CO,CH; 12 158,3
3 0-(NO,)CgH,4 CN 16 24.28
4 0-(NO,)CgH,4 CO,CHj, 37 45.65
5 m-(NO_)CeH4 CN 38 17.28
6 m-(NO_)CeH4 CO,CH; 39 39.35
7 p-(NO2)CeH, CN 15 22.39
8 p-(NO2)CeH, CO,CHj, 14 29.14
9 p-(F)CeH4 CN 26 7412
10 p-(F)CeHy4 CO,CH; 27 105.9
11 p-(Cl)CeH4 CN 40 213,8
12 p-(Cl)CeH4 CO,CHj, 41 40.29
13 p-(Br)CeH. CN 42 27.16
14 p-(Br)CeH. CO,CH; 43 73.76
15 p-(CH3)CgH,4 CN 25 104.9
16 p-(CH3)CeH,4 CO,CHj, 44 120.9
17 p-(OCH3)CeH, CN 45 143.1
18 p-(OCH3)CeH,4 CO,CH; 46 106.2
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Tabela 5.8 - Continuacao
Entrada Ar R AMBH Clso (M)
19 2-CsHyN CN 47 250.3
20 2-CsHyN CO,CHj3 48 131.8
21 3-CsHyN CN 20 88.10
22 3-CsHN CO.CHjs 19 159.1
23 4-CsHyN CN 49 73.7
24 4-CsHyN CO,CHj3 50 63.44
25 2-CyoH; CN 51 16.42
26 2-CoH5 CO.CHjs 28 30.6
27 1- CyoH5 CN 52 25.47
28 1- CyoH5 CO,CHjs 53 30.31
29 3,4-(OCH,0)CgH; CN 24 103.9
30 3,4-(OCH,0)CgHz  CO,CH3 54 125.2

Como mostrado na Tabela 5.8, todos os adutos sintetizados
apresentaram expressiva atividade citotéxica. Uma analise inicial da relagcéao
estrutura atividade (REA) nos revela que quase todos os adutos que possuem
0 grupo nitrila possuem maiores atividades citotdéxicas do que os adutos que
possuem o grupo carboximetiléster. O aumento da atividade pela modificagao
dos grupos CO2R por CN tem sido observado extensivamente por nosso grupo,
sugerindo que estes grupos sédo farmacoféricos para os AMBH pertencentes a
estas classes (Junior et al., 2010). Em outros casos, a atividade para os adutos
contendo grupo carboximetiéster sdo maiores do que os adutos contendo o
grupo nitrila.

Os adutos nitrilados que possuem grupos naftii (51 e 52) e
nitroaromaticos (16, 38 e 15) foram os que apresentaram maior atividade da
série congénere, apresentando valores de Clsy entre 16.42 e 25.47uM. Dentre
estes adutos mais ativos, aqueles que possuem grupo nitro ligado ao anel

aromatico ja vém apresentando atividade antibacteriana e protozoaria, sendo a
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reducao do grupo nitro, 0 mecanismo de acao proposto (BHAT e SINGH, 2011;
SILVA et al., 2011; PAIVA et al., 2012).

Observa-se ainda pela Tabela 5.8 que dentre os adutos que possuem
halogénios ligados ao anel aromatico, os compostos halogenados 41 e 42
foram os que demonstraram maior atividade contra HL-60, apresentando Clsp
de 40.29 e 27.16 uM, respectivamente. Os adutos que possuem Qgrupos
doadores de elétrons se demonstraram os menos ativos da série (Entradas 15-
18 e 29-30, Tabela 5.8), além dos adutos 47 e 19 que contem anéis piridinicos
em sua estrutura (Entradas 19 e 22, Tabela 5.8).

A investigacao da atividade citotdxica foi realizada posteriormente para
os adutos oriundos da RMBH usando isatina como eletréfilo. Os valores de Clsg
estdo mostrados na Tabela 5.9.

Tabela 5.9 Valores de Cls, dos AMBH 56a-b, 57a-b, 59a-b, 60a-b e 61a-b.

HO_ R2
CLy
N

R,

ENTRADA R; R AMBH  Cls, (uUM)
1 H 62a 56a 10.8
2 CH; 62a 56b 7.8
3 H 2 57a 69.6
4 CH; 2 57b 69
5 H 62b 59a >100
6 CH; 62b 59b >100
7 H 62c 60a 63.5
8 CH; 62c 60b 72.8
9 H 62d 61a >100

10 CH; 62d 61b >100
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Como mostrado na Tabela 5.9, os adutos 56a-b, 57a-b e 60a-b foram os
que apresentavam maiores atividades contra HL-60. De forma particular, os
adutos nitrilados 56a e 56b foram os mais ativos dentre todos os 40 adutos
sintetizados neste trabalho. Observa-se que 0s adutos lipofilicos 57a-b e 60a-
b sdo mais ativos do que seus analogos hidrofilicos 59a-b e 61a-b.

A lipofilicidade é um importante parametro a ser analisado no processo
de busca de novos farmacos, pois reflete a biodisponibilidade oral de um
farmaco, juntamente com outros parametros que fazem parte a regra de
Lipinski. Esta regra descreve as propriedades 6timas que moléculas bioativas
e farmacos comerciais em geral apresentavam, denominada de “regra dos 5”
(LIPINSKI et al, 1997). Nesta regra, farmacos eficientes apresentam
parametros de lipossolubilidade (expressada pelo coeficiente de particao
octanol / agua, log P) menores do que 5; massa molar (M em g/mol) menores
do que 500; numero de atomos doadores de ligacdo de hidrogénio (nDLH)
menor do que 5 e numero de atomos potencialmente aceptores de ligacdes de
hidrogénio (nALH) menor do que 10.

Com o intuito de investigar a biodisponibilidade oral in silico dos AMBH
sintetizados neste trabalho, realizamos calculos computacionais das
propriedades pertencentes a “regra dos 5” para os mesmos. Observa-se na
Tabela 5.10 abaixo que todos os adutos ndo causam nenhuma violagdo na
regra de Lipinski, sendo promissores como farmacos com boa

biodisponibilidade oral.

Tabela 5.10 Parametros de Lipinski calculados para os AMBH sintetizados neste
trabalho ?

Entrada AMBH M logP nALH nDLH nvIOL®
1 13 159.18 1.49 2 1 0
2 12 19221 1.57 3 1 0
3 16 204.19 1.40 5 1 0
4 37 237.21 1.48 6 1 0
5 38 204.19 1.43 5 1 0
6 39 237.21  1.51 6 1 0
7 15 204.19 1.45 5 1 0
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Tabela 5.10 - Continuagcao
Entrada AMBH M logP nALH nDLH nVvIOL®
8 14 237.21 1.53 6 1 0
9 26 17718 1.66 2 1 0
10 27 210.20 1.73 3 1 0
11 40 193.63 2.17 2 1 0
12 41 226.66 2.25 3 1 0
13 42 238.08 2.30 2 1 0
14 43 27111 2.38 3 1 0
15 25 173.22 1.94 2 1 0
16 44 206.24 2.02 3 1 0
17 45 189.21 1.55 3 1 0
18 46 22224 1.63 4 1 0
19 47 160.18 0.32 3 1 0
20 48 193.20 0.40 4 1 0
21 20 160.18 0.26 3 1 0
22 19 193.20 0.33 4 1 0
23 49 160.18 0.20 3 1 0
24 50 193.20 0.28 4 1 0
25 51 209.25 2.68 2 1 0
26 28 24227 2.75 3 1 0
27 52 209.25 2.65 2 1 0
28 53 24227 2.73 3 1 0
29 24 203.20 1.38 4 1 0
30 54 236.22 1.46 5 1 0
31 56a 200.20 0.69 4 2 0
32 56b 21422 0.94 4 1 0
33 57a 233.22 0.77 5 2 0
34 57b 24725 1.01 5 1 0
35 59a 263.25 0.04 6 3 0
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Tabela 5.10 - Continuagcao

Entrada AMBH M logP nALH nDLH nVvIOL®
36 59b 277.28 0.29 6 2 0
37 60a 333.34 1.38 7 2 0
38 60b 347.37 1.63 7 1 0
39 61a 293.28 -0.51 7 4 0
40 61b 307.30 -0.26 7 3 0

? Calculos realizados usando a plataforma Molinspiration ; ° Violagdo da regra de Lipinski

Com os resultados descritos anteriormente, podemos observar que a
maioria dos AMBH sintetizados possui atividade contra linhagens de células de
leucemia. Os adutos foram sintetizados em protocolos sintéticos eficientes,
onde a irradiagdo em micro-ondas foi importante na preparacdo de adutos
considerados mais promissores neste trabalho.

Com a tentativa de racionalizarmos melhor a relagao entre a estrutura
quimica e a atividade dos adutos bioavaliados, todos os adutos sintetizados
neste trabalho foram submetidos a calculos quanticos para obtencao inicial de
descritores fisico-quimicos.

Apébs as etapas de “scan” para cada aduto, foi selecionado o minimo
conformacional mais estavel. Posteriormente, estes minimos foram submetidos
a calculo de otimizagdo de geometria e determinacdo de freqiéncia
vibracionais no nivel HF/6-31+G(d). Todas as conformacbes mais estaveis
obtidas para cada aduto presente neste trabalho estdo em anexo. Energias
dos orbitais HOMO, LUMO e momento dipolo foram retirados destes calculos.
A Tabela 5.11 sumariza os descritores obtidos por célculos tedricos juntamente

com os valores de atividade bioldgica (Clso).
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Tabela 5.11 Valores de atividade citotoxica e parametros obtidos usando calculos
quanticos

Cls, . m HOMO LUMO X
Entrada AMBH (uM) pCls (Debie) ) ) GAP
1 13 103.5 3.99 3.97 - 0.34555 0.05915 0.40470
2 12 158,3 3.80 3.41 -0.32878 0.06487 0.39365
3 16 24.28 4.61 3.60 -0.37771 0.03565 0.41336
4 37 45.65 4.34 5.26 -0.35726 0.05263 0.40989
5 38 17.28 4.76 6.60 -0.38100 0.03195 0.41295
6 39 39.35 4.41 8.54 -0.35895 0.04574 0.42826
7 15 22.39 4.65 5.69 -0.38252 0.03068 0.41320
8 14 29.14 4.54 7.05 -0.36494 0.04539 0.41033
9 26 7412 413 4.04 -0.34984 0.05498 0.40482
10 27 105.9 3.98 412 -0.33276 0.06150 0.39426
11 40 213,8 3.67 4.11 -0.34681 0.05373 0.40054
12 41 40.29 4.39 4.33 -0.33123 0.06027 0.39150
13 42 27.16 4.57 4.14 -0.34320 0.05083 0.39403
14 43 73.76 413 4.39 -0.32848 0.05763 0.38611
15 25 104.9 3.98 412 -0.33459 0.06035 0.39494
16 44 120.9 3.92 3.37 -0.31768 0.06530 0.38298
17 45 143.1 3.84 3.87 -0.32162 0.05972 0.38134
18 46 106.2 3.97 2.22 -0.30485 0.06624 0.37109
19 47 250.3 3.60 3.36 -0.36129 0.06014 0.42143
20 48 131.8 3.88 1.98 -0.34029 0.06907 0.40936
21 20 88.10 4.06 4.91 -0.36039 0.05674 0.41713
22 19 159.1 3.80 242 -0.34095 0.06521 0.40616
23 49 73.7 413 3.95 -0.36371 0.05445 0.41816
24 50 63.44 4.20 4.63 -0.34499 0.06018 0.40517
25 51 16.42 4.78 4.02 -0.30521 0.05940 0.36461
26 28 30.6 4.51 3.33 -0.29083 0.06237 0.35320
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Tabela 5.11 - Continuagdo
HOMO LUMO
Entrada AMBH Clso pClsy® ) GAP®
(M) (Debie) (eV) (eV)
27 52 25.47 4.59 4.09 -0.30517 0.06132 0.36649
28 53 30.31 4.52 3.61 -0.29092 0.06503 0.35595
29 24 103.9 3.98 3.52 -0.31512 0.05817 0.37329
30 54 125.2 3.90 3.28 -0.30211 0.06548 0.36459
31 56a 10.8 4.97 3.44 -0.32655 0.05670 0.38325
32 56b 7.8 5.11 5.01 -0.32107 0.05600 0.37707
33 57a 69.6 416 4.81 -0.31366 0.06085 0.37451
34 57b 69 416 4.57 -0.30776 0.06344 0.37120
35 59a >100 - 4.71 -0.32714 0.05346 0.38060
36 59b >100 - 4.59 -0.32107 0.05787 0.37894
37 60a 63.5 4.20 4.06 -0.31422 0.06008 0.37430
38 60b 72.8 414 4.51 -0.30999 0.06050 0.37049
39 61a >100 - 6.02 -0.32772 0.05130 0.37902
40 61b >100 - 4.63 -0.30521 0.05753 0.36274

#pClso = -logClso ; ® GAP = ELumo - Erowmo

Como podemos observar, nenhum dos descritores apresentou relacao

direta com os valores de atividade biolégica para os adutos sintetizados neste

trabalho, sendo a andlise da relacdo quantitativa estrutura-atividade uma

investigacao futura a ser realizada por nosso grupo.

5.4 Mecanismos de acao: consideracgdes iniciais

Em breve andlise da REA, observamos que os regioisdbmeros nitrilados
16, 38 e 15, além dos adutos 51, 52, 27, 56a e 56b demonstraram alta
atividade citotoxica. No entanto, investigacbes sobre o mecanismo de acgao

destes compostos ainda nao foram realizados.

Sabe-se que, compostos contendo a porcao aceptora de Michael podem

atuar como eletréfilos reagindo com grupos nucleofilicos (OH, SH, NH)
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presentes em receptores ou enzimas, sendo importante no planejamento e
novos agentes anti-cancer (AHN e SOK, 1996). A adicdo de Michael
irreversivel pode ocorrer, conduzindo a inibicdo do alvo biolégico. No entanto,
evidéncias sugerem que compostos antineoplasicos alquilantes ligam-se a
varios nucledfilos celulares, perdendo seletividade (ANH e SOK, 1996).

Berube e colaboradores (1996) investigaram a reacdo dos nucledfilos
bioldgicos glutationa (GSH) e DNA com [3-hidroxiacrilatos, onde foi observado
que a interagdo ocorre de forma mais rapida com a glutationa. E conhecido que
compostos que inibem ou estimulam a sintese de GSH ou afetam a
concentracédo celular tem sido avaliados como quimioterapicos contra cancer,
devido aos niveis de glutationa celular serem encontrados em maior
concentracdo em linhagens de células de cancer humano do que em células
normais (RUSSO et al, 1986; TEW, 1994). Existem evidéncias mostrando que
agentes que alteram a concentracdo de GSH afetam a transcricdo de
detoxificagao de enzimas, proliferacao celular e apoptose (POWIS et al., 1997).

Em 2007, um estudo eletroquimico foi realizado com o aduto 14, onde foi
observada a formacdo da espécie 63 em presenca de GSH, como mostra a
Esquema 5.6. O aduto foi considerado como um agente biorredutivo com a
funcao de diminuir os niveis de glutationa (GOULART et al., 2007).

Esquema 5.6 Formacéao da espécie 63

OH O OH O
GS -
~
o]
O,N GS-0ON
14 63

Com relagdo aos adutos 51, 52 e 42, acreditamos que o aumento da
lipofilicidade pode ser um fator importante para a atividade biolégica observada,
tendo em vista que substancias com maior coeficiente de particdo (logP)
tendem a ultrapassar com mais facilidade as biomembranas lipofilicas,
conferindo melhor perfil farmacolégico (BARREIRO e FRAGA, 2008, p. 41) . A
introducdo de um atomo de halogénio ou grupos volumosos pode melhorar
também a afinidade por um determinado alvo biolégico (HERNANDES et al.,

2010). Observe na Figura 5.6 que o aduto 13 (Clsp = 103.5 uM) possui uma
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interacdo menos favoravel com um hipotético sitio ativo de uma enzima, do que
guando inserido no anel aromatico, um grupo R volumoso, como por exemplo,
um atomo de bromo, correspondendo ao aduto 42 (Clsp = 27.23 uM) ou um
grupo naftil, correspondendo aos adutos 51 e 52 que possuem valores de Clsg

16.42 e 25.47 uM respectivamente.

Figura 5.6 Visdo genérica do quanto a insergao de um grupo volumoso pode melhorar
a afinidade de um AMBH no sitio ativo de um alvo biol6gico

Os adutos nitrilados derivados da isatina 56a e 56b demonstram que a
utilizacdo de estruturas privilegiadas e ou inspiradas em produtos naturais
continua sendo um instrumento relevante no processo de planejamento e
descoberta de novos farmacos.

Investigagbes sobre o mecanismo de agédo destes compostos foram
realizadas usando citometria de fluxo, onde nenhuma alteracao no ciclo celular,
fragmentacao de DNA ou despolarizagdo mitocondrial foi observada, sugerindo
que 56a e 56b devem estar alterando apenas o metabolismo celular, sem
causar apoptose ou necrose. Recentemente, o alcaldide paratunamida C foi
isolado de Turpinia arguta e foi observada moderada acao na clivagem da fita
de DNA, sendo este um possivel mecanismo de acao para estes adutos (WU et
al., 2011).

5.5 Avaliacao da atividade antimitética dos adutos

Embrides de ouricos-do-mar tém sido amplamente utilizados como
modelo para elucidacdao do modo de acdo de varios agentes antineoplasicos,
adicionando novas descobertas na area da oncofarmacologia (MONTENEGRO
et al., 2004). Células embrionarias de ouricos-do-mar apresentam varias
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similaridades com o ciclo celular humano, tornando-se um interessante modelo
ndao somente usado para a busca de novos agentes antimitéticos, como
também na identificacdo de compostos que agem no bloqueio da sintese de
DNA, traducédo de RNA e reorganizacdo dos microtubulos (SIMON-LEVERT et
al., 2007).

Sendo assim, alguns AMBH sintetizados neste trabalho foram enviados
para o LABIDE-UFPB (Laborat6rio de Desenvolvimento) para investigacdo da
acao dos mesmos no desenvolvimento embrionario inicial do ourico do mar
(Echinometra lucunter) com o objetivo de procurar evidéncias do modo de
atuacao destes compostos no processo de divisdo mitética. Na Figura 5.7

abaixo estdo mostrados os adutos investigados.

Figura 5.7 AMBH investigados quanto a atividade antimitética em células embrionarias
de ourigo-do-mar

OH OH

NO, OH
f | CN OZN\©)\”/CN /@)\"/CN
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Br
42
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= Z Z
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Inicialmente, foi realizado o tratamento dos embrides em diferentes
concentracdes dos adutos seguido da observacao dos estagios embrionarios
de primeira clivagem e morula. A Figura 5.8 apresenta o efeito dos adutos
investigados no estagio de primeira clivagem, onde o percentual de embrides
corresponde ao numero de embrides que ja passaram pela primeira clivagem.

Podemos observar pela Figura 5.8 que os AMBH 16, 38, 15, 42 e 49
apresentaram forte atividade antimitética em células embrionarias de ourico do
mar. Os adutos com anéis piridinicos 47 e 20 ndo tiveram efeito no progresso
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neste estagio de desenvolvimento embrionario em nenhuma das
concentragdes testadas. Os adutos 16, 38, 15, 42 e 49 inibiram a primeira
divisdo celular, apresentando resposta do tipo dose-dependente (Figura 5.8 A-
D e G). Os compostos 15, 42 e 49 foram os adutos mais ativos, com valores de
Clsp de 180.5, 172.2 e 128.3 uM, respectivamente. O aduto piridinico 42
mostrou um significante efeito no bloqueio do progresso do estagio de primeira

clivagem a partir da concentracao de 100 uM (Figura 5.8 G).

Figura 5.8 Efeito dos adutos 16, 38, 15, 42, 47, 20 e 49 na primeira clivagem
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Em etapa posterior de investigacdo, os AMBH foram avaliados no
progresso do estagio de morula. Os resultados demonstraram mesma
tendéncia em relacdo ao estagio de primeira clivagem. Contudo, os AMBH
foram mais efetivos no bloqueio do progresso deste estagio de
desenvolvimento, como mostrado na Figura 5.9. Observa-se que somente o
aduto 47 nao inibiu o progresso do estadgio de mérula nas concentracbes
usadas. Os adutos 16 e 42 foram os mais efetivos apresentando Clso de 75.8 e
72.6 uM, respectivamente. Ambos adutos bloquearam completamente o
desenvolvimento quando os embrides foram incubados com 200 pM dos

compostos (Figuras 5.9 A e D).
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Figura 5.9 Efeito dos adutos 16, 38, 15, 42, 47, 20 e 49 na formacao de mérula
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Os AMBH 16, 38, 15, 42 e 49 foram ainda mais efetivos no bloqueio da
progressdo para o estagio de morula quando os Ovulos de Echinometra
lucunter foram pré-incubados com 0s mesmos, como podemos observar na
Figura 5.10. Nenhum aduto foi capaz de bloquear a fertilizacdo nas
concentracdes usadas. O aduto 47 nao teve efeito no progresso do estagio de

mérula sob tratamento prévio com os évulos.
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Figura 5.10 Efeito do tratamento prévio dos évulos com os AMBH na formacgao de
morulas em comparagao ao tratamento com embrides
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Estes resultados conduziram a investigagdes da possibilidade dos
adutos serem substratos de proteinas da superfamilia ABC. Estas proteinas
estdo relacionadas com o transporte transmembranar de varias substancias,
tais como hormoénios, esterdis, lipideos, fosfolipideos, oligopeptideos,
nucleotideos e metais pesados (BELLAMY, 1996) e na resisténcia apresentada
por células tumorais (JAEGER, 2009). Experimentos realizados demonstraram
que os adutos 16, 38, 15, 42 e 49 nao sao substratos de proteinas ABC,
demonstrando o potencial destes compostos. Foi observado também que todos
0s adutos investigados nao possuem toxicidade, onde 0s mesmos nao
induziram necrose das células, mantendo a integridade da membrana
plasmatica dos évulos e embrides. A inibicdo da organizacdo dos microtubulos
nao foi observada, o que conduz a sugestao que o efeito observado nos adutos
16, 38, 15, 42 e 49 pode estar relacionado com o bloqueio da sintese protéica
e/ou de DNA.
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CAPITULO 6 —- CONCLUSOES E
PERSPECTIVAS
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 Conclusoes

Considerando os objetivos e as propostas deste trabalho, podemos concluir

que:

v A reagao de Morita-Baylis-Hillman promovida por irradiagdo de micro-ondas
em reator especifico para sintese orgénica a 80 °C foi eficiente para a
preparacao de adutos oriundos de aldeidos aromaticos mais reativos e

acrilato de metila ou acrilonitrila.

v O uso de isatina e N-metil-isatina como eletréfilos nos forneceu os
compostos 56a-b, 57a, 59a e 60a em bons a moderados rendimentos
usando aquecimento por micro-ondas em reator especifico para sintese

organica.

v A aplicagdo do aquecimento por micro-ondas nao foi favoravel para a
preparacdo de adutos oriundos de aldeidos aromaticos menos reativos,
além dos compostos 57b, 59b, 60b e 61a-b, onde foi observada a formacgéao
de subprodutos e / ou a ndo formacéao de produto.

v O uso de protocolo reacional a temperatura de 0 °C foi eficiente para a
preparacdo dos adutos menos reativos, atendendo as limitagdes
apresentadas pelo uso da irradiacdo de micro-ondas, minimizando
formacao de subprodutos e/ou evitando inconveniente causado pela

reversibilidade da reagéo.

v Os adutos 16, 38, 15, 42, 51, 52, 56a e 56b apresentaram forte atividade
citotdxica frente a linhagem de células tumorais de leucemia (HL-60), sendo
potenciais candidatos a farmacos antineoplasicos.

v" Os adutos 16, 38, 15, 42 e 49 apresentaram significante atividade

antimitética em células embrionarias de ourico do mar, bloqueando o ciclo
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celular, tanto nos estagios de primeira clivagem quanto de mérula, além de

apresentar baixo perfil tdxico.

6.2 Perspectivas

Como perspectivas deste trabalho de tese, podemos citar:

v A realizacdo de estudos da Relagdo Quantitativa Estrutura Atividade
(QSAR) com os 40 adutos investigados.

v" A preparagao de outros adutos derivados da isatina usando a tecnologia
de micro-ondas ou baixa temperatura, visando obter compostos mais

ativos e seletivos frente a patologia estudada.

v" Avaliar biologicamente os adutos 56a e 56b em modelos experimentais
in vivo, a fim de obter indice terapéutico e outras informacdes relevantes

a cerca da toxicidade e mecanismo de acao.

v' Preparar os adutos mais ativos na sua forma enantiomericamente pura e
investigar a atividade dos enantidmeros frente as patologias estudadas
pelo nosso grupo de pesquisas.

v" Investigar o mecanismo de acao dos adutos através da inibicao in vitro

das enzimas topoisomerases.
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CAPITULO 7 — MATERIAIS E
METODOS
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7.1 Materiais e métodos

Todos os solventes e reagentes foram obtidos comercialmente e
utilizados sem purificacdo prévia. As reacdes foram acompanhadas por
cromatografia em camada delgada (CCD). A deteccao foi realizada por
lampada de ultravioleta de 254nm. As colunas cromatograficas foram
realizadas usando silica gel 300-400 mesh. As fases organicas foram secadas
sobre MgSO4 ou Na,SO, antes da evaporacdo em evaporador rotatério. As
reacoes executadas sob irradiacdo em microondas foram realizadas em um
reator de microondas CEM modelo Discover-System benchmate com
temperatura monitorada por sensor de infravermelho. Os espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H e '®C) foram obtidos usando um
espectrdmetro Varian Mercury Spectra AC 20 (200 MHz para 'H e 50 MHz para
3C). Os deslocamentos quimicos foram relatados em relagdo ao padrdo
interno tetrametilsilano (TMS), usando CDCI;, CD;OD e DMSO-ds como
solvente. Os desdobramentos quimicos referentes a cada acoplamento dos
hidrogénios foram expressos como singleto (s), singleto largo (sl), dubleto (d),
tripleto (t), duplo dubleto (dd), duplo dubleto duplo (ddd) e multipleto (m). Os
espectros de infravermelho foram registrados no espectrofotobmetro FTIR
modelo IRPrestige-21 do fabricante Shimadzu usando pastilhas de KBr. As
analises de cromatografia gasosa e espectrometria de massas foram
realizadas em aparelho modelo GCMS-QP2010 e os espectros de massas de
alta resolucao foram obtidos de um espectrometro GCT Premier (TOF-MS),
usando coluna: HP 5-MS e um LC-MS-IT-TOF do fabricante Shimadzu.

7.2 Procedimento geral para a preparacao dos AMBH oriundos da reacao
utilizando aldeidos aromaticos como eletrofilos e irradiacao de Micro-
ondas

Os correspondentes aldeidos (0.5 mmol), acrilonitrila (0.2 mL, 3.1 mmol)
ou acrilato de metila (0.5 mL, 5.3 mmol), DABCO (0.5 mmol) e 0.5 mL de
solvente (quando utilizado) foram colocados em tubo de vidro de 10 mL
especifico para reator de micro-ondas juntamente com um agitador magnético.
A reacao foi realizada sob irradiacdo de micro-ondas a 802 C (leitura
monitorada por sensor de infravermelho) de 1.5-120 minutos (“Hold Time”) sob
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condicoes de vaso fechado (“closed vessel”’). Apdés o término da reacéo, a
mistura reacional foi deixada esfriar a temperatura ambiente e em seguida foi
realizada uma filtragdo em silica gel usando uma mistura hexano/acetato de
etila (7:3) como solvente. Os produtos reacionais foram concentrados sob

pressao reduzida.

7.3 Procedimento geral para a preparacao dos AMBH oriundos da reacao
utilizando aldeidos aromaticos como eletréfilos e protocolo a temperatura
de 0°C

As reacoes foram realizadas usando os correspondentes aldeidos (0.5
mmol), acrilonitrila (0.2 mL, 3.1 mmol) ou acrilato de metila (0.5 mL, 5.3 mmol),
DABCO (56 mg, 0.5 mmol) e 0.5 mL de solvente (quando necessario) a 0° C
sob agitacao pelo tempo indicado nas Tabelas 5.2 e 5.4. Posteriormente, o
meio reacional foi diretamente filtrado em silica gel, usando hexano/acetato de
etila (7:3) como solvente e os produtos foram concentrados sob pressao

reduzida.

7.4 Preparacao de N-metil-isatina (58b)

Em baldo seco de 125 mL foi adicionado hidreto de sédio (245 mg, 6.11
mmol, 1.1 equivalente, 60% dispersdo em 6leo mineral) e 25 mL de DMF sob
atmosfera de argbnio. Esta mistura foi colocada em banho de gelo até atingir a
temperatura de 0 °C. Posteriormente, foi adicionado de forma lenta e gotejada
a essa mistura, uma solucao de isatina (818 mg, 5.60 mmol, 1.0 equivalente)
em DMF (15 mL). Apds a adi¢do desta solugdo, a mistura ficou sob agitacao
magnética a temperatura ambiente. Apds o término da reacdo (acompanhada
por CCD), foi adicionado uma solucao saturada de cloreto de aménio. A fase
organica foi secada em Na,SO, e o solvente foi evaporado em evaporador
rotatorio para gerar o composto 58b como um sdélido vermelho em rendimento

quantitativo.
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7.5 Procedimento geral para a preparacao dos AMBH derivados da Isatina
usando irradiacao de Micro-ondas

Isatina (73.5 mg, 0.5 mmol) ou N-metil-isatina (80.5 mg, 0.5 mmol),
acrilatos 62a-62d e 2), THF (1 mL) e DABCO (56 mg, 0.5 mmol) foram
colocados em um tubo de vidro apropriado para micro-ondas com um agitador
magneético. A reagao foi deixada sob irradiacdo de micro-ondas a temperatura
de 80° C, sob condi¢bes de vaso fechado (“closed vessel’) pelo tempo indicado
na Tabela 5.5. Ap6s o término da reagdo, a mistura foi concentrada sob
pressao reduzida e o produto foi isolado por coluna cromatografica usando
silica gel e uma mistura de acetato de etila’/hexano como eluente.

7.6 Procedimento geral para a preparacao dos AMBH derivados da Isatina
usando protocolo a temperatura de 0°C

Para uma solugdo agitada de isatina (73.5 mg, 0.5 mmol) ou N-metil-
isatina (80.5 mg, 0.5 mmol) e os acrilatos 62a-62d e 2 em THF (1 mL), foi
adicionado DABCO (56 mg, 0.5 mmol). A mistura reacional foi deixada sob
agitacao magnética a temperatura de 0° C pelo tempo indicado na Tabela 5.6.
Apés o término da reacdo, a mistura foi concentrada sob pressao reduzida e o
produto foi isolado por coluna cromatografica usando silica gel e uma mistura
de acetato de etila/hexano como eluente.

7.7 Procedimento geral para a preparacao dos AMBH derivados da isatina
usando protocolo a temperatura ambiente

Para uma solucdo agitada de isatina (73.5 mg, 0.5 mmol) ou N-metil-
isatina (80.5 mg, 0.5 mmol) e os acrilatos 62a-62d e 2 em THF (1 mL), foi
adicionado DABCO (56 mg, 0.5 mmol). A mistura reacional foi deixada sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente pelo tempo indicado na Tabela
5.6. Apds o término da reacdo, a mistura foi concentrada sob pressao reduzida
e o produto foi isolado por coluna cromatografica usando silica gel e uma
mistura de acetato de etila e hexano como eluente.
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7.8 Procedimento usado para a investigacao da reversibilidade da RMBH

Uma amostra do aduto 43 foi dissolvida em 1 mL de metanol e
transferida para um tubo de vidro especifico para reator de micro-ondas.
Posteriormente, foi adicionado 2 mmols de DABCO e a reacéo foi deixada sob
irradiacao de micro-ondas a 120 °C por 2 h. Posteriormente, uma aliquota foi
retirada do meio reacional, filtrada em silica gel, dissolvida em CH.Cl, e
analisada por CG-EM. A mistura reacional restante foi deixada a 0 °C durante
24 h e uma nova aliquota foi retirada do meio reacional, filtrada em silica gel,

dissolvida em CHCl, e analisada por CG-EM.

7.9 Procedimento computacional para otimizacao de geometria

Os calculos de mapeamento da Superficie de Energia Potencial (SEP)
foram realizados com auxilio do software Gaussian 09W® (FRISCH et al.,
2009) ,através da técnica RPESS (“Relaxed Potential Energy Surface Scan”),
utilizando o método semi-empirico AM1. Para cada ligacdo sigma, o angulo
diedral envolvendo quatro atomos foi mantido fixo em passos de 10 graus até
completar 360 graus onde, a cada passo, a porcao restante da molécula tinha
sua geometria otimizada. Ao final, para cada ligacao selecionada foi visualizada
sua respectiva curva utilizando o programa GaussView5® (DENINGTON,
2009), permitindo assim a observacao das conformacdes de maximo € minimo
energético.

Apés as etapas de “scan”, para cada molécula, foi selecionado o minimo
conformacional mais estavel. Este foi entdo submetido a célculo de otimizacao
de geometria e determinacdo de frequéncias vibracionais no nivel HF 6-
31+G(d). Energias dos Orbitais HOMO (“Highest Occupaid Molecular Orbitals”)
e LUMO (“Lowest Unnocupaid Molecular Orbitals”) além do momento dipolo
foram obtidos destes calculos.

7.10 Procedimento para a avaliacao citotéxica contra HL-60

A linhagem de células de leucemia promielocitica humanas (HL-60) foi
adquirida no banco de células no Rio de Janeiro (Universidade Federal do Rio
de Janeiro, RJ, Brasil). As células de leucemia foram mantidas em meio RPMI
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1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 Mm de glutamina, 100
U/MI penicilina, e 100 ug/mL de estreptomicina a 37 °C com 5% CO..

A citotoxidade dos compostos em células de leucemia foi avaliada
usando a redugcdo enzimatica original de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-
2,5-difenil-2H-tetrazolium (MTT) para produzir cristais de formazan
(MOSMANN, 1983).

As células foram cultivadas a 5 x 10* células/poco em placas de cultura
com 96 pocos. As células foram expostas a diferentes concentragbes dos
adutos (3,12 — 100 pM) dissolvidos em meio RPMI (trés pogos por
concentragdo) com 10% de soro fetal bovino. Apos 24 horas de incubacéo, as
placas foram centrifugadas (500 x g, 5 min) e o sobrenadante foi removido,
seguido pela adicdo da solucdo de MTT (0.5 mg/mL in PBS) e incubacao a
37°C. Apés 3 horas, o produto MTT formazan foi dissolvido em SDS/HCI 0,01N
e a absorbancia foi mensurada a 570 nm em placa de leitura ELISA (Biotek
ELx800) (Faheina-Martins et al., 2011).

7.11 Procedimento para a avaliacao da atividade anti-mitotica

Ouricos-do-mar da espécie Echinometra Ilucunter foram coletados na
Praia do Cabo Branco, municipio de Jodo Pessoa, Paraiba — Brasil (7°7’ S, 34°
49’ W). Os animais foram transportados para o laboratério em um recipiente de
plastico preenchido com agua do mar coletada nesta mesma praia.

Para os ensaios com embrides de ourico do mar, 1 X 10* embrides / mL
foram incubados em placas com 24 pocos a 26 °C. Os AMBH foram
adicionados 5 minutos apds a fertilizacdo a diferentes concentragdes. Em
diferentes intervalos de tempo, 200 uL de embrides foram fixados com o
mesmo volume de formaldeido 4% estocadas a 4 °C. Andlises dos estagios do
desenvolvimento embrionario (primeira clivagem, segunda clivagem e morula)
foram realizadas usando um microscépio 6ptico comum, onde um total de 100
ovulos ou embrides foram avaliados em cada amostra. Apds cada contagem foi
determinada a percentagem de inibicdo correspondente aos 6vulos e embrides
gue ndo se encontravam na fase de desenvolvimento caracteristica para cada

intervalo de tempo.
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Para o tratamento prévio dos 6vulos, 1 X 10* 6vulos / mL foram
incubados com os AMBH por 15 minutos antes da adicdo dos
espermatozoides. Apoés fertilizacdo, os embrides foram incubados e os estagios
de desenvolvimento embrionario foram avaliados como descrito anteriormente.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos 3 vezes.

7.12 Dados espectroscépicos dos AMBH sintetizados neste trabalho
7.12.1 Aduto 13

OH
@’Wﬁ“

Aspecto fisico: 6leo incolor
Rendimento: 86%

IV (KBr): 3444, 2229 cm™; RMN 'H (200 MHz, CDCls): & 7.30-7.40 (m, 5H),
6.04 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 5.77 (d, J = 0.8, 1H), 5.20 (s, 1H), 3.34 (s, 1H). RMN
3¢ (50 MHz, CDCls): 5 134.8, 130.3, 128.3, 128.1, 125.8, 115.7, 115.3, 72.9.
Massa de baixa resolucao: M*= 159

7.12.2 Aduto 16

NO, OH
@hﬁ“

Aspecto fisico: 6leo castanho
Rendimento: 99%

IV (KBr): 3341, 2229, 1350, 1516 cm™'; RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 8.01 (dd,
J = 8.0/1.4 Hz, 1H); 7.84 (dd, J = 6.0/1.8, 1H); 7.72 (ddd, J = 8.0/1.8/1.4 Hz,
1H); 7.52 (ddd, J = 8.0/1.6/1.4 Hz, 1H); 6.12 (d, J = 1.4 Hz, 1H); 6.09 (d, J=1.2
Hz, 1H); 5.98 (s, 1H). RMN **C (50 MHz, CDCls): 5 69.1, 116.5, 124.3, 125.1,
129.1,129.7, 132.0, 134.2, 134.3, 147.9.
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7.12.3 Aduto 38

OH

ozN\O)\H/CN

Aspecto fisico: sélido amarelo
Rendimento: 99%

IV (KBr): 3345, 2229, 1520, 1350 cm™'; RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 8.24 (dd,
J = 1.8/1.6 Hz, 1H); 8.18 (ddd, J = 8.0/1.0/1.2 Hz, 1H); 7.57 (t, J = 8.0 Hz, 1H);
7.75 (ddd, J = 7.8/1.6 Hz, 1H); 6.09 (d, J = 0.8 Hz, 1H); 6.20 (d, J = 1.6 Hz, 1H);
5.43 (s, 1H); 3.02 (s, 1 H, CHOH). RMN 'C (50 MHz, CDCls): 5 72.7, 116.3,
121.1, 123.4, 125.0, 129.7, 131.5, 132.5, 141.2, 148.0. Massa de baixa
resolugao: M* = 204

7.12.4 Aduto 15

mCN
OsN

Aspecto fisico: 6leo castanho
Rendimento: 99%

IV (KBr): 3447, 3115, 2228, 1599, 1520, 1348, 736 cm™; RMN 'H (200 MHz,
CDCly): & 8.21(d, J = 8.8 Hz, 2H); 7.58 (d, J = 9.0 Hz, 2H): 6.07 (d, J = 0.8 Hz,
1H); 6.16 (d, J = 0.6 Hz, 1 H); 5.42 (s, 1H); 3.23 (s, 1H, CHOH). RMN '3C (50
MHz, CDCl3): 5 73.0, 116.6, 123.9, 126.1, 127.3, 130.5, 146.8, 147.8.

7.12.5 Aduto 26

OH

mCN
F

Aspecto fisico: 6leo amarelado

Rendimento: 95%
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RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 7.26-7.37 (m, 4H), 6.07 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 5.98
(d, 1H, J = 0.8 Hz), 5.23 (s, 1H). RMN '*C (50 MHz, CDCl;): & 137.6, 134.6,
130.2, 128.9, 127.9, 125.9, 116.7, 73.3. Massa de baixa resolucao: M*= 177

7.12.6 Aduto 40

OH

/@)\H/CN
Cl

Aspecto fisico: 6leo amarelado
Rendimento: 99%

IV (KBr): 3441, 2229 cm™; RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 7.28-7.25 (m, 2H),
6.97-7.06 (m, 2H), 6.04 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 5.94 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 5.17 (s,
1H), 3.45 (s, 1H). RMN *C (50 MHz, CDCls): 5 134.8, 130.3, 128.3, 128.1,
125.8, 116.7, 115.7, 115.3, 72.9. Massa de baixa resolucao: M= 193

7.12.7 Aduto 42

OH

mCN
Br

Aspecto fisico: s6lido amarelo
Rendimento: 98%

RMN "H (200 MHz, CDCls): 5 7.54 (dd, J = 6.0/2.0 Hz, 2H); 7.28 (dd, J = 6.0/1.8
Hz, 2H); 6.11 (d, J= 1.6 Hz, 1 H); 6.04 (d, J= 1.0 Hz, 1 H); 5.27 (s, 1 H); 2.71
(s, CHOH). RMN **C (50 MHz, CDCls): 5 73.3, 116.7, 122.7, 125.8, 128.1,
130.3, 131.9, 138.1. Massa de baixa resolucao: M* = 237

mCN
H;C

7.12.8 Aduto 25

Aspecto fisico: 6leo incolor
Rendimento: 99%

IV (KBr): 3447, 2228 cm™'; Massa de baixa resolucdo: M* = 173
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7.12.9 Aduto 45

OH

/O)\”/CN
Hs;CO

Aspecto fisico: 6leo amarelado

Rendimento: 92%

IV (KBr): 3447, 2228 cm™'; Massa de baixa resolucdo: M* = 189
7.12.10 Aduto 47

OH

/)

Aspecto fisico: sélido marrom
Rendimento: 99%

IV (KBr): 3113, 2225 cm™; RMN 'H (200 MHz, CDCls): 3 8.56 (ddd, J = 8.0/1.4
Hz, 1H); 7.75 (ddd, J = 7.8/7.6/1.6 Hz, 2H); 7.37 (d, J = 7.8 Hz, 1H); 7.29 (ddd,
J = 0.8/1.0/1.2 Hz, 1 H); 5.28 (s,1 H); 6.21 (s, 1H); 6.05 (s, 1H). RMN *3C (50
MHz, CDCls): 5 72.9, 116.7, 121.2, 123.7, 125.8, 130.9, 137.4, 148.5, 156.0.

7.12.11 Aduto 20

OH
CN

Aspecto fisico: sélido castanho
Rendimento: 99%

RMN 'H (200 MHz, CDCl5): 5 8.41 (m, 2H); 7.79 (ddd, J = 7.8/1.8/1.6 Hz, 1H);
7.33 (dd, J = 8.0 Hz, 1H); 6.05 (d, J = 1.0 Hz, 1H); 6.17 (d, J = 1.2, 1H); 5.33 (s,
1H). RMN '3C (50 MHz, CDCls): 5 71.5, 116.7, 124.1, 126.0, 130.4, 135.0,
136.1, 147.4, 148.9. Massa de baixa resolucao: M = 160.
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7.12.12 Aduto 49

OH
CN

Aspecto fisico: solido branco
Rendimento: 99%

RMN 'H (200 MHz, CDCl,): 5 8.50 (d, J = 6 Hz, 2H); 7.36 (d, J = 5.8 Hz, 2H);
5.31(s, 1 H); 6.16 (d, J = 0.6 Hz, 1 H); 6.06 (s, 1 H). RMN '3C (50 MHz, CDCl5):
572.5,116.5, 121.4, 125.7, 130.6, 149.1, 149.6.

7.12.13 Aduto 51

OH

CN

Aspecto fisico: 6leo incolor
Rendimento: 98%

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 7.42-7.89 (m, 7H); 6.15 (d, J = 1.4 Hz, 2H); 6.06
(d, J=1.6 Hz, 2H); 5.46 (d, J = 3.8 Hz, 1 H); 2.50 (d, J = 3.8 Hz, 1 H). RMN **C
(50 MHz, CDCls): 5 137.8, 134.9, 134.5, 131.6, 130.4, 129.6, 129.18, 129.16,
128.0,127.5,127.4 ,125.2, 118.4, 75.9.

7.12.14 Aduto 52

O OH
E CN

Aspecto fisico: 6leo incolor
Rendimento: 84%

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 7.44-8.04 (m, 7H), 6.09 (dd, J = 2.0 Hz, 1H), 6.06
(dd, J = 2.0 Hz, 1H), 5.97 (s, 1H), 2.64 (s, 1H). RMN 3C (50 MHz, CDCl;): &
135.0, 134.7, 131.9, 131.2, 130.5, 129.8, 127.4, 126.7, 126.2, 126.1, 125.9,
123.8, 118.0, 71.9. Massa de baixa resolucao: M* = 209
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7.12.15 Aduto 24

OH
sons
o)
Aspecto fisico: 6leo amarelo

Rendimento: 90%

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 3 6.74—6.83 (m, 3H), 6.07 (s, 1H), 5.99 (s, 1H),
5.94 (s, 2H), 5.15 (s, 1H), 3.04 (s, 1H). RMN "*C (50 MHz, CDCl3): 5 148.1,
148.0, 133.2, 129.8, 126.3, 120.5, 117.1, 108.5, 106.9, 101.4, 73.8. Massa de
baixa resolucao: M* = 203.

7.12.16 Aduto 12

OH

©)\H/0020H3

Aspecto fisico: 6leo incolor
Rendimento: 99%

IV (KBr): 3344, 1716 cm™; RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 7.34—-7.19 (m, 5H),
6.28 (s, 1H), 5.85 (s, 1H), 5.50 (s, 1H), 3.62 (s, 3H), 3.47 (s, 1H, OH). RMN *C
(50 MHz, CDCl3): 5 166.4, 142.0, 141.2, 128.1, 127.5, 126.5, 125.5, 72.4, 51.6.
Massa de baixa resolucao: M" = 191.

7.12.17 Aduto 37

NO, OH
CO,CHs

Aspecto fisico: 6leo castanho
Rendimento: 99%

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 8.82 (d, J = 8.47 Hz, 1H), 8.56 (t, J = 7.55/7.35
Hz, 1H), 8.42 (t, J = 8.47/ 7.35 Hz, 1H), 8.33 (d, J = 8.47 Hz, 1H), 6.36 (s, 1 H),
6.31 (s, 1 H), 5.59 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 3.74 (s, 3 H). RMN '*C (50 MHz, CDCl5):
5 52.2, 67.6, 124.6, 126.5, 128.7, 133.5, 136.0, 140.7, 148.3, 166.4. Massa de
baixa resolugao: [M* - OH] = 219.
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7.12.18 Aduto 39

OH

OzN\O)\”/COQCHg

Aspecto fisico: 6leo amarelo
Rendimento: 99%

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 8.48 (d, J = 2.0 Hz, 1H); 8.39 (dd, J = 5.0/1.5 Hz,
1H); 7.74 (ddd, J = 8.0/2.0/2.0 Hz, 1H); 7.28 (m, 1H); 6.40 (d, J = 0.6, 1H); 6.01
(sl, 1H); 5,60 (sl, 1 H); 3,71 (s, 3H); RMN *C (50 MHz, CDCls): 5 52.0, 70.5,
123.4, 126.1, 134.7, 137.6, 141.6, 148.2, 148.4, 166.2. Massa de baixa
resolugao: M* = 236.

7.12.19 Aduto 14

OH

/©)\H/CO2CH3
O,N

Aspecto fisico: s6lido amarelo
Rendimento: 99%

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 1.57 (s, 1H), 3.74 (s, 3H), 5.63 (d, J = 6.32 Hz,
1H), 5.87 (s, 1H), 6.40 (s, 1H), 7.61 (m, 2H), 8.25 (m, 2H); ); RMN '*C (50 MHz,
CDCl3): & 52.1, 72.5, 123.5, 127.1, 127.2, 140.9, 147.3, 148.5, 166.2. Massa
de baixa resolugao: M* = 236.

7.12.20 Aduto 27

OH

mCOQCHg
F

Aspecto fisico: 6leo incolor
Rendimento: 99%

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 7.18-7.25 (m, 2H), 6.85-6.94 (m, 2H), 6.21 (s,
1H), 5.82 (s, 1H), 5.41 (s, 1H), 3.77 (s, OH), 3.54 (s, 3H). RMN *3C (50 MHz,
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CDCI;): 6 166.2, 159.4, 141.9, 137.1, 128.3, 128.2, 125.1, 114.9, 114.5, 71.4,
51.5. Massa de baixa resolucao: M* = 209.

7.12.21 Aduto 41

OH

/©)\”/COZCH3
Cl

Aspecto fisico: 6leo incolor
Rendimento: 95%

IV (KBr): 3255, 1720 cm™; RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 7.21 (s, 4H), 6.25 (s,
1H), 5.83 (s, 1H), 5.42 (s, 1H), 3.75 (s, OH), 3.60 (s, 3H). RMN '3C (50 MHz,
CDCl;): 5 166.2, 141.7, 139.9, 133.1, 128.2, 127.9, 125.5, 71.6, 51.6. Massa
de baixa resolugao: M* = 226.

7.12.22 Aduto 43

OH

mcozcw,
Br

Aspecto fisico: sélido branco
Rendimento: 90%

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 7.38 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.16 (d, J = 8.4 Hz, 2H),
6.26 (s, 1 H), 5.78 (s, 1 H), 5.41 (s, 1 H), 3.63 (s, 3H), 3.39 (s, 1 H); RMN *C
(50 MHz, CDCI5): 5 166.4, 141.5, 140.3, 131.3, 128.3, 126.1, 121.6, 72.3, 51.9.
Massa de baixa resolucao: M" = 270.

7.12.23 Aduto 44

OH

/©)\H/CO2CH3
HsC

Aspecto fisico: sélido branco
Rendimento: 83%

IV (KBr): 3331, 1724 cm™'; Massa de baixa resolucdo: M* = 206
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7.12.24 Aduto 46

OH

mcochs
H,CO

Aspecto fisico: solido branco

Rendimento: 60%

IV (KBr): 3347, 1713 cm™'; Massa de baixa resolucdo: M* = 222
7.12.25 Aduto 48

OH
N CO,CHs

Aspecto fisico: sélido preto
Rendimento: 99%

RMN 'H (200 MHz, CDCls): 5 8.51 (d, J = 4.4 Hz, 1H); 7.66 (ddd, J = 7.8/1.6
Hz, 1H); 7.4 (d, J = 8.0 Hz, 1H); 7.21 (m, 1H); 6.34 (sl, 1H); 5.96 (s|, 1H); 5.61
(s, 1H); 3.71 (s, 3H); RMN ®C (50 MHz, CDCls): 5 51.8, 72.0, 121.2, 122.6,
126.8, 136.8, 141.5, 148.1, 159.4, 166.4.

7.12.26 Aduto 19

Aspecto fisico: solido branco
Rendimento: 99%

RMN "H (200 MHz, CDCl5): 5 8.48 (d, J = 2.0 Hz, 1H); 8.39 (dd, J = 5.0/1.5 Hz,
1H); 7.74 (ddd, J = 8.0/2.0/2.0 Hz, 1H); 7.28 (m, 1H); 6.40 (d, J = 0.6, 1H);
6.01(sl, 1H); 5,60 (sl, 1 H); 3,71 (s, 3H). RMN *C (50 MHz, CDCl): 5 52.0,
70.5, 123.4, 126.1, 134.7, 137.6, 141.6, 148.2, 148.4, 166.2. Massa de baixa
resolugao: M* = 192.

7.12.27 Aduto 50
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Aspecto fisico: solido branco
Rendimento: 99%

RMN 'H (200 MHz, CDCl5): 5 8.47 (dd, J = 4.6/1.6 Hz, 2H); 7.30 (dd, J = 4.6/1.6
Hz, 2H); 5.89 (s, 1H); 5.51 (s, 1H); 3.70 (s, 1H). RMN *3*C (50 MHz, CDCls): 5
52.1,71.9,121.5, 127.1, 140.9, 149.3, 151.0, 166.3.

7.12.28 Aduto 28

OH

“)\” l CO,CH,

Aspecto fisico: sélido branco
Rendimento: 85%

RMN 'H (200 MHz, CDCly): & 1.57 (s, 1 H), 3.73 (s, 3H), 5.75 (d, J = 5.77 Hz, 1
H), 5.88 (t, J = 1.14 / 1.10 Hz, 1 H), 6.39 (s, 1 H), 7.50 (m, 3H), 7.78 (m, 4H).
RMN ®C (50 MHz, CDCly): & 51.9, 73.2, 124.5, 125.4, 125.9, 126.0, 126.8,
127.5,128.0, 128.1, 132.9, 133.1, 138.5, 141.8, 166.7.

7.12.29 Aduto 53

Ot
O CO,CH

Aspecto fisico: sélido branco
Rendimento: 60%

RMN 'H (200 MHz, CDCly): 5 7.26-8.02 (m, 7H), 6.37 (s, 1H), 6.35 (s, 1H),
5.59 (s, 1H), 3.75 (s, 3H). RMN '3C (50 MHz, CDCl3): & 167.2, 141.7, 136.3,
133.7, 130.7, 128.7, 127.3, 127.2, 126.2, 125.6, 125.3, 124.4, 123.7, 69.2, 52.2.

7.12.30 Aduto 54
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OH

O CO2CH3
{ m
O

Aspecto fisico: solido branco
Rendimento: 90%

RMN 'H (200 MHz, CDCls3): 3 6.78-6.86 (m, 3H), 6.32 (s, 1H), 5.94 (s, 2H),
5.85 (s, 1H), 5.48 (s, 1H), 3.72 (s, 3H). RMN '*C (50 MHz, CDCls): & 166.9,
148.1, 147.9, 147.3, 142.0, 135.4, 126.0, 120.3, 108.3, 107.3, 101.2, 73.1, 52.1.

7.12.31 Aduto 56a

HO, CN

=

Aspecto fisico: sélido marrom
Rendimento: 99%

IV (KBr): 3348, 3264, 2226, 1708, 1620, 1474 cm™; RMN 'H (200 MHz,
DMSO-d6): 5 10.67 (s, 1H); 6.86-7.32 (m, 4H); 6.32 (s, 1H); 6.21 (s, 1H). RMN
3C (50 MHz, DMSO-d6): 5 175.2, 142.0, 132.1, 130.4, 129.0, 124.5, 122.8,
122.4,116.3,110.3, 76.1.

7.12.32 Aduto 56b

HO CN

CHs
Aspecto fisico: s6lido marrom
Rendimento: 99%

IR (KBr): 3306, 2229, 1713, 1620 cm™'; RMN 'H (200 MHz, DMSO-d6): 5 7.09-
7.47 (m, 4H); 6.36 (d, J = 3.2 Hz, 1H); 6.23 (d, J = 3.4 Hz, 1H); 3.38 (s, 3H).
RMN *C (50 MHz, DMSO-d6): 5 173.5, 143.3, 132.5, 130.7, 128.4, 124.3,
123.2, 122.6, 116.3, 109.4, 75.8, 26.2.

7.12.33 Aduto 57a
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HO, CO,CHg

Ir=z

Aspecto fisico: sélido castanho
Rendimento: 93%

IV (KBr): 3421, 3232, 1717, 1697, 1620, 1470 cm™; RMN 'H (200 MHz,
CD;0D): 5 6.88-7.28 (m, 4H); 6.57 (s, 1H); 6.53 (s, 1H); 3.54 (s, 3H). RMN '3C
(50 MHz, CD;OD): & 180.5, 166.4, 144.2, 141.1, 132.7, 130.9, 128.1, 124.6,
123.4,111.3,77.3, 52.2.

7.12.34 Aduto 57b

Aspecto fisico: sélido marrom
Rendimento: 93%

IV (KBr): 3225, 1716, 1697, 1616, 1496 cm™; RMN 'H (200 MHz, CD;0D): 5
7.26-7.35 (m, 1H); 6.93-7.04 (m, 3H); 6.46 (d, J = 1.2 Hz, 1H); 6.44 (d, J = 1.2
Hz, 1H); 3.48 (s, 3H), 3.13 (s, 3H). RMN '3*C (50 MHz, CD;0D): 5 180.6, 169.6,
149.7,144.9, 136.0, 134.7, 132.5, 128.1, 127.2, 113.7, 80.1, 56.9, 31.2.

7.12.35 Aduto 59a

Aspecto fisico: sélido laranja
Rendimento: 95%

IV (KBr): 3314, 1717, 1620, 1474 cm™; RMN 'H (200 MHz, CD;0D): 5 7.16-
7.25 (m, 1H); 6.84-7.05 (m, 3H); 6.63 (d, J = 1.2 Hz, 1H); 6.51 (d, J = 1.2 Hz,
1H); 3.98 (t, J = 4.2 Hz, 2H), 3.56 (t, J = 5.6 Hz, 2H); 3.27 (s, 1H). RMN **C (50
MHz, CDs;OD): & 168.5(C3/C;), 146.7(C4), 143.5(Cg), 135.2(Cg), 133.4(C1o),
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130.9(Cs), 127.2(C12), 125.9(C14), 113.8(C13), 69.79(Cy), 63.2(C+). Massa de
alta resolucao: [M+1] (calculado) = 264.0794 / [M+1] (experimental) =
264.0929

7.12.36 Aduto 59b

Aspecto fisico: sélido amarelo
Rendimento: 88%

IV (KBr): 3410, 1709, 1613 cm™; RMN 'H (200 MHz, CD;0D): 5 7.25-7.33 (m,
1H); 6.92-7.08 (m, 3H); 6.63 (s, 1H); 6.52 (s, 1H); 3.93 (t, J = 4.6 Hz, 2H), 3.52
(t, J = 5.4 Hz, 2H); 3.30 (s, 1H), 3.18 (s, CHs). RMN **C (50 MHz, CD;0D): 5
168.5(C3/C;), 148.5(Cg), 143.5(C4), 133.6(C10), 131.1(Cs), 126.8(C12),
126.5(C11), 112,5(C13), 69.8(C>), 63.2(C1), 29.2(C14). Massa de alta resolucao:
[M-1] (calculado) = 276.095 / [M-1] (experimental) = 276.0558

7.12.37 Aduto 60a

Aspecto fisico: sélido amarelo
Rendimento: 82%

IV (KBr): 3291, 1717, 1701, 1617, 1478 cm™; RMN 'H (200 MHz, CD;0D): 5
7.17-7.25 (m, 1H); 6.84-7.05 (m, 3H); 6.60 (s, 1H); 6.51 (s, 1H); 3.80-4.10 (m,
4H), 3.39-3.61 (m, 1H); 3.26 (s, 1H), 1.27 (s, CH3); 1.24 (s, CHs). RMN '3C (50
MHz, CD;OD): & 180.3(C¢), 165.6(C10), 144.2(C11), 140.8(Cs), 132.6(C1e),
130.9(C15), 128.8(C7), 124.7(C13), 128.5(C14), 111.4(C12), 110.8(C17), 77.2(Cy),
74.6(C4), 67.3(C3), 65.9(Cs), 27.0(Cy), 25.5(C4). Massa de alta resolucao:
[M+1] (calculado) = 334.1212 / [M+1] (experimental) = 334.1264
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7.12.38 Aduto 60b

Aspecto fisico: 6leo amarelo
Rendimento: 84%

IV (KBr): 3368, 1728, 1713, 1612, 1470 cm™; RMN 'H (200 MHz, DMSO-d6): 5
7.31-7.35 (m, 1H); 6.96-7.01 (m, 3H); 6.53 (s, 1H); 6.48 (s, 1H); 3.70-4.08 (m,
5H); 3.13 (s, 3H), 1.26 (s, CHs); 1.24 (s, CHs). RMN '3C (200 MHz, DMSO-d6):
& 175.2(Cs), 163.8(C1o), 144.5(C44), 139.5(Cs), 130.1(Cie), 129.6(Cis),
128.0(C7), 127.8(C+3), 123.0(C14), 108.8(C+7), 108.6(C12), 74.8(Cy), 72.8(C4),
65.2(C3), 64.6(Cs), 26.5(Cy), 26.0(C+), 25.3(C1g). Massa de alta resolucao:
[M+1] (calculado) = 348.1369 / [M+1] (experimental) = 348.1433

7.12.39 Aduto 61a

HO . OH
o
HO O
121 14 85 3
00
1 N
10 9H

Aspecto fisico: 6leo castanho
Rendimento: 65%

IV (KBr): 3406, 1717, 1620, 1474 cm™; RMN 'H (200 MHz, CD;0D): & 7.15-
7.24 (m, 1H); 6.83-7.04; 6.61 (s, 1H); 6.49 (s, 1H); 3.24-4.03 (m, 8H). RMN "3C
(50 MHz, CDs;OD): 5 165.9(C6/C7), 144.9(C5), 140.9(C9), 130.9(C13),
128.6(C4), 124.9(C11), 124.6(C12), 111.4(C10), 70.9(C2), 66.8(C3), 63.9(C1).
Massa de alta resolucao: [M-1] (calculado) = 292.0810 / [M-1] (experimental) =
292.0636.

7.12.40 Aduto 61b
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HO . OH
| o
HO O
121 14 85 3
00
11 N
9
15

Aspecto fisico: 6leo castanho
Rendimento: 75%

IV (KBr): 3399, 1709, 1612, 1470 cm™; RMN 'H (200 MHz, CD;0D): 5 7.25-
7.34 (m, 1H); 6.92-7.02 (m, 3H); 6.63 (s, 1H); 6.53 (s, 1H); 3.24-4.17 (m, 8H),
3.18 (s, 3H). RMN **C (50 MHz, CD3;OD): & 178.5(C;), 165.9(Cs), 145.9(Co),
140.8(Cs), 131.9(C14), 131.1(C13), 128.8(C4), 124.2(C14), 124.0(C12), 110.0(C1o),
70.9(Cy), 66.8(Cs), 63.8(C1), 26.8(Ci5). Massa de alta resolucado: [M-1]
(calculado) = 306.1056 / [M-1] (experimental) = 306.0625
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Espectro 15 Espectro de RMN '*C-APT (CDCls) do aduto 15
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Espectro 17 Espectro de RMN '*C-APT (CDCls) do aduto 26
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Espectro 19 Espectro de massas (70 eV) do subproduto 66¢
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Espectro 21 Espectro de RMN 'H (CDCl3) do aduto 40
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Espectro 23 Espectro de massas (70 eV) do aduto 40

Tese de doutorado

Spectrum
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Espectro 25 Espectro de RMN 'H (CDCl3) do aduto 42
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Espectro 27 Espectro de massas (70 eV) do aduto 42

Spectrum
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Espectro 29 Espectro de massas (70 eV) do aduto 25

Spectrum
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Espectro 31 Espectro de massas (70 eV) do aduto 45

Spectrum
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Espectro 33 Espectro de RMN 'H (CDCl;) do aduto 47
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Espectro 35 Espectro de RMN 'H (CDCl3) do aduto 20
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Espectro 37 Espectro de massas (70 eV) do aduto 20
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Espectro 39 Espectro de RMN '*C-APT (CDCls) do aduto 49
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Espectro 41 Espectro de RMN '*C-APT (CDCls) do aduto 51
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Espectro 43 Espectro de RMN '*C-APT (CDCls) do aduto 52
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Espectro 47 Espectro de massas (70 eV) do aduto 24

Spectrum
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Espectro 49 Espectro de RMN 'H (CDCl3) do aduto 12
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Espectro 51 Espectro de massas (70 eV) do aduto 12

Spectrum
Peak#:1 R.Time:10.7(Scan#:.688)
MassPeaks:95
RawMode:Averaged 10.7-10.7(687-689)
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Espectro 53 Espectro de RMN '*C-APT (CDCls) do aduto 37
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Espectro 55 Espectro de RMN 'H (CDCl3) do aduto 39
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Espectro 57 Espectro de massas (70 eV) do aduto 39

Tese de doutorado

Spectrum
Peak#:1 R .Time:14.8(Scans:1173)
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BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event |
100 55 m 150 188
134 20
104
115 160
59 177
b l ” L
wuw’llﬂl!! IIIIIII !!g,i!]‘}‘!,!;‘;”“ IHH g“ ” m‘l I.II !..'..!.."..!‘ ‘ ’ bl i ."g”mm Ih '””I””L IIIIIIIII ?} :(36 lllllllll ’
30 4 50 60 70 80 90 10() 110 120 130 14() 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
mz
Espectro 58 Espectro de RMN 'H (CDCl;) do aduto 14
£ 858 E g:=3 £s OH © ]
) V)Tl T |
Oz:N o
L — 50
[ _ | h . |
= T = Tz = = :

100
opom a1l

5.0

0.0

145



Claudio Gabriel Lima Junior Tese de doutorado

Espectro 59 Espectro de RMN '*C-APT (CDCls) do aduto 14
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Espectro 61 Espectro de RMN 'H (CDCl;) do aduto 27
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Espectro 63 Espectro de massas (70 eV) do aduto 27

Spectrum
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Espectro 65 Espectro de RMN 'H (CDCl3) do aduto 41
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Espectro 67 Espectro de massas (70 eV) do aduto 41

Spectrum
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Espectro 69 Espectro de RMN '*C-APT (CDCls) do aduto 43
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Espectro 70 Espectro de massas (70 eV) do aduto 43
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Espectro 71 Espectro de IV (KBr) do aduto 44
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Espectro 72 Espectro de massas (70 eV) do aduto 44
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Espectro 74 Espectro de massas (70 eV) do aduto 46

Tese de doutorado

Spectrum
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Espectro 76 Espectro de RMN '*C-APT (CDCls) do aduto 48
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Espectro 78 Espectro de RMN '*C-APT (CDCls) do aduto 19
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Espectro 79 Espectro de massas (70 eV) do aduto 19
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Espectro 80 Espectro de RMN 'H (CDCl3) do aduto 50
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Espectro 82 Espectro de RMN 'H (CDCl;) do aduto 28
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Espectro 84 Espectro de RMN 'H (CDCls) do aduto 53
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Espectro 86 Espectro de RMN 'H (CDCl;) do aduto 54
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Espectro 88 Espectro de IV (KBr) do aduto 56a
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Espectro 90 Espectro de RMN '*C-APT (DMSO-d,) do aduto 56a
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Espectro 92 Espectro de RMN 'H (DMSO-d;) do aduto 56b
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Tese de doutorado

Espectro 94 Espectro de IV (KBr) do aduto 57a
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Espectro 96 Espectro de RMN '*C-APT (CD5;OD) do aduto 57a
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Espectro 98 Espectro de RMN 'H (DMSO-d;) do aduto 57b
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Espectro 100 Espectro de IV (KBr) do aduto 59a
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Espectro 102 Expansao do espectro de RMN 'H (CD;OD) do aduto 59a na regido de
3.2a4.1 ppm.
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Espectro 104 Espectro de Massas de alta resolu¢cao do aduto 59a
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Espectro 106 Espectro de RMN 'H (CD;0D) do aduto 59b
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Espectro 108 Espectro de Massas de Alta Resolugcéo do aduto 59b
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Espectro 110 Espectro de RMN 'H (CD;0D) do aduto 60a
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Espectro 112 Espectro de RMN '*C-APT (CD;OD) do aduto 60a
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Espectro 114 Espectro de IV (KBr) do aduto 60b

%T o
A HO
a0 o

0

3% 10
28800.37
aa

]
10 i

oA §Y
148390
1375
384 0
134031
113,14

T — -

: E :

1HE
kLR

A000 3500 a0 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 800 400

Espectro 115 Espectro de RMN 'H (DMSO-d;) do aduto 60b

1,256

1.238
I

=

g

L 5000
HO -

ors .[
e -[
o

9L

| m{

50 Q0
pom {f1)

173



Claudio Gabriel Lima Junior Tese de doutorado

Espectro 116 Espectro de RMN '*C-APT (DMSO-d,) do aduto 60b
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Espectro 118 Espectro de IV (KBr) do aduto 61a
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Espectro 120 Expansao do espectro de RMN 'H (CD;OD) do aduto 61a na regido de

3.1a5.1 ppm
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Espectro 122 Espectro de Massas de Alta Resolugcéo do aduto 61a

Peak#:1 Ret.Time:Averaged 2.400-2.427(Scan#:362-366)
BG Mode:Calc 2.227<->3.027(336<->456)
Mass Peaks:119 Base Peak:292.06(9684303) MS Stage:MS Polarity:Neg Segment1 - Event2 Precursor—--- Cutoff: lonization Mods
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Espectro 124 Espectro de RMN 'H (CD;0D) do aduto 61b
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Espectro 125 Expansao do espectro de RMN 'H (CD;OD) do aduto 61b na regido de

3.1a4.2 ppm
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Espectro 126 Espectro de RMN '*C-APT (CD;OD) do aduto 61b
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Espectro 127 Espectro de Massas de Alta Resolugéo do aduto 61b

Peak#:1 Ret Time:Averaged 3.573-3.600(Scan#:538-542)
BG Mode:Calc 3.267<->4.040(492<-=608)
Mass Peaks:45 Base Peak:232.04(1917504) MS Stage:MS Polarity:Neg Segment1 - Event2 Precursor-——- Cutoff: lonization Mod
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ANEXO | - GEOMETRIAS DE SAIDA DOS CALCULOS EM RHF/6-31G+(d):

T oD oD oD DD DD TDTZ20000000000000

)
<2
llﬂsraqf ‘e
4 J @
13

-2.99162200 -0
-3.03347200 -0
~1.96825300 -0
-0.86877700 0
-0.82078400 0
-1.88849200 O
0.38338900 1
0.69957600 2
1.63101400 0
2.75029800 0
1.55119500 -0
1.47686600 -1
-3.81014800 -0
-3.88569000 -1
~1.99566800 -0
-0.04505500 0
-1.86340500 O
0.15459000 1
-0.08255200 2
3.59869300 -0
2.83359500 1

2
S

.51039300
.85393200
.52437300
.14248600
.49361000
.16481000
.23851800
.37169300
.37166100
.61277900
.77882700
.66639300
. 76353700
.37548500
.79128100
.39193200
.42631900
.53465500
.88773600
.04031000
.47162700

. 71645900
.62346700
.45431700
.94323700
.40451400
.22634900
.96451700
.20412100
.01475700
.35151500
.89248800
.59914300
.36615000
.02115500
.49576800
.58794000
.27006900
.98504600
.06235700
.43864500
.28464700
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24

S

J. W
i 9
12
.74207900 -1.30515700
.43805900 -1.42509900
.24023500 -0.48414200
.35208300 0.56549100
.64295600 0.68875000
.85336900 -0.25661900
.71144700 1.88384900
.40595100 2.55059900
.55027900 1.52394900
.79686600 1.97429800
.54440300 0.66875700
.49244600 0.46694700
.48921900 0.17114000
.49346500 -0.61656800
.88767100 -2.02623500
.12546400 -2.23894200
.77710600 -0.56359700
.21391400 1.29336800
.32425700 -0.18221600
.24842000 2.61049100
.16036700 1.99661600
.69266700 1.71534800
.10058800 2.62393200
.15649000 -0.91988600
.05139800 -1.47993900
.02652300 -0.03193600

.84983800
.34350700
.34202600
.15259600
.03708700
.03741000
.26065400
.92999500
.03204700
.25138600
.31427800
.86375000
.08567300
.46237700
.63488800
.49179200
.27088600
.92871600
.97054800
.85700200
.45570300
.78248500
. 75196600
.25688300
.01232800
.27302000
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T DT ID DD ITDTIDTZTOoOO0OZZ00000000000

. 77262000
.62498200
.10112300
. 73624800
.84951500
.41745700
.64211400
.17761400
.48564500
.59217800
.04700100
.68478600
.61656200
.93461900
.29974900
.14771700
.67939300
. 74692300
.34870700
.69423300
.01000500
.16199300
.95105100

.64442700
.10728100
.84816000
.83761300
.08491200
.65785200
.20505300
.93521200
. 73395100
.16898400
.99732000
.99416300
.53030200
.62893400
.12695600
.22303300
.11258000
.44313400
.43890400
.96028000
.68558600
.61570300
.75103800

.00111000
.21236400
.83107100
.07803500
.31718800
.1712223900
.66667300
.24570300
.49339200
.94631300
.05327800
.46335800
.58217200
. 72237000
.08457800
.82192200
.41699500
.45076100
.87945000
.43874100
.68855600
. 73965500
.52863300
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.15599000
.15180400
.45999100
.77838000
. 73162700
.44433900
.99319%600
.28953000
.51370400
.09628500
.34742800
.93308300
.58756700
.45826400
.50662000
.50923500
.54673200
.69889300
.68742300
.45687400
.27313400
.37456200
. 74955900
.15704400
.52435800
.40997900
.08900100
.54617500

.42671500
.78945700
.30169200
.46006600
.07858500
.39994600
.79883000
.38846900
.88090400
.97994000
.29960100
.21418400
.24794000
.30910000
.82526000
.23258600
.50204300
.00709700
.43774200
.36043500
.88572300
. 79985500
.35389900
.02687400
.85555700
.06621500
.24743400
.36827900

. 74321200
.53658600
.44911300
.41053500
.21698100
.88353800
.24666000
.55033700
.99520800
.53988000
.36813800
.02573400
.93384600
.30055200
.21143100
. 71310600
.98108200
.55897800
.2051%200
.26182700
.25285800
.17731500
.79184100
.38717900
.30279000
.85588300
.91416500
.37536500
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T T DT T T T T TOO0OZZ20000000000O0

W > =

38

.44284900
.37607900
.13294400
.00598300
.07441400
.31902300
.15450700
.44272400
.38526200
.55708700
.23675500
.10035600
. 74822100
.77880900
.70459300
.26807200
.05103100
.96415100
.42103200
.93053000
.15298700
.39963100
.69349500

O ORFr OO OoONEKFE O

[
P ONRKFEFREORFO

.26382000
.51133200
. 73704600
.19558400
.58501300
.81273200
.24109100
.47145900
.34181200
.67438200
.93226400
.92516700
.51080500
.17879300
.03085700
.92490000
.34228600
.39597800
.40641200
.46638200
.47989800
.01034300
.62716300

.33087100
.81252600
.37779100
.80003600
.34944300
.91993000
.96485800
.36007100
.95977400
.44243900
.63533500
.17194700
.94206500
.93092900
.41277500
.23794000
.26148600
.24559900
.80672900
.00014700
.54208900
.49678800
.03063600
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.54230600 -1.21974400
.11096800 -0.36946500
.56935900 0.89674400
.48694900 1.28121600
.91831700 0.41311700
.46484200 —0.85438400
.24017500 0.85668400
.81484100 -0.21688500
.28604600 1.67952600
49877600 2.96035000
.11624600 0.94359200
.11114000  -0.24997200
.85640600 1.71602200
.70817600 1.07948900
.10518100  -2.56059200
.60235400  -3.28323600
.03819300  -2.85455500
.94438200 -0.68976700
.98923600 1.58409100
.08453300 2.27027900
.06587800  -1.54336100
.17410700 1.49098600
.30862200 —0.74914000
.24516600 3.52620700
.92876400 3.47785900
.21891300 1.87938900
.12443300 0.49571300
.41599800 0.44004200

.27722800
.20721600
.34069800
.56272000
.36469200
.50977500
.26461400
.94614300
.52630100
.78141400
.47555300
.55947200
.24087500
.18520400
.11653100
.68934400
.80351000
.79890400
.05210900
.68675600
.22406900
.03777600
.33178100
.25781300
.53288300
.69670000
.88113700
.67888800

186



Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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w b~ O

15
.56948100 -0
.55016100 -0
.40225600 -0
.24058200 -0
.22908200 0
.39929200 0
.02520500 1
.17482000 2
.29096700 0
.37887200 0
.28131100 -0
.25236300 -1
.78105700 -1
. 73698300 -2
. 75567200 -1
.47399800 0
.41828300 -1
.66011600 -0
.40251900 1
.90572500 1
.82045100 2
.25368400 0
.41465500 1

.03243500
. 77688200
.92818200
.30964600
.45359700
.58272700
.19575800
.40574600
.35309100
.70950700
.88760300
.85145200
.42810500
.05904500
.28691600
.06075900
.51997700
.43927700
.16631600
.46254300
.34326500
.08642900
.64168200

.92445700
.24022300
.99620700
.56741600
.59651000
.33551000
.04165300
.35373300
.93647500
.27280100
.68608100
.28815400
.68526700
.69788300
.01070200
.49098300
.88913200
.14001900
.23804600
.08410500
.52319700
.25982800
.25649300
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T T T T T T T T T T TOOZ0Q0000000000000O0
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.14266600 -1.68261000
.76571700 -1.64894400
.50930800 -0.64488400
.60031400 0.34275900
.94952400 0.33264400
.23647200 -0.68551700
.01022800 1.46047400
. 75418800 1.14734500
.90225500 1.91299800
.80752100 3.11255800
.94837500 0.94073900
.21260000 -0.04331300
.55541900 1.26557000
.59262300 0.40637100
.72013600 -2.69706000
.92616700 -3.55008200
.24136800 -2.64174800
.36279400 -2.46942300
.00806600 -0.63948300
.40082300 1.12217700
. 75483500 -0.69742700
.59817600 2.30970700
.40010400 0.48609500
.44970700 3.41967500
.08049500 3.82578400
.95010500 0.84936300
.20332400 -0.58371700
.38531300 0.35524900

.13204300
.10154800
.01772400
.68376300
.54836000
.45147100
.93981200
.07864400
.20680100
. 75682400
.64751600
.01952700
. 76745700
.22462500
.44651800
.36397000
.52074100
.82534300
.96602600
.39545000
.40903600
.22412900
.85479300
.55976900
.41030500
.14012500
.40889600
.49299000
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26

.28353700 -1
.24555300 -0
.28221900 -0
.32472100 0
.33127900 0
.31631000 -0
.72177800 1
.82496000 2
.10543100 0
.16229400 1
.23247800 -0
.31403200 -1
.16844500 -1
.04752700 -1
.28948200 -0
.43352400 1
.33590900 -0
.44900500 1
.03365800 2
.11423600 0
.08950100 2

.01153000
.92006100
.18507000
.47639900
.41041800
.33497300
.15069900
.49560600
.53855300
.16022200
.82215000
.88356400
.55912000
.59488200
.14277900
.04934300
.40219500
.08319000
.89665200
.66740800
.17423200

.15414700
.52555000
.19005200
.44338800
.05111400
.57916000
.76116400
.38461700
.61398300
.11656700
.09601200
.49520500
.24142600
.32463400
.26326100
.94573900
.65271700
.81129100
.39543500
.04738200
.22369000
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-2.65237700 -1.30130100
—-3.33706400 -1.37650900
-3.16283300 -0.44600100
-2.26660100 0.59292000
-1.54803900 0.70030000
-1.75908800 -0.25666000
-0.60866500 1.88835200
-0.30656700 2.55819800
0.65395600 1.51378300
0.90743400 1.95159300
1.64020300 0.65928500
1.58016600 0.46775900
2.58560800 0.15049600
3.58442500 -0.63616600
-4.19578000 —-2.38029400
-2.81500500 -2.04336600
-3.71719400 -0.53458600
-2.13030500 1.32792500
-1.22537400 -0.19890700
-1.13660000 2.61606600
0.26418400 2.00887700
1.80358200 1.68242300
0.21728700 2.60136700
4.24933800 -0.94883600
3.13664300 -1.49350200
4.11647300 -0.04701800

.84694300
.34557000
.34537700
.14042200
.04537200
.03348900
.27427300
.91532500
.03699200
.25958600
.30734800
.87217300
.06953000
.43496600
.53586000
.60654200
.26131400
.90971300
.96472500
.87714400
.44136700
. 78496400
. 76843700
.22412600
.04516800
.29745300
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.45184800
.70187200
.83604800
.69757000
.43791700
.32731700
.80540300
.64024700
.63888800
.88535600
.98441800
.45771300
.12030700
.36373500
.80834100
.80602400
.64253400
.48670400
.14279100
.41923600
.39049000

OO O NRFRP P ONNMNRHFRPORFRORFREO

.84215100
.25747400
.11101100
.90704200
.34568700
.03792600
.22435300
.91056000
.09140700
.64967900
.52142100
.88013100
.26741500
.90848800
.55246600
.97324400
.48918100
.26119200
.93048800
.58741100
.34914200

Tese de doutorado

.14402800
.00303700
.11605700
.08905400
.04841700
.16328800
.07975800
.15854100
.18464600
.22851800
.40378900
.34530800
.02221100
.23362600
.22690200
.18391000
.26954600
.14999700
.96504500
.15851600
.33197300
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235
41
C -2.49402900 -1.27705500 -0.86932400
C -3.17903200 -1.38574000 0.32673000
C -2.98225800 -0.46358400 1.33728200
C -2.08500700 0.57686800 1.14658400
C -1.37657600 0.70429400 -0.04212500
C -1.59891100 -0.23320300 -1.04579400
C -0.43549000 1.89299800 -0.25866300
@) -0.13077300 2.54960100 0.93693300
C 0.82436600 1.52531200 -1.02914300
C 1.07583400 1.97755900 -2.24684900
C 1.80949900 0.65965800 -0.31148600
@) 1.74633100 0.45028400 0.86488700
@) 2.75607400 0.16278500 -1.07944000
C 3.75318700 -0.63485300 -0.45548100
Ccl —-4.30383600 -2.69839600 0.56030400
H -2.65420300 -1.99560000 -1.65122700
H -3.52146900 -0.55318600 2.26169500
H -1.94169300 1.29600100 1.92950700
H -1.07346600 -0.16114800 -1.98078400
H -0.96632700 2.62589600 -0.85273900
H 0.44198000 1.99530300 1.45557900
H 1.97050500 1.71312000 -2.77710800
H 0.38588200 2.63461200 -2.74650600
H 4.41942900 -0.93517600 -1.24826000
H 3.30367000 —-1.49942600 0.00976900
H 4.28401500 -0.05782500 0.28736100
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.63156600
.68795100
.66088400
.56372200
.48545500
.52545100
.72943700
.05074800
.96621500
.08750400
.87174000
. 78331000
.19101400
.43106500
. 71740600
.23689900
.48129100
.51267500
.28868800
.92829000
.18049700

...25

S
%

.52700400
.87048600
.53365400
.15356000
.51070400
.16765000
.26074500
.36500300
.37912400
.59704300
. 75464600
.62786900
.81076200
. 79236100
.80683300
.41223300
.43060700
.58832900
.91911800
.06432900
.44432900

.78811800
.54714400
.41612100
.93113500
.41233000
.26109100
.93970100
.14224600
.00306100
.33528900
.90038100
.62298700
.20676600
.45316100
.45264300
.60016500
.30340700
.95326800
.03958800
.43252900
.31488500
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-2.43790000 -1.25861800
-3.09606600 -1.37700200
-2.87838500 -0.46463100
-1.98544600 0.57757600
-1.30463700 0.71389900
-1.54689000 -0.21398600
-0.36900100 1.90249600
-0.07570700 2.58513000
0.89769700 1.52060400
1.16716700 1.95791600
1.86783600 0.65731000
1.79483900 0.47381000
2.81191800 0.13236300
3.79481500 -0.66516800
-4.31452300 -2.80216100
-2.61434500 -1.96812700
-3.39628700 -0.55975100
-1.82673200 1.29135400
-1.04117600 -0.13226400
-0.89898600 2.61934200
0.50202800 2.04792400
2.06671200 1.68184100
0.48810300 2.61421000
4.46156300 -0.99071200
3.33095400 -1.51379400
4.32884800 -0.07976200

.87625600
.33380400
.34815600
.14751800
.05535100
.06323000
.28882500
.89465800
.04079100
.26001100
.30036400
.87982700
.05204700
.40554100
.60136000
.66250100
.28375300
.93224100
.00834600
.90287200
.42556800
. 77598400
. 77532400
.18784900
.07472100
.32838900
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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-1.23443600 -1.74701400
-2.48628300 -1.12649200
-2.52672500 0.25469300
-1.35450400 1.00130200
-0.11747300 0.38224700
-0.07053800 -1.00856700
1.16310000 1.19772400
1.99921800 0.74626100
1.97600700 1.15822500
3.20034700 0.66839900
1.33059000 1.73987700
0.81696600 2.21551400
—-3.74945700 -1.95019000
-1.17532100 —-2.81947200
-3.47489900 0.76312700
-1.41878900 2.07344000
0.88108800 -1.50949500
0.89170500 2.23520900
1.49318000 0.63945300
3.72021100 0.67853000
3.70082800 0.25459000
-3.79969600 -2.67938900
-3.79081200 —-2.49358500
-4.63221000 -1.32458700

.11806600
.10115800
.00251700
.07774400
.05581000
.04400000
.15047200
.18081500
.13328400
.24298700
.29342400
.18935300
.19346400
.19495600
.01180500
.15026900
.06391600
.32845300
.97487900
.18298400
.39001300
.60931600
.13255700
.13198800
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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.36177900
.10702900
.84186500
.86315000
.11066300
.38037600
.07833200
.26221300
.16143200
.46481200
.06787700
.98218900
.97834100
.90261600
.15309900
.54487800
.40739200
.68951900
.82819500
.53883800
. 76543500
.34355600
.83406200
.54931100
.38205700
.47249600
. 74156200
.52924500
.99547400
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®
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.95766400
.12198500
.26509100
.71307000
.86664700
.01909500
.99147400
.52576100
.59002400
.11603300
.59586500
.30231200
.08374400
.83558000
.20665700
.59733400
.35810000
.36518900
.11303600
.81117300
.87988400
.82562700
.86202700
.12846500
.69400800
.36138200
.09536000
.49568500
.87864700

.06162800
.09949800
.16220500
.07406900
.08478100
.15321500
.19651500
.05070800
.98284900
.15834500
.33085700
.82564900
.13407100
.57072800
.21431900
.90831500
.07402100
.90859800
.07138000
. 73318200
.53395500
. 70155000
.60898700
.38247000
.17278200
.21488300
.68527600
.76092700
.81389900
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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.61121300
.49555400
.25362800
.84528400
. 74610800
.48665200
.96156400
.59071100
.01243800
.24548900
.59232200
.25089900
.50789000
. 78337500
.54824700
.18069000
.79493400
.59457900
.63520100
.93969500
.93862800
.57892200
.40709900
. 76423800
.18733200
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4
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.19904800
. 72276000
.92101500
.20942500
. 72741600
.91651100
.51859600
.17620400
.64544200
.46371300
.00463400
.47534100
.46882600
.36849400
.37427800
.64146000
.37762800
.62690300
.24817700
.62724600
.16581400
.94802600
.06760200
.63654600
.36817900

.01915400
.00649900
.61830200
.19916200
.16444200
.42641600
.28837600
. 77821400
.95493800
.51043300
.18537300
.15793100
.48366100
.91171600
.51073400
.41193500
.67516400
.22794700
.02541400
.29850400
.03696500
.38599900
.44746200
.13904600
.02547200
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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.04053800
. 74863400
.37278100
.29540200
.57597700
.97547200
.56618300
.97172500
. 74915700
.09681800
.54946400
.45594000
.37794000
.20258900
. 77161600
.53397700
.33979400
.89667400
.02637100
.44898500
.19370900
.42224600
.93272600
.54761900
.79374900
.59559100
.83986600
.27762200
.03055700
.92292400
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@20
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.20024300
.69113700
.30453800
.56178100
.05031200
.65501600
.04767300
.12192600
. 79416200
.63160200
.55984600
.06577300
.23044900
.90762900
.52522900
.06835900
.50191800
.65898100
.85834200
.01675100
.03723300
.31648900
.44075600
.54181100
.99999700
.78884200
.76044300
.69560200
.29164100
.67201600

.46378200
.36873900
.90684200
.07957900
.00422400
.27461500
.20973800
.54662100
. 71450100
.67808000
.44743300
.56807400
.41747700
.21348900
.65002300
.39047700
.45084500
. 77358500
.07525900
.13988200
.02287000
. 77515700
.32342000
.84355800
.11064700
.06778900
.35380800
.07774600
.96265700
.05339000
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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.43675200 -1.49776200
.68247800 -1.40874000
.90671400 -0.36511100
.88636400 0.53584700
.67041200 0.34843800
.45875600 -0.64198300
.52276200 1.27556000
.34468600 1.30999100
.31989500 0.86163000
.57952300 0.45842800
.63367300 0.97578500
.07334300 1.08975000
.21700800 -2.28441800
.44745200 -2.12806900
.86074800 -0.25135300
.02919500 1.35624800
.15352500 2.28110400
.21016300 0.50894000
.09924500 0.19185100
.11266000 0.40096500

.25291500
.65649200
.22741200
.47896000
.16313500
.01027100
.06501400
.05077000
.30416400
.27843200
.57539800
.55851000
.95231100
.88231000
. 70995800
.15709900
.23294300
.54783700
.17992600
.35002600
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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.30962600
.13846900
.22723700
.49081000
.68344800
.60288800
.89358900
.71248900
.41687700
.65909400
.45277000
.34479700
.49817800
.53546900
.20806100
.69094900
.86020000
.53511600
.50325800
.09928800
.59446900
.08311000
.28136400
.15837000
.95005600

il

.51615300
.68218200
.63653800
.51262400
.57353600
.41977900
.83965700
.64800400
.55262100
.93458000
.85001700
.69291400
.43633000
.21250400
.29792500
.59380000
. 71557800
.34336500
.42583900
.21895000
.72877800
.46251700
.46735700
.10343100
.45191100

. 72455200
.37033400
.27676300
.05425800
.07751100
.94439500
.40831900
. 71977000
.11893800
.36046700
.30884700
.87414200
.99338900
.27407400
.45686500
.50506100
.14297500
. 73026200
.08431700
.30619700
.84413200
.93209200
.01008000
.20598900
.47003000
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado

T oD DD DT D TZ2Z00000000000002

.97741800
.00692200
.96813700
.84821700
.80098700
.89799800
.39164700
.65621300
.66461100
. 76778300
.62836800
.58635900
.89451300
.04309100
.02232300
.90810100
.17663300
.13005300
.63671100
.81753400

.59825900
.87000300
.55910700
.06294800
.35446500
.00175000
.06058500
.2844%600
.23429700
.59943300
.02766000
.00781900
.35623400
.80331200
.32048600
.20128900
.22588100
.81347900
.03199800
.53928800

.69320800
.59526400
.46604100
.95314900
.40711800
.17491900
.02934000
.40089700
.95130800
.31818700
.66252200
.23691600
.95942400
.50960700
.59208900
.23213400
.08209200
.38605600
.30937800
.19509600
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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.53040200
.20900600
.13356300
.30654900
.57834400
. 74234700
.69432400
.45121000
.59882900
.85080900
.61063700
.52699700
.60343100
.62257100
.83986700
.70740400
.22860200
.21016800
.24517000
.14437100
. 76712600
.13822800
.32528700
.20533600
.10173400

.60624400
.63748400
.63435500
.44887600
.49437000
.56866300
.69573400
.49596600
.30680300
.62143900
.58481600
.50419800
.06195100
.60892600
.49488700
.70033600
.24908800
.58677900
.33054900
.03706300
.34078200
.17545000
.95545900
.44224700
.07219300

. 73275200
.39970100
.35192500
.10734100
.07360100
.95538600
.41367400
. 70705500
.11533400
.37550100
.28514200
.90618900
.97212100
.24341000
.55440800
.25819200
.81830400
.88964100
.09569200
.28931900
.85814100
.96082600
.98408300
.30199800
.44436800
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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.62927600 -1.86905400
.87014200 -1.43682100
.06253800 -0.13132400
.03626900 0.79771800
.73423300 0.34444400
.53165000 -1.02929900
.42676700 1.32851200
.06716500 1.41445800
.43441200 1.01464400
. 72664200 0.81185500
.90701000 1.00863600
.47380000 1.01913700
.49845400 -2.93589000
.08080200 0.19724500
.25827900 1.84874900
.44992000 -1.44827300
.02675700 2.31428700
.94356200 0.61867900
.39443800 0.62113200
.13737400 0.84836400

.02338000
.16135900
.19635000
.10330200
.03811800
.08306700
.07889300
.16378800
.17824600
.97888200
.52857200
.57959300
.01068100
.30373300
.14071200
.21400800
.28150800
.66317700
.79827200
.01114300
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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-2.62361800 -1
-3.27030700 -1
-3.10025800 -0
-2.29039000 0
-1.60566500 0
-1.78871200 -0
-0.74601200 1
-0.47704400 2
0.52583700 1
0.73372300 1
1.56983000 0
1.51417100 0
2.55459100 0
3.60342700 -0
-2.77379700 -2
-3.63621900 -0
-2.20336100 1
-1.29615300 -0
-1.33565700 2
0.12900600 2
1.63837900 1
-0.00306800 2
4.,29414300 -0
3.21478800 -1
4.08656500 0

.49562700
.61735100
.65701600
.45098100
.57384900
.43288300
.80413000
.54798500
.47355100
.86791900
. 71555300
.5517%9200
.25937900
.43825400
.28424600
. 76942900
.19921800
.40570600
.45892800
.06142300
.63071400
.44726100
.72087200
.31374300
.20534200

.64428700
.50141900
.39221900
.19237200
.00788400
.94919600
.30154700
.84904600
.06820000
.31379800
.31378500
.87025300
.05757700
.39885600
.36064500
.31825300
.95544900
.90361300
.93051300
.39698400
.8398%9600
.84180400
.17699800
.09956400
.32143900
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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.91659700
.98512400
. 71679600
.45657900
.63022000
.39260900
.02534400
.58201900
.98206000
.13787400
.59835900
.29193400
.17571500
.43772400
.51237300
.29200500
.53008300
.26861400
.19515000
.93898500
.23440600
. 78716500
.45881000
.35906300
.62647000
.50486100
.10753000
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.58475500
.12139100
.83805300
.29987400
.83662000
.08284100
.34118400
.61693600
.36719100
. 72466300
.22473900
.90861800
.53770600
.00137900
.53601000
.62092700
.19929900
.02528400
.44265700
.36217600
.26467600
.80808200
.11573000
.88646600
. 72157500
.90930000
.26427000

NFPFOORKRRE OO

.33587300
.45543000
.47034400
.67512300
.88084400
.09524600
.21688400
.28202200
.03211100
.01803900
.07272000
.92776500
.35681200
.56864400
. 77123200
.21210100
.07509200
.44713200
.71479200
.57010300
.29280700
.86976700
.80434500
.96453600
.34447500
.95003500
.81669500
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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.18379300
.83723800
.28908000
.15908600
.48773800
.00387100
.74031700
.40257300
.70273000
.89068700
.48354500
.52973400
.12638400
.92404700
. 72355900
.85392700
.51033000
.01445700
.78373800
.15722600
.52691300
.38960800
.80852400
.57766300
.35609400
.35519100
.31217900
.69956500
.22456700
.25511900
.40232600
.51046900

.12904400
.46574000
.00566100
.76016800
.10114000
.66412300
.01153000
.89287100
.84220800
. 78076100
.56743500
.19150500
.35884600
.81309800
.59228300
.35053700
.68995800
.25888800
.24392700
.10779800
.91385200
.03551100
.03444900
.65217100
. 71309500
. 79255000
.69365500
.79827100
.33446900
.69631800
.29001500
.51495800

.59292600
.60737600
.83066000
.84872700
.64028000
.54240100
.71882700
.94678900
.44622000
.35959800
.48265300
.44071300
.61376800
. 70455500
.82312700
.84540500
.63628200
.55587900
. 75346200
.78099100
.47348800
.69382300
.99568000
.17387600
.31168100
.69275000
.57639500
.95286500
. 74134400
.78152300
.66720000
.47605300
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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.08384700
. 74038400
.44691800
.57802300
.30022800
.06723900
.40301400
.40612500
.79644900
.82782300
.99316900
.13900800
.45194500
.75940000
. 77123500
.43781300
.52460300
.18484300
.59366200
.19877100
.06757200
. 79933900
.71774200
.70879900
.02674600
.79887900
.19947300

. 75767600
.85229700
.08837500
.24%60900
.19496800
.08845300
. 71634800
.95205200
.10043500
.59423500
.05830600
.96015200
.19035600
.41080300
.55074800
.50277400
.48932900
.91491500
.47286700
.94014500
.84940900
.13944400
.47487200
.87394800
.24989800
. 73631400
.16099500

.47678100
.31710900
.64736700
.14281600
.32567500
.01776400
.20045100
.46460700
.17800900
.48778700
.02779600
.70461500
.83276000
.14492300
.65987500
.13300600
.68692200
.28275100
.41148300
.23980200
.34379200
.43035200
.08974200
.19417500
. 76204900
.91607600
.51300400
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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.05472200
.99887800
.00872600
.01610200
.01342900
.06601400
.09043500
.69406900
.14087200
.36591800
.00769800
.16862900
.60180800
.48754000
.18707600
.20669300
.18232000
.10346200
. 75732700
.96655300
.25432600
.36183400
.30879100
.11689100
.80690800
.86069100
.95757700
.29889000
.46812600
.27248200
.98141900
.84293200

.81428100
.94824700
.06193500
.05842500
.03%60800
.19176700
.09555700
.07878600
.99757800
.96297000
.22068700
.89543300
.46890200
.57840600
.32169000
.43057800
.41310700
.67687100
. 70629200
.91272900
.17822400
.07347600
.35662200
.87314500
.88122700
.6019%600
.49094900
.44434200
.11336800
.29863800
.50850900
.45610300

.30029400
.55251900
.47224700
.57854500
. 77151900
.19598900
.91431200
.17603000
.19082200
.06653000
.18534100
.79072000
.33270100
.38436500
.05501100
.95108800
.05770900
.24916100
.46304400
.12865600
.32253500
.83992100
.22375200
.82778700
.04180700
.39572500
.15534200
.68393200
.0031%200
.58285800
.77095000
.31349600

208



Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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.13477400
.08177300
.92755000
.20212000
.15680000
.04050000
.40874600
.02990000
.44876100
.67171600
.03201800
.69248400
.40170600
.07314900
.31272000
.89231300
.12954500
.10242100
.12119100
.38435300
.35880800
.00291400
.12234400
.05460800

OO MNP OO0 OO Oo

.16054400
.43110200
.46207600
.12909700
. 72640400
.75102700
.36139500
.24161700
.32888100
.24691800
-0.
.30578500
.07063700
.82434700
.90354300
.92117800
.11572000
.20699000
.89855000
.83196500
.50698700
.93746800
.80200300
.44311200

59788000

.38221100
.86278300
.59883800
.02616600
.22500800
.95363700
.81769200
.07674500
.22209100
. 72365800
.25547500
.07785600
.86079200
.00426600
.18055600
.56902300
.56910000
.92482100
.71804300
.44115500
.06045900
.02645600
.46823900
.22062100
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Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado
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.28267300
. 77029600
.23732900
.17188300
.66975500
.24329400
.45480300
.08271200
.46894200
.61539300
.34858200
.44237800
.02154500
.91031100
.97673300
.07707400
. 77504300
.61406900
. 74097500
.88375800
.00625100
.59127600
.33640700
.01184900
.35190600
.36784900
.67181400
.21486000
.96167800
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4

.38138400
.68218600
.12038400
. 77371700
.07449300
.48396200
.10358200
.39267800
.72220900
.40634000
.55264400
.08373400
.09500100
.98982300
.09588000
.64617600
.59077400
.35348000
.24318100
.69254500
.03816500
.63599600
.12866700
.27387300
.20548200
.84775300
.70882900
.67134400
.05279300

.49419100
.76196000
.88624600
.70887600
.45442600
.68634400
.29982900
.51451000
. 76983200
.89281200
.46407700
.63253400
.49961300
.27353800
.41957900
. 73303500
.64057200
.86475500
.57118800
.67638400
.01224500
.78454400
.63752900
.09434400
.23335600
.90498200
.56086800
.03300200
.93411400

210



Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado

TDT D ITDTIDITDTIDTDZ2Z0Q00000002000000

O U0 WRPRORFRPROWWRSBOUOWDNWEDNDNOOO

.18532500
.07754400
.93018300
.20239100
.48121900
.47876400
.37910100
.45762900
.95570900
.60619400
.60172900
.20824600
.84342000
.68773400
.27715800
.61081700
.08046500
.71741700
.68979800
.46490800
.52235800
.98333800
.22706100
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.58324700
.33951900
.04861100
.17913800
.05840600
.43649300
.54072500
.50279700
.18577000
.63128100
.96084600
.36090900
.25501200
.64890800
.65176500
.88238200
.45002100
.23847000
.61963200
.67598600
.91269400
.10877300
.31048800
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.33898900
.00068700
.88018800
.36760800
.02808400
.83543000
.03722300
.21931400
.21487800
.51568400
.66731900
.15741500
.31294500
. 74436600
.40165900
.99572100
.37235000
.91674000
.87378100
.02057400
.42911400
.94925200
.64572800
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.03829100
.00908900
.18030800
.37933500
.42173000
.26059900
.67438300
.61302300
.86971600
. 79469300
.24858400
.24180800
.83881300
.99224600
.92146900
.66806000
.88020700
.93784400
.13983800
.29526700
.91265300
.08125000
.09739000
.06592800
.57101200
.60563700

.08601300
.03832100
.01652400
.02317400
.02086900
.07352800
.06090400
.02950000
.00481000
.01334700
.12545900
.21923900
.16751400
.11950700
.50416800
.50462700
.12566800
.04200000
.05553000
.10158000
.91441900
.06683600
.22679000
.14468100
.01349400
. 75291600

.07060700
.31402200
.06794200
.38453000
.00470900
.74111200
.91092200
.92211800
.44916900
.06746200
.18708600
.27081700
.44978400
.31986800
.68340200
.20692700
.62685500
.82367400
.14055500
.81594300
.78234200
.98456000
.89269900
.41975000
. 76492400
.83521700
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.98657000
.17464700
.32909400
.25777000
.05171500
.91472600
.17941800
.98670700
.09610300
.68751800
.20301100
.16744400
.38104800
.21217100
.09958700
.27298800
.32332000
.88892600
.99475700
.25428600
.00004100
.94117900
. 73123100
.28670100
.67538300
.08496200
. 70592200
.96996100

.62946000
.09359200
. 71872200
.08464500
.43245200
. 79573300
.47640500
.95113000
.72748700
.09820900
.88002900
.69982800
.47389300
.27974800
.97422800
.31499000
.20097700
.69287200
. 74538700
.30251800
.21644600
.08728000
.14202600
.39067500
.21621600
.06487500
.94880300
.22148100

.03677200
.43186700
.58942900
.26352700
.19786300
.35609300
.32547300
.12787700
.48114600
.23004600
.83665600
.38207700
.43536300
.04452000
.01559300
.73137700
.36955400
.15925600
.67519300
.94647000
. 72755100
.52169200
.11887000
.00340000
. 75336400
.12044800
.60825300
.36972300
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.23197800
.98336400
.77821000
.84332600
.07128000
.26938300
.58507100
.94429900
.85227400
.86811500
.11062800
.15917000
.03594500
.83100900
.82527700
.2379%600
.80381600
.06535800
.17047700
.73048300
.59603200
.47088000
.69278000
.61338700
.50019500
.16732400
.81269600
.81065700
.08972300
.97746000
. 71517000

.5143%600
.22983100
.34584700
.61829900
.32793800
.23294500
.20258700
.34730500
.77140100
.83607700
.85563200
.37352500
.95758300
.82096500
.30651500
.82718700
.28737200
.69795100
.95071300
.45003400
.57220900
.44679600
.57078600
.76598700
.64259100
.09466600
.49364500
.64203200
.11937100
.89235400
.46620300

.90429300
.23482100
.63507000
.65844000
.31573300
.06746500
.82357100
.63087700
.48751400
.47294400
.33058500
.22960500
.84050500
.48722800
.91701800
.09165100
.31090800
.07640400
.61389000
.97651700
.66939200
.09969500
.02568000
.40419200
.03328700
.63604100
.04305700
.14708300
.89224800
. 79694800
.48138700
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.02170600
.04432600
.24555500
.41143000
.40643800
.21490400
. 73290700
.62330100
.83289200
.79981800
.02998500
.22699500
.49309000
.52841400
.87794800
.24804100
.58236900
.33344100
.48993500
.91804200
.88184200
.25745300
.20604600
.00884100
.93819100
.83599100
.55545000
.02785600
.53550500
.32688300
.83451200
.64418500

.04823000
.03291800
.00794000
.00636000
.01295600
.02713200
.00299200
.11351500
.01804700
.29256300
.11432200
.31978500
.42268700
.42284700
.40354100
.31462800
.31963800
.77792700
.50493600
.08089800
.04829600
.00998900
.04629300
.14041600
.14575000
.30716200
.47495100
.28388600
.14146400
.85245900
. 73260300
.47656400
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.02510700
.41198400
.11608800
.38016900
.00653000
.69462700
.84097200
.82225500
.51545500
.94448500
.30469900
.22996700
.19888100
.98362500
.55888500
.93903600
.45925700
. 73597000
.38082600
.49520700
.95816400
.19127000
. 76947300
.78857900
.58108700
.70080900
.68133900
.27361300
.52639000
.16168100
.89292200
.05651500
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.32883200 1.01865100
.49079200 1.45738900
.10523200 1.46268900
.59808600 1.00645500
.42549700 0.54243800
.79126500 0.55692000
.25871000 0.95400600
.16173900 0.54202300
.57719600 0.12619800
.15259500 0.51359500
.94448000 0.89063600
.60785500 -1.38423400
.12167200 -2.27296700
.99507200 -1.95192500
.98118900 -3.11382600
.47112100 -1.03167300
.70064500 -1.43512300
.72614900 -0.31183100
.78841200 -0.15876400
.14173200 1.44838800
.39435200 1.03770800
.91333300 1.81049900
.46650600 1.82100100
.43404900 0.22083500
.37840400 0.67001800
.09071200 -3.31773400
.57250500 -1.99119900
.18183600 -2.35094800
.37639500 -1.60274200
.17900200 -0.55135300
.27083900 0.61351300
.21370800 0.09368900
.24134800 1.29760400
.06479100 0.90723500
.25956600 2.50630600

.25660900
.26869100
.11259500
.91340900
.90001600
.05487300
.50469500
.21600500
.27963000
.43176200
.38709900
.56000900
.27800500
.81526600
.07029500
.60687400
. 74449700
.02835100
.01208700
.27836200
.39563900
.19241300
.89851400
.26130300
.11714000
.03449900
.20917200
.51081400
.57401200
.93227000
.20745100
.19775600
.70416300
.21398800
.48652400
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.46014800
. 70137800
.31657500
.67399000
.43187900
.82750300
.30514600
.55838600
.97065000
.12694600
.06661400
.89342000
.33496200
.47424300
.92014600
.57843400
.12522000
.99586700
.51287400
.16723600
.30279500
.84070900
.96100200
.23643900
.99044100
.41389900
.50938300
.64602700
.67372500
. 77601900
.57017900
.62543900
. 77661300
.95344300
.28681200
.01276300
.60442300
.24709900
.79408900
.32478000
.53700300
. 73650400
.12189600
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.46703200
.56092700
. 74102700
.84646600
.83128200
.33478200
.91599200
.66455600
.26484500
.39097500
.51008200
.36478800
.49451700
.06782600
.99152300
.18697900
.98340000
.65827300
.95072700
.99497700
.68716500
.86263500
.65266700
.24588700
.37335900
.44894000
.53630200
.13789000
. 72097800
.37617900
.48974700
.45011100
.63589200
.66464000
.83502300
.83531300
.91613000
.93710900
.34580500
.65456600
.21472700
.32606700
.87134100
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. 74372100
.64008800
.23042900
.90356200
.98401900
.40457000
.26748800
.95367200
.62041900
.20235300
.19481800
.46165300
.86940400
.07174100
. 72612500
.02760200
.69622200
.94936800
.59531000
.21426400
.97469300
.99588700
.60631200
.08799800
.08039300
.67033500
.92830000
. 71615000
. 72366900
.01292100
.62093500
.47816700
.65661100
.82822300
.91934100
.22676500
.67899600
.15793100
.57380800
.38959000
.94021100
.04632100
.10433200
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.35463900
.43533300
.08188600
.60741200
.52700000
.89290200
.08666800
.35826500
.25324300
.53590700
.05291300
.37296900
.42352800
.19280900
.22735400
.30367800
.24575900
.21343600
. 70620000
.55591100
.25944600
.25685100
.68144500
.15298200
.15206700
.86478300
.78428000
.91581000
.04887100
.32935200
.44950900
.27742800
.79280400
. 71556300
. 74323100
.03089800
.50538300
. 71050900
.04919200
.33195300
.53665300
. 72105200
.88267500
.07735000
.28331500
.90158000
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.27272700
.45579700
.36969000
.10786900
.90398400
.98562800
.88616200
.15730700
.40586000
.30904200
.03047000
.16845300
.83236100
.06151300
.68144900
.48163900
.31350600
.41258000
.83140400
.45937400
.50880300
.24896900
.66940000
.64079800
. 74039700
.12293200
.45075300
.52062900
.84911700
.40462500
.19441100
.04437400
.65723200
.37880200
.33911800
.35211400
.85092000
.52744000
.66377700
.93853700
.60322500
.85646100
.56011400
.14923400
.31150500
.24997800

.89956300
. 74322500
.33179400
.04100200
.18643600
.61655200
.52072300
.03738200
.10511600
.29016600
. 71624000
.69205300
.23404500
.19495600
.14991700
.39153700
.33399800
.17255500
.42620700
.92286300
.56373200
.18585100
.05694800
.07340500
.48472600
.46072000
.95538900
.99210900
.96779500
.22710800
. 77488500
.84722500
.21395700
.30379400
.19712700
.53748700
.16335900
.98309400
.28371800
.52407400
.39273000
.56094700
.38318700
.09410700
.68384300
.40877100
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.58400300
.82760600
.63002600
.19153400
.96772200
.14425500
.88196600
.38087700
.47090500
.95807700
.20381800
.44502800
.66524700
.07170000
.87490200
. 76191500
.27106200
.00319400
.81575100
.71318800
. 77268700
. 72883400
.16663400
.80353100
.94095500
.87978400
.91724100
.31516600
.04525800
.36437200
.98938700
.89092700
.89652100
.90299400
.30985200
.50746800
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.08549100
.17999100
.81344300
.39510100
.28419500
.63532400
.90308500
.92348900
.52458500
.88470500
.00056500
.50287400
.01628000
.20298400
.64160900
.25562800
.02154200
.44891100
.55622500
.86278600
.18764600
.13678200
.53699300
.11779300
.33209400
.71219300
.59613500
.92248200
.52959100
.52501100
.00806400
.81902500
.84054700
.36610700
.95706600
.06764700
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. 77378100
. 79576000
.61424600
.37595900
.33486200
.53026300
.95507500
.69466600
.12322000
.12008300
.21002100
.06103000
.02263300
.34040100
.09764300
.55552100
.66307400
.21317100
.26771200
. 75749800
.38285400
.94325700
. 75175500
.41559700
.73713400
.53637000
.02031100
.87184100
.16146500
.97807300
.46473000
.70842600
.46141700
.81964600
.02593200
.14594700
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. 75743800
.56547400
.01899000
.64588200
.81750000
.36918200
.88459500
.55157800
.36878700
.32614800
.33915900
.39114600
.59944400
.90631400
.69082900
.62501800
.13011400
.90085100
.68165600
.42365600
.98410300
.31002600
.19713700
.63372800
.65308300
. 74511100
.43815500
.12058100
.26673500
. 76986200
.30596500
.60649100
.41911400
.00491000
.60101700
.09301400
.96548000
.44273000
.72940000
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.47211300
.37668400
.88848200
.00842900
.08167600
.32696400
.16432400
.90294400
.39287000
.69901700
.10505600
.17818100
.11284700
.20577000
.11598000
.34292900
.63446600
.53181600
.80956800
.45671000
.29138900
.63469700
.44049800
.49772700
. 73326500
.18049900
.04476000
.88603300
.12422600
.96078000
.32627000
.70787000
.97255100
.65929200
.14628500
.81377800
.40107800
.30764200
.43417700
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.89180100
.13703500
.34938200
.30380700
.05010800
.84771500
.49524200
.39942300
.09423500
.53255500
.19286700
.78454000
.13017600
.56052100
.31200300
.53083800
.83457100
.13273200
.40277900
.84693500
.16080200
.64831700
. 73566200
.16864900
.54578400
.66339200
.09172100
.0395%600
.00056600
.02539900
.93425500
.06086600
.62179600
.43300200
.95263500
.07201200
.78492900
.99158400
.93310300

220



Claudio Gabriel Lima Junior

Tese de doutorado

ANEXO II: TRABALHOS DECORRENTES DA TESE
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Short Report

Microwave Irradiation or Low Temperature Improved Synthesis of Antiparasitic
Morita-Baylis-Hillman Adducts

Claudio G. L. Junior, Fibio P. L. Silva, Ramon G. de Oliveira, Fernanda L. Subrinho,
Natdlia G. de Andrade and Mdrio L. A. A. Vasconcellos*

Departamento de Quimica, Universidade Federal da Paraiba, Campus |,
Jodo Pessoa-PB 58059-900, Brazil

Relatamos a sintese de 24 adutos de Morita-Baylis-Hillman (3a-31/6a-61) usando irradiaciio
de microondas a 80 *C ou protocolo convencional a 0 °C para promover reagdes entre aldeidos
aromiticos e acrilato de metila ou acrilonitrila (81-99%). Provamos que a reagdo de formagiio do
acrilato de 2-hidroxi(4-bromofenil)metila € reversivel a 120 <C.

It is reported the synthesis of 24 Morita-Baylis-Hillman adducts (3a-31/6a-61) using
microwave irradiation at 80 °C or conventional protocol at 0 °C to promote the reactions between
aromatic aldehydes and methy! acrylate or acrylonitrile (81-99%). It is shown that the reaction of
2-hydroxy(4-bromophenyl)methyl acrylate formation is reversible at 120 °C.

Keywords: microwave-promoted reactions, Morita-Baylis-Hillman reaction, thermodynamic
control, temperature effect, antiparasitic compounds

Introduction

The Morita-Baylis-Hillman reaction (MBHR, Scheme 1)
is one of the most powerful and versatile carbon-carbon bond
forming methods in organic synthesis.'* An inconvenience
associated with this reaction is the long reaction times, that
last up to 65 days.” Due to the synthetic utility of these Morita-
Baylis-Hillman adducts (MBHA), several protocols have
been described to improve the reaction time and yields, such
as the ultrasound use.* high pressures.* ionic liquids use® and
several experimental protocol variations.”

Microwave heating is an ecofriendly approach and a
valuable tool for synthetic chemists because it is possible
to enhance the reaction rate and, in many cases, to improve
product yields.® There is an enormous growth of interest
in this promising technique for promoting reactions.’
Nevertheless, considering its significance, a reduced
number of reports about the use of microwave irradiation
promoting MBHR has been published.®

Despite the fact that MBHR has already more than 40
years of existence,’ the general mechanism of the reaction is
still highlighted in discussions on the scientific community.
The first catalytic cycle suggested by Hill and Isaacs® is

*¢-mail: mlaav@quimica.ufpb.br

even accepted, but being the rate-determining step (RDS)
remains at the center of the debate. Differently as proposed
by Hill and Isaacs, McQuade and co-workers'® (nonprotic
condition), Aggarwal (protic condition),"" supported by
Amarante ef al.” (through electrospray ionization mass
spectrometry (ESI-MS) experiments), consider the last step
of this catalytic cycle as the RDS. However. these ways of
thinking about this mechanism were recently expanded
by Cantillo and Kappe' in their unified mechanistic point
of view. They proposed that the RDS can be changed.
depending on the reagents, additives and experimental
protocols of the reactions.”

In connection with our efforts towards the MBHR
reactivity study, and aiming to expand the MBHA
synthesis in one easily prepared step as an effective class
of antiparasitic compounds.' the present work show
results about microwave irradiation promoting MBHR,
the limitations found and, in some cases, the importance
to carried out reactions at lower temperature."

Results and Discussion
Initially, Table 1 is presented with the reactions between

some aromatics aldehydes (1) and acrylonitrile (2) in the
preparation of Ja-31 MBHA®*'*'7 (Scheme 1).
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This review aims to present by the first time the Morita-Baylis-Hillman adducts (MBHA) as a new class of
bioactive compounds and highlight its potentialities to the discovery of new cheaper and efficient drugs.
Now, most these compounds can be prepared fast and on a single synthetic step (one-pot reaction) in
high yields and using ecofriendly synthetic protocols. We highlight here the aromatic MBHA, which have
shown diverse biological activities as anti-Leishmania chagasi and Leishmania amazonensis ( parasites that
cause cutaneous and visceral leishmaniasis), anti-Trypanosoma cruzi (parasite that cause Chagas disease),

Keywords:

Morita-Baylis-Hillman adducts
Biological activities
Negligenced disease

anti-Plasmodium falciparum and Plasmodium berghei (parasites that cause malaria), lethal against Biom-
phalaria glabrata (the snail transmitter of schistosomiasis), antibacterial, antifungal, herbicide and actives
against some human tumor cell lines. Understanding of the biological mechanisms of action of this new

Antibiotics class of molecules is still in the infancy stage. However, we report here which has been described to date
Cancer on the possibilities of biological mechanisms of action, and we present new analyzes based on literature
Herbicides in this area. The academic and industrial interest in selecting green and cheaper experiments to the drugs
development has been the prime mover of the growth on the subject.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

The Morita-Baylis-Hillman reaction (MBHR) is a relatively
recent form to the C-C bond formation.'? This reaction occurs
between an sp? electrophilic carbon (e.g., aldehydes, ketones or
imines) and the o position of an alkene (or alkyne) connected to
an electron-attractors groups (EAG), under tertiary amines as
nucleophilic catalysis, being 1,4-diazabicyclo [2.2.2]octane (DAB-
CO) widely used catalyst (Scheme 1). This reaction generates com-
pounds called Morita-Baylis-Hillman adducts (MBHA). The MBHA

* Corresponding author.
E-mail address: mlaav@quimica.ufpb.br (M.LAA. Vasconcellos).

0968-0896/% - see front matter @ 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2012.04.061

have been widely used as the starting material in the natural and
unnatural products synthesis.* When the group X is N (typically
NTs) this reaction is classified as Aza-MBHR and products of this
reaction are the Aza-MBHA.*

This reaction has important features such as the complete atom
economy, the possibility of being performed in an aqueous medium
or in absence of solvents and on free-metal condition (organocatal-
ysis). These characteristics are today receiving great attention of the
synthetic organic chemists which work into academic and indus-
tries laboratories on searching on the more ecological, efficient
and cheap synthetic protocols to new drug discovery.

A pivotal limitation described in several articles about this reac-
tion is the long reaction time, for example, there are reactions that
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Abstract: In the present work we have described improvements in the 1-7 antiparasitic Morita-Baylis-Hillman Adducts
synthesis and their antimitofic activity on sea urchin embryomic cells. The 2-[Hydroxy(I-nitrophenyimethyl]acrylonigile
(1) and 2-[Hydroxy(4-bromophenyl) methyl]acrylonitile (4) were the most effective compounds to block the progression
to embryonic momla stage (EC= 75.8 uM and 72.6 M, sepectvely). Compounds 1 and 4 were alvo affective in block-

ing the first cell division but to a lesser extent. The

2-{Hydroxy(pyridin-4-y!imethyljacrylonimile (T) has also highly mhib-

ited cell divisions and progression wo first cleavage and morals stage Fluorescent dye extmusion sssay sugpest that these
adducts are not ABC protemn subsirate, conferning an sddinona] mterest in these new class of potenrial anticancer drgs.

Kevwords: Antimitotic activities, Sea wrehin embrvonie cells, Montz-Bayhs-Hillman adducts. Cancer.

1. INTRODUCTION

Menta-Baylis-Hillman reaction (MBHE) 15 an important
C=C bond formation synthetic route [1]. It involves the cou-
pling of alkene:s containing electron-withdrawing groups
(EWG) wath aldehydes, ketones and others. Tertiary anumes,
of whach 1 4-diazabicyclo[2.2 2]octane (DABCO) 15 the
most widely used (Scheme 1), are used 25 mucleophilic cata-
Tysts [21

o EWG R, R,
KJ . W —_—— R)jrms

Realinl anl H
EWG= CO.R. O, COR. othen

Scheme 1. The Morit-Baylis-Hillmsn rescrions with e.g. aldehyds

The Montz—Baylis-—Hillman adducts (MBHA), which
can be prepared m “one-pot” from MBHE have been exten-
sively nsed 25 mtermediates m orgame synthesis for a vanety
of apphcations [3]. One inconvenmient of this reaction is the
long tme spans needed to camry the reaction on. There are
reports of reactions lasting up to 65 days. However, due to
the synthetsc potential of these adducts, several protocels
have been proposed to accelerate thus rate; such as the use of
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mucrowaves, ultrasound. salts and metals additon, hagh pres-
sure, agueous medmm and womic hquids [3].

The bicactivaty of MBHA derrvatives were first de-
seribed in 1999, agamst the protozoan Plazmodium falcipa-
rum, the eticlogic agent of malaria [4]. In 2006, the molins-
cicadal activity agamst the snail Biomphalaria glabrana, the
miermediate host of schistosomiasis [5], of ten aromane
MBHA was described. That same year, Kohn o1 al desenbed
in virre anti-proliferative effect of some dermvatrves MBHA
on human tumoral cell hnes [6]. Eohn ef al have also dem-
onstrated that aromatics MBHA have better bicactmaties
when compared to aliphatie MBHA. Subsequently, high in
vitre activities agamst Leishmania amazomemsziz [7] and
Leihmanta chagasi parasites [8] were described for aromatc
MBHA= 1-7 (Fig. 1).

In 2010, we have shown that the MBHA 3-Hydroxy-2-
nﬂh}]m.e—3 (4-mtrophenyl) propanemimle (3), 2 lngh anh-
leishmania compound. 15 2lso a lghly active compound
against epmmastigote and trypomastigote form of Tmypano-
soma cruzi, the parasite that causes Chagas disease [9]. In
the same year, we presented an improved synthesis for six-
teen MBHA and thewr biclogical evaluation agamst L. ama-
somenzis and L. chagasi and we proposed, at the first tume, a
Soucture-Activity-Relatonthip (SAR) analyus for tus class
of new anti-parantic compounds [10],

Since 1908 sea wehm development has widely been used
m stodies of cell division [11]. Sea wehm embryomie cell
cvele shows many simularnhes with human cell evele as mo-
lecular mechanisms that control cell division are hughly con-
served across all kimgdoms of hife [12]. This baological
model has also been used in the investigation of pharmacol-
opeal activities of many compounds [13-15]. Several par-

© 1011 Bentham Science Poblichers
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